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Pastaruoju metu didelio susidoméjimo sulauké augalinés kilmés Zzalia-
vos perdirbimas j vertingus komponentus pakeiciant $alutinius Zemés ir
misko akio produktus j pridéting verte turin¢ias medziagas. Celiuliazés
fermentai yra svarbis skaidant augalinés kilmés Zaliava, i§ jy ir celiulio-
z¢, kuri yra gausiausias augaly biomasés komponentas, kuris gali bati
panaudojamas jvairiy bioprodukty, jskaitant biokura, gamybai. Aktuali
islieka naujy, celiuliazes gaminanciy mikroskopiniy gryby, i$skirty is
gamtinés aplinkos, paieska ir jy savybiy tyrimai. Siame tyrime vertinant
specifine saveika tarp kongo raudonojo dazo ir polisacharidy, i 29 skir-
tingy mikroskopiniy gryby, i§skirty i§ gamtinés aplinkos, buvo atrinkta
11 padermiy, kurios pasizyméjo celiuliaziniu aktyvumu. Tyrimai atlikti
Gamtos tyrimy centro Biodestruktoriy tyrimy laboratorijoje ir Kauno
technologijos universiteto Cheminés technologijos fakulteto Maisto
mokslo ir technologijos katedroje 2017-2018 metais. DidZiausias celiu-
liazinis aktyvumas kvie¢iy séleny terpéje buvo nustatytas mikroskopi-
niy gryby, priklausanciy Penicillium sp. gen&iai. Siy gryby gaminamy
celiuliaziy optimali temperatira ir terpés pH verté — 50 °C ir pH 7.

Raktazodziai: Penicillium, mikroskopiniai grybai, celiuliazinis akty-
vumas, kvieciy sélenos

JVADAS

lima efektyviai jg perdirbti iki fermentuojamy sa-
charidy. Tam galima naudoti tradicinius cheminius

Kiekvienais metais zmoniy skaicius Zeméje auga,
todél didéja buitiniy, Zemés tkio bei maisto pra-
monés Salutiniy perdirbimo produkty kiekis. Vie-
na i$ $alutiniy produkty rasiy yra sausa augaly
dalis - lignoceliuliozé. Lignoceliuliozés biomase
sudaro jvairios Zemeés tukio atliekos (Siaudai, zievé,
stiebai, koteliai), lapuociy ir spygliuoc¢iy mediena,
miesto atliekos (popierius, kartonas, medienos ga-
miniai), popieriaus bei kartono pramonés atliekos,
zolinés atliekos. Pagrindiniai lignoceliuliozinés Za-
liavos komponentai yra celiuliozé (35-50 %), he-
miceliuliozé (20-35 %) ir ligninas (10-25 %). Dél
tokio didelio celiuliozés kiekio, esancio lignoceliu-
liozinéje zaliavoje, yra ieSkoma budy, kaip buty ga-

bidus - apdorojima ragstimis, $armais, vandenilio
peroksidu ar kt. Tac¢iau galima naudoti alternatyvy
budg - celiulioze skaidancius fermentus - celiulia-
zes (Cizeikiene et al., 2018). Celiuliozés skaidymas
yra kompleksinis procesas, kuriame dalyvauja keli
fermentai. Celiuliazé yra sinergetinis fermentas,
priklausantis hidrolaziy klasei ir skaidantis celiu-
lioze j gliukoze ir / arba j skirtingus oligosachari-
dus. Celiuliazés yra skirstomos j tris pagrindines
grupes: endogliukanazé (endo-1, 4-fB-gliukanaze
EC 3.2.1.4) atsitiktinai skaldo -1,4-glikozidinius
rysius; celobiohidrolazé arba egzogliukanazeé (egzo-
1,4-B-gliukanazé EC 3.2.1.91) veikia redukuotus
arba neredukuotus celiuliozés grandinés galus,
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atpalaiduodamos celobioze arba gliukoze, ir
B-gliukozidazé (1, 4-P-gliukozidazé EC 3.2.1.21)
hidrolizuoja tirpius celodekstrinus ir celobioze
iki gliukozés (Gao et al., 2008).

Celiuliazés placiai paplite gamtoje ir yra ran-
damos augaluose, vabzdziuose, jas gamina bakte-
rijos bei grybai (Watanabe, Tokuda, 2010; Duan,
Feng, 2010). Dazniausiai pramonéje naudojamos
celiuliazés yra atskiry fermenty misinys, gauna-
mas i§ gryby, ypac i§ Trichoderma ar Aspergillus
genciy.

Celiuliazes gaminantys mikroskopiniai grybai
turi nemazai privalumy, pavyzdziui, gaunama di-
delé iy fermenty iSeiga (Phitsuwan et al., 2007).
Grybai, tokie kaip Penicillium, Acremonium ir
Chrysosporium, produkuoja didelius kiekius $iy
fermenty (Gusakov, 2011).

Celiuliaziy gamybai taikomg fermentacijg ga-
lima suskirstyti j dvi grupes: skystafaze, kuri yra
pagrista mikroorganizmy kultivavimu skystoje
terpéje (Cherry, Fidantsef, 2003), ir kietafaze,
kai mikrobiologinis augimas ir produkto gamyba
vyksta ant kieto pavirsiaus (Peilin, Liming, 2001),
o vandens néra arba jo kiekis yra minimalus, Zi-
noma, substratas turi turéti drégmeés, kuris uztik-
rinty mikroorganizmy augima (Pandey, 2003).

Kietafazés fermentacijos budas tampa patrauk-
lesnis (Varnaité ir kt., 2011) dél ekonomiskumo
gaminant celiuliazes. Mikroorganizmai, ypac
gryby kultiros, pagamina didelius kiekius iy
fermenty, nes fermentacijos buidas yra panasus
i mikroorganizmy nataralig aplinkg (Peilin, Li-
ming, 2001). Grybai, tokie kaip T. reesei, A. niger,
Penicillium sp., buvo parinkti celiuliaziy gamybai
naudojant kietafaze fermentacijg. D. S. Chanalas
(1985) nustaté, kad auginant T. reesei kietafazés
fermentacijos salygomis jo produkuojamy celiu-
liaziy iSeiga buvo didesné nei auginant skysta-
fazés fermentacijos salygomis. Véliau celiuliaziy
gamyba buvo palyginta naudojant skystafaze ir
kietafaze fermentacijas (Tengerdy, 1996). Rezul-
tatai parodé, kad naudojant kietafaze fermenta-
cija gamybos kaina sumazéjo 10 karty (Singha-
nia et al., 2006; Vintila et al., 2009).

Procesas priklauso nuo daugybés veiksniy,
pavyzdziui, substrato apdorojimo ir daleliy dy-
dzio, terpés sudéties, jos sterilizacijos, drégmés
kiekio, temperatiiros, terpés pH vertés, maiSymo
intensyvumo, aeracijos. Kietafazés fermentacijos
parametry optimizavimas gali dar labiau pagerin-

ti gamybos ekonomiskuma ir taip padidinti $io
proceso patraukluma celiuliaziy gamybai (Singh
nee’Nigam, 2009).

Pasitelkus celiuliazes, i$skirtas i§ mikroorga-
nizmy / gryby, galima sumazinti tradiciniy che-
miniy metody naudojimg pramonéje bei perdirbti
atliekas, turincias lignoceliuliozés, ir naudoti bio-
produkty gamyboje. Tokiu badu pagaminti bio-
produktai ar biokuras yra nekenksmingi aplinkai,
nes gamybos procese naudojami atsinaujinantys
$altiniai.

Dél iy priezasciy yra svarbu tirti mikroorga-
nizmus ir jy produkuojamas celiuliazes, ieskoti
aktyviy celiuliaziy producenty padermiy bei pa-
rinkti optimalias salygas, kad $ie fermentai pasi-
zymeéty didziausiu aktyvumu, nes skirtingos mi-
kroskopiniy gryby padermeés pasizymi skirtingu
celiuliaziniu aktyvumu (Varnaité ir kt., 2008).

Darbo tikslas - istirti naujai i$skirty mikros-
kopiniy gryby gaminamy celiuliaziy aktyvuma
ir nustatyti fermentinés hidrolizés salygy jtaka jy
aktyvumui.

METODALI IR SALYGOS

Celiuliazes gaminantys mikroskopiniai grybai
buvo atrenkami i§ mikroskopiniy gryby kolekci-
jos, esancios Gamtos tyrimy centre, Biodestruk-
toriy tyrimy laboratorijoje (Vilnius). Tikrintos
29 skirtingos mikroskopiniy gryby padermeés.
IS pradziy jie buvo perséti | mégintuvélius su
salyklo ekstrakto terpe ir kultivuoti $esias paras
26 £ 1 °C temperatiiroje. Véliau mikroskopiniai
grybai paséti | Petri léksteles su minimalia aga-
rizuota terpe, kurioje vienintelis anglies Saltinis
yra 0,5 % karboksimetilceliuliozé (KMC). Po
$esiy pary kultivavimo 26 + 1 °C temperatiiroje
buvo tikrinamas celiuliazinis aktyvumas naudo-
jant kongo raudongjj daza.

Kokybinis celiuliazinio aktyvumo nustatymo
metodas remiasi specifine sgveika tarp kongo rau-
donojo (angl. Condo red) dazo ir polisacharidy.
Kongo raudonasis reaguoja su p-1,4-gliukanais,
sukeldamas pastebimg raudonos spalvos pasikei-
timg. Ant Petri léksteliy su celiuliozés terpe uz-
auginti mikroorganizmai buvo uzpilti 3 ml 0,1 %
vandeninio kongo raudonojo tirpalu, palaikyta
20 minudiy, po to dazas nupiltas ir uzpilta 1 M
NacCl tirpalo. Dar po 20 minuciy druskos tirpa-
las nupiltas ir celiuliazinis aktyvumas nustatytas
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pagal $viesiai oranzinés spalvos zong aplink mi-
kroskopinio grybo kolonija.
Tirti mikroskopiniai grybai pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Mikroskopiniai grybai
Table 1. Fungi

Mikroskopinio grybo pavadinimas / Fungi

Cladosporium sp. X1

Cladosporium cladosporioides X2

Aureobasidium pullulans X3
Mycelia sterilia NB 6a
Mycelia sterilia NB 7a

Talaromyces luteus X4

Cladosporium lignicola X5

Penicillium brevicompactum X6

Penicillium sp. Al

Myrothecium verrucaria X7

Mikroskopiniy gryby sporoms skaiciuoti
buvo naudojama Goriajevo kamera. Spory skai-
¢ius (a) nustatytas kvadratuose, kuriy taris yra
0,00025 mm’, kiekis mililitre (x) buvo apskai-
¢iuotas pagal formule:

2,5x1077
Kiekybinis celiuliazinio aktyvumo nusta-

tymas buvo atliktas naudojant dinitrosalicilo
rugsties reagentg. Mikroskopiniai grybai paséti
(2,8 x 10° spory/ml) ant kvieciy séleny ir dis-
tiliuoto vandens terpés (santykis 1 : 5, miSinys,
prie$ paséjant grybus autoklavuotas 121 °C tem-
peratiroje 15 min.), buvo kultivuoti 12 pary ter-
mostate 25 °C temperaturoje. Po auginimo gau-
tas miSinys praskiestas vandeniu santykiu 1 : 4,
centrifuguotas (8 000 aps./min., 10 min.). Gautas
centrifugatas (fermento tirpalas) naudotas celiu-
liaziniam aktyvumui tirti.

Celiuliaziniam aktyvumui nustatyti kaip subs-
tratas naudoti KMC milteliai, jie istirpinti 0,1 M
citratiniame buferyje (pH 5), paruostas 1 % KMC
tirpalas. ] 0,9 ml 1 % KMC tirpalo, pasildyto iki
50 °C temperatiiros, vandens vonioje jpilta 0,1 ml
tirlamo fermento tirpalo. Kontrolinis méginys
ruostas sumaisius 0,9 ml 1 % KMC tirpalo ir
0,1 ml citratinio buferio. Fermentinés hidrolizés

reakcija vykdyta 50 °C temperatiiroje 60 min. Reak-
cija sustabdyta meégintuvélius istraukus, staigiai
atvésinus ir jpylus 1 ml DNS reagento (1 + 0,01 g
3,5-dinitrosalicilo ragsties ir 30 + 0,1 g natrio-ka-
lio tartrato istirpinta 100 m1 0,4 M NaOH tirpale),
turinys gerai sumaisytas ir mégintuvéliai pamerk-
ti | verdanc¢io vandens vonig bei kaitinti 5 min.
Po kaitinimo nedelsiant atvésinti, praskiesti 6 ml
distiliuoto vandens, sumaisyti ir spektrofotome-
tru (Genesys 10 UV) matuota 540 nm bangos il-
gio $viesos spindulio sugertis tiriamaisiais tirpa-
lais. Celiuliazinis aktyvumas iSreikstas aktyvumo
vienetais mililitre (AV/ml) ir apskaiciuotas pagal
2 formule. Vienas fermento aktyvumo vienetas
gali i§skirti 1 pmol gliukozés ekvivalento i$ ce-
liuliozés filtro popieriaus per 1 min., esant tam
tikroms analizés salygoms.

Nustatant celiuliazinj aktyvuma sudaryta stan-
dartiné gliukozés tiesé (0,278; 0,55; 1,11; 1,66;
2,22; 2,77; 5,55 pmol/ml), i$ kurios skaiciuota ti-
riamo méginio gliukozés ekvivalento verté. Spek-
tofotometru (Genesys 10UV) nustatyta gliukozés
jvairios koncentracijos méginiy $viesos spindulio
sugertis tiriamais tirpalais, matuojant 540 nm
bangos ilgyje. Gliukozés ekvivalento vertés pmol
tirlamuose tirpaluose apskai¢iuotos i§ standarti-
nés gliukozeés tiesés.

GEV x PF
2,5%01°

AV/ml = 60 )
GEV - gliukozés ekvivalento verté standartinéje
tieséje, pumol; PF — praskiedimo faktorius; 60 - fer-
mentinés hidrolizés trukmé, min.; 0,1 — fermento
kiekis reakcijos misinyje, ml.

Dviejy mikroskopiniy gryby, kuriy celiulia-
zinis aktyvumas buvo didziausias, t. y. Penicil-
lium sp. Al ir Penicillium sp. A2, nustatyta celiu-
liaziy aktyvumo priklausomybé nuo temperatiros
ir terpés pH. Matuojant celiuliazinio aktyvumo
priklausomybe nuo temperatiros mégintuvéliai
su reakcijos mi$iniu buvo pamerkti j skirtingy
temperatiry vandens vonias (20 °C; 30 °C; 40 °C;
50 °C; 60 °C temperattros). Vertinant terpés pH
ver¢iy jtakg celiuliaziniam aktyvumui, buvo ruos-
ti skirtingy pH verciy (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10)
buferiai.

Ekperimentai kartoti tris kartus, i§ gauty re-
zultaty iSvesti vidurkiai ir apskai¢iuoti stan-
dartiniai nuokrypiai naujant Excel programineg
jranga.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Ivairiy mikroskopiniy grybuy celiuliaziy
aktyvumas

Vertinant specifine sgveika tarp kongo raudono-
jo dazo ir polisacharidy buvo patikrintas 29 gry-
by celiuliazinis aktyvumas po jy auginimo Petri
lékstelése, kur kaip vienintelis anglies Saltinis
buvo naudojama chemigkai susintetinta celiulio-
zé. Specifiné kongo raudonojo ir polisacharidy
saveika po mikroskopiniy gryby Penicillium sp.
Al ir Talaromyces luteus X4 auginimo ant celiu-
liozés pateikta 1 paveiksle.

Kongo raudonasis reaguoja su -1,4-gliukanais,
sukeldamas pastebimg raudonos spalvos pasikeiti-
ma. Ar mikroskopiniai grybai gamina celiuliazes,
nustatyta pagal $viesiai oranzinés spalvos zong
aplink mikroskopinio grybo kolonija. Atlikus kon-
go raudonojo testa atrinkta 11 potencialiy celiulia-
zes gaminanciy mikroskopiniy grybu, kuriy $vie-
siai oranzinés spalvos zona aplink mikroskopinio
grybo kolonija buvo didziausia (nuo 5 iki 9 mm).

Vienuolikos atrinkty mikroskopiniy gryby celiu-
liaziniai aktyvumai (AV/ml), nustatyti kvieciy séle-
ny terpéje po 12 pary auginimo, pateikti 2 paveiks-
le. Maziausiu celiuliaziniu aktyvumu pasizyméjo

1 pav. Penicillium sp.
Al (kairéje) ir Talaro-
myces luteus X4 (desi-
néje) celiuliazinio ak-
tyvumo zonos

Fig. 1. Zones of CMC
hydrolysis are visible.
Penicillium sp. Al on
the left and Talaromyces
luteus X4 on the right

Penicillium sp. A2 EH
Myrothecium verrucaria X7 [

'_§ Penicillium sp. A1 | =
a Penicillium brevicompactum X6 ————"FH

R Cladosporium lignicola X5 ————FH

g %o Talaromyces luteus X4 53+

o~ Mycelia sterilia NB 7a ————FH

g Mycelia sterilia NB 6a [

é Aureobasidium pullulans X3 |

Cladosporium cladosporioides X2
Cladosporium sp. X1

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Celiuliazinis aktyvumas AV/ml
Cellulase activity, AU/ml

2 pav. Mikroskopiniy gryby celiuliazinis aktyvumas (AV/ml) kvieciy séleny terpéje po 12

pary auginimo 25 °C temperatiiroje

Fig. 2. Cellulase activity (AU/ml) of 11 isolated fungi after 12-day cultivation in the wheat

bran medium at 25°C
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Cladosporium sp. X1, Aureobasidium pullulans
X3 ir Myrothecium verrucaria X7. Didziausiu ce-
liuliaziniu aktyvumu séleny terpéje pasizyméjo
Penicillium sp. Al ir Penicillium sp. A2 genties
mikroskopiniai grybai, kuriy celiuliazinis akty-
vumas $ioje terpéje buvo atitinkamai 0,63 AV/ml
ir 0,4 AV/ml. Penicillium sp. Al ir Penicillium sp.
A2 gryby mikroskopinis vaizdas po 14 pary au-
ginimo pateiktas 3 ir 4 paveiksluose.

3 pav. Penicillium sp. A1 mikroskopinis grybas po 14
pary auginimo salyklo terpéje esant 25 °C

Fig. 3. Penicillium sp. Al after 14 days of incubation on
the malt extract medium at 25°C temperature

4 pav. Penicillium sp. A2 mikroskopinis grybas po 14
pary auginimo salyklo terpéje esant 25 °C

Fig. 4. Penicillium sp. A2 after 14 days of incubation on
the malt extract medium at 25°C temperature

Temperatiiros jtaka mikroskopiniy gryby
celiuliaziniam aktyvumui

Atrinkus didziausiu celiuliaziniu aktyvumu pa-
sizyméjusius mikroskopinius grybus - Peni-
cillium sp. Al ir Penicillium sp. A2, nustatyta
fermentinés hidrolizés salygy (temperattros ir
terpés pH verciy) jtaka jy celiuliaziniam aktyvu-
mui. Temperatiros jtaka celiuliaziy aktyvumui
pateikta 5 paveiksle.

—&— Penicillium sp. Al
110 -

= & = Penicillium sp. A2

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -

Celiuliazinis aktyvumas %
Cellulase activity, %

50 -

40 T T .

Temperattira °C
Temperature, °C

5 pav. Temperataros jtaka Penicillium sp. Al ir Penicil-
lium sp. A2 celiuliaziy aktyvumui

Fig. 5. The effect of temperature on Penicillium sp. cel-
lulase activity

Abu mikroskopiniai grybai didziausiu celiu-
liaziniu aktyvumu pasizyméjo esant 50 °C tem-
perattrai (100 %). Kai temperatira sieké 20 °C,
celiuliazinis aktyvumas Penicillium sp. Al suda-
ré 51,4 % nuo didziausio aktyvumo, o Penicil-
lium sp. A2 - 64,8 %. Celiuliazinis aktyvumas
didéjo didéjant temperatirai, o pasiekes 50 °C
pradéjo mazeéti ir esant 60 °C temperatirai su-
daré 70,7 % Penicillium sp. Al ir 74,7 % Penicil-
lium sp. A2.

Gauti duomenys patvirtino R. Saini ir kt.
(2015) rezultatus. Mokslininkai irgi tyré Penicil-
lium genties mikroskopinius grybus ir nustaté,
kad didziausias celiuliazinis aktyvumas pasireis-
ké esant 50 °C temperatirai. A. M. de Castro ir
kt. (2010) tyré Penicillium funiculosum grybo ga-
minamas celiuliazes. Jy rezultatai atskleidé, kad
optimali temperatiira celiuliaziniam aktyvumui
yra apie 52 °C.
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pH jtaka mikroskopiniy gryby celiuliaziniam
aktyvumui

Nustatyta fermentinés hidrolizés terpés pH ver-
¢iy jtaka Penicillium sp. mikroskopiniy gryby ce-
liuliaziniam aktyvumui (6 pav.).

Abu Penicillium genties mikroskopiniai grybai
didziausiu aktyvumu pasiZyméjo esant pH 7. Ak-
tyvumas nuo pH 2 iki pH 4 mazéjo, Zemiausias
aktyvumas nustatytas esant pH 4, kuris sumazéjo
14 % Penicillium sp. Al ir 13 % Penicillium sp.
A2. Toliau didéjant terpés pH vertéms aktyvumas
augo, o pasiekes pH 7 verte pradéjo mazéti. Esant
pH 10 aktyvumas Penicillium sp. Al sumazéjo
15 %, o Penicillium sp. A2 sumazéjo 43 %.

T. Dutta ir kt. (2008) tyré Penicillium citrinum
mikroskopiniy gryby produkuojamas celiuliazes
ir nustaté, kad $io mikroorganizmo celiuliazinis
aktyvumas didziausias yra tada, kai terpés pH
vertés svyruoja nuo 5,5 iki 8. Sie duomenys su-
tampa su rezultatais, gautais muasy tyrime.

—0— Penicillium sp. A1 = 8 = Penicillium sp. A2

100 -
80
60 -
40 -

Cellulase acivity, %

20 A
0

Celiuliazinis aktyvumas %

12

pH
Buffer pH

6 pav. pH jtaka Penicillium sp. Al ir Penicillium sp. A2
celiuliaziy aktyvumui

Fig. 6. The effect of buffer pH on Penicillium sp. cellulase
activity

ISVADOS

1. Tirti 29 mikroskopiniai grybai, i§ kuriy 11 pa-
sizyméjo celiuliaziniu aktyvumu. Nustatyta, kad
didziausias aktyvumas (0,62 AV/ml ir 0,4 AV/ml)
buvo Penicillium sp. Al ir Penicillium sp. A2 gen-
ties mikroskopiniy gryby, iSskirty i§ gamtinés
aplinkos.

2. Penicillium sp. Al ir Penicillium sp. A2 gen-
ties mikroskopiniy gryby, auginty ant kvieciy

séleny terpés, didziausias celiuliazinis aktyvumas
buvo esant 50 °C temperatirai ir pH 7.

Gauta 2018 11 21
Priimta 2018 12 12
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THE ACTIVITY STUDY OF FUNGAL
CELLULASES ISOLATED FROM THE NATURAL
ENVIRONMENT

Summary

In recent years the conversion of lignocellulosic biomass into
higher value components gained a special interest. Enzymes
cellulase are important because of their ability to decompose
cellulose which is a part of lignocellulosic biomass. Using
these enzymes it is possible to produce bioproducts and bio-
fuels. It is relevant to investigate cellulase produced by fungi
which are found in air or soil. In the present work, we inves-
tigated microorganisms — fungi — which were isolated from
various sources. 29 different fungi from the Laboratory of
Biodeterioration Research, Nature Research Centre, Vilnius,
were tested using Congo Red dye. It was found that 11 isolates
showed cellulolytic activity. Two of them were found to have
the highest cellulolytic activity.

The influence of enzymatic hydrolysis conditions on cel-
lulase activity obtained from newly isolated fungi belonging
to Penicillium genus was studied. The highest cellulase acti-
vity was obtained at pH 7 and the optimum temperature was
50°C. The research was done at the Laboratory of Biodete-
rioration Research, Nature Research Centre, and the Depart-
ment of Food Science and Technology, Faculty of Chemical
Technology, Kaunas University, in 2017-2018.

Keywords: Penicillium, fungi, cellulase activity, wheat
bran



