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Analiza kompleksu enzyméw litycznych i lakaz u grzyboéw z rodzaju
Trichoderma dla potrzeb produkcji biopaliw, kompostowania
odpadow organicznych i innych zastosowan w ochronie
srodowiska

Grzyby z rodzaju Trichoderma, bedace materiatem badawczym w niniejszej
dysertacji, charakteryzuja sie szerokim wystepowaniem we wszystkich strefach
klimatycznych, a ich najczestszym siedliskiem jest gleba i prochniejgce drewno. Wystepuja
na obszarach rolniczych, lesnych, preriach a nawet w stonych bagnach. Powodujg gnicie
drewna i rozktad obumartych czesci roslin. Wykazujg niezwykle pozadane dziatanie
nadpasozytnicze wobec grzybowych patogenéw roslin np. z rodzaju Fusarium oraz
zwiekszajg odpornosé roslin na patogeny poprzez stymulacje syntezy roslinnych elicitoréw.

Grzyby te posiadajg niezwykle rozbudowany aparat enzymatyczny. W szczegdlnoci
dotyczy to enzyméw wchodzacych w skiad tak zwanego kompleksu enzymoéw litycznych
degradujacych sciany komoérkowe CWDEs (ang. Cell Wall Degrading Enzymes). Nalezg tu
enzymy takie jak: celulazy, chitynazy, ksylanazy, B-glukanazy, proteazy, pektynazy. Celulazy
rozktadajg polimer celulozowy do pojedynczych czasteczek glukozy, co moze by¢
wykorzystane w produkcji biopaliw.

Ksylanazy hydrolizujg jeden z istotniejszych skfadnikow drewna czyli ksylan,
a produkty powstate w tej reakcji mogg stuzyé do produkcji pasz, paliw, zywno$ci
i chemikaliow.

Interesujacy i obiecujaca grupg enzymow sg lakazy, bedace oksydoreduktazami. Ze
wzgledu na ich niskg specyficznos¢ substratowa, sg w stanie prowadzi¢ reakcje utleniania
wielu roznych zwigzkow. W tym zwigzkow estrogenopochodnych, ktére znajdujg sie
w Sciekach gdzie dostajg sie wraz z moczem kobiet stosujgcych antykoncepcje hormonalna.
Pochodne estrogenu w wodzie sg bardzo trudne do usuniecia. Powodujg u zwierzat wodnych
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choroby zwigzane z zaburzeniami rozwoju uktadu piciowego takie jak: spadek jakosci
nasienia, rak prostaty czy jader.

Ponadto lakazy biorg udziat w unieczynnianiu zearalenonu, mikotoksyny
0 wiasciwosciach estrogennych produkowanej przez grzyby z rodzaju Fusarium, bedacego
patogenem roslin uprawnych.

W przemysle (np. papierniczym, widkienniczym, spozywczym, chemicznym) do
produkcji enzymdéw wykorzystuje sie zmutowane szczepy Trichoderma. Gtéownie sg to
mutanty tropikalnego gatunku Trichoderma reesei np. mutant QM 9414 wydajnie produkujacy
celulazy. Na skutek prowadzonych badan na izolatach réznych gatunkéw Trichoderma
pozyskanych gtéwnie 2z prochniejgcego drewna z parkéow i lasow wojewodztwa
wielkopolskiego oraz innych regionéw Polski odkryto, iz niektére izolaty sg dobrg alternatywg
dla zmutowanych szczepow. W analizach aktywnosci celulolitycznej pewne izolaty ze
srodowiska naturalnego wykazywaty wydajnos¢ w produkcji celulaz poréwnywalng lub nawet
wyzszg niz referencyjny zmutowany szczep Trichoderma reesei QM 9414, bedacy wydajnym
producentem celulaz.

Zakfada sie, iz mozna znalez¢ w $rodowisku naturalnym taki gatunek z rodzaju
Trichoderma, ktéry bedzie wydajnie produkowat jedng albo kilka grup enzymoéw na wydajnym
poziomie bez koniecznosci poddawania go mutagenizacji. Jak réwniez przypuszcza sie, ze
poznanie dogtebne gendw kodujacych poszczegdlne enzymy oraz badania prowadzone
bezposrednio na tych enzymach jako biatkach wyizolowanych z ptynu pohodowlanego
przyczynig sie do optymalizacji wydajnej produkciji enzymdw na cele przemystowe.

Celem pracy jest wyselekcjonowanie bezpiecznych i stabilnych genetycznie izolatéw
grzybow z rodzaju Trichoderma, pochodzacych ze srodowiska naturalnego, nie bedacych
mutantami, a mimo to produkujacych wydajnie wybrane grupy enzyméw (celulazy,
ksylanazy, [B-glukanazy, mutanazy, lakazy) dla potrzeb ochrony $rodowiska,
zagospodarowania odpaddéw organicznych, produkcji biopaliw, rolnictwa, poprawy jakosci
zywnosci pod wzgledem zawartosci mikotoksyn oraz oczyszczania $ciekow ze zwigzkow
estrogenopochodnych.

Poszczegdlne etapy badahn obejmuja: identyfikacje molekularng (na podstawie
fragmentow genow ITS4-5 i tef 1a) izolatéw grzybdw z rodzaju Trichoderma pozyskanych z
parkow i lasow Wielkopolski i innych regiondw Polski. Sekwencjonowanie genéw kodujgcych
celulazy, ksylanazy, glukanazy, lakazy, mutanazy. Nastepnie analiza aktywnosci
poszczegolnych grup enzymow i analiza molekularna genéw kodujgcych te grupy enzymow.
Kolejne etapy prac obejmg izolacje biatek (enzymdéw) i analizy proteomiczne -—
dwukierunkowy rozdziat elektroforetyczny biatek oraz ich analiza metodami spektrometrii
MAS.
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Wyniki z powyzszych analiz umozliwig wyodrebnienie najwydajniejszych gatunkéw
lub izolatow grzybéw z rodzaju Trichoderma pod wzgledem produkcji enzymoéw przydatnych
do taniej i wydajnej produkcji biopaliw z odpadéw organiczych (bez redukcji areatdow upraw
roslin zywnosciowych), kompostowania odpaddéw organicznych oraz ewentualnych innych
celow przemystowych.

Wyselekcjonowanie bezpiecznych, stabilnych genetycznie i zarazem wykazujacych
wysokg aktywnos¢ celulolityczng, pochodzacych ze $rodowiska naturalnego izolatéw
z rodzaju Trichoderma, daje obiecujaca perspektywe wydajnego, taniego i ekologicznego
wytwarzania biopaliw z odpaddw organicznych co jednoczesnie stanowi rozwigzanie dla
zagospodarowania odpaddéw organicznych z gospodarstw domowych, przemystu drzewnego
czy przetworstwa owocowo-warzywnego. Mianowicie zdolnos¢ do rozktadu biomasy
celulozowej do glukozy moze by¢é wykorzystana do produkcji biopaliw z organicznych
surowcow odpadowych takich jak: $cinki drewna, resztki pozniwne czy inne odpady
organiczne. Grzyby z rodzaju Trichoderma mogg by¢ rowniez wykorzystane dzieki wydajne;j
syntezie celulaz do kompostowania odpadéw organicznych. Sg to niezwykle obiecujace
rozwigzania przyczyniajgce sie do ochrony srodowiska.

Grzyby z rodzaju Trichoderma sg ponadto rezerwuarem mutanaz, enzymoéw
rozktadajgcych glukany — wielocukry niezbedne bakteriom Streptococcus mutans do
zasiedlania ptytki nazebnej i bytowania na niej, co w konsekwencji prowadzi do prochnicy
jamy ustnej. Ze wzgledu na swdj wieloaspektowy charakter, wyniki realizowanej pracy
doktorskiej moga mie¢ duze znaczenie gospodarcze. Istnieje wiele mozliwosci ich
potencjalnego zastosowania w wojewoddztwie wielkopolskim. Wyniki te dajg szanse na
wprowadzenie innowacyjnych rozwigzan w réznych gateziach szeroko pojmowanej ochrony
Srodowiska.

Uzyskane wyniki mogg znalez¢ praktyczne zastosowanie w:

- oczyszczaniu Sciekdw ze zwigzkow estrogenopochodnych,

- w rolnictwie — do ochrony roslin uprawnych przed grzybowymi patogenami,

- do poprawy jakosci zywnos$ci oraz pasz poprzez zmniejszenie poziomu mykotoksyn
ze szczegoblnym uwzglednieniem zearalenonu,

- produkciji biopaliw,

- do kompostowania odpaddéw organicznych z przemystu spozywczego i
przetwérstwa drzewnego,

- do produkcji past do zebdw skutecznie chronigcymi przed bakteriami préchniczymi
Streptococcus mutans.

Z racji, iz grzyby z rodzaju Trichoderma sg wydajnym producentem wielu grup

enzymow przydatnych w réznych gateziach przemystu i majacych szerokie zastosowanie,
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wyniki uzyskane w doktoracie dotyczace wtasnie tych enzymoéw odnajdujg wiele mozliwosci
zastosowan w wojewodztwie wielkopolskim.

W zaleznosci od tego, jaka to jest grupa enzyméw, sa to nastepujagce mozliwosci
innowacyjnego wykorzystania w rozwoju gatezi wielkopolskiej gospodarki zwigzanych z
przemystem i ochrong srodowiska:

Reasumujgc, badania nad poszczegdlnymi grupami enzymow produkowanych przez
grzyby z rodzaju Trichoderma, ktére sg prowadzone w ramach tego doktoratu mogq sie
przyczyni¢ do rozwoju wielu gatezi gospodarki wojewddztwa wielkopolskiego. Sg szansg na
wprowadzenie wielu innowacji. Dajg perspektywe wdrozenia wynikbw w ochronie
srodowiska, do zagospodarowania odpadow organicznych, produkcji biopaliw, ochrony ro$lin
i oczyszczaniu sciekow. lzolaty wydajnie produkujgce enzymy moga réwniez zostac
opatentowane. Catoksztaltowo niniejsza praca moze doprowadzi¢ do zacie$nienia
wspoétpracy i przeptywu informacji miedzy swiatem nauki, przemystem, ochrong srodowiska i

biznesem. Realnie jawi sie réwniez wspotpraca w tym temacie z placéwkami zagranicznymi.
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