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Streszczenie

Z gleby ryzosferowej jabtoni, wisni i truskawki nawozonej kompostami przygotowanymi na bazie miatu z wegla
brunatnego z dodatkiem grzybni Basidiomycota, wyizolowano sze$¢ szczepow bakterii wzglednie beztlenowych,
przetrwalnikujacych zdolnych do rozktadu celulozy. Na podstawie morfologii, cech biochemicznych i sekwencji 16S
rRNA izolaty sklasyfikowano do gatunkéw z rodzaju Paenibacillus. W pozywkach wybidrczych z dodatkiem bibuty
filtracyjnej (FP) i karboksymetylocelulozy (CMC) badane izolaty syntetyzowaty enzymy, ktére hydrolizuja celuloze
amorficzng i krystaliczna. Badane izolaty w 14 i 28-dniowych hodowlach w pozywce z karboksymetylocelulza (CMC)
produkowaty odpowiednio od 0 mU do 10,87 mU oraz od 10,73 do 21,13 mU CMCazy (karboksymetylocelulazy).
Najwyzsza aktywno$¢ enzymow scukrzajacych celuloze (FPazy) w pozywce z CMC wykazano w 14-dniowych hodow-
lach P lautus EG_11-75,6 mU, Paenibacillus sp. EG_17 - 57,6 mU oraz P woosongensis EG_15 - 38,9 mU. W po-
zywce z dodatkiem bibuly filtracyjnej (FP), najwyzsza produkcje CMCazy i FPazy odnotowano w hodowlach P lautus
EG_11 - odpowiednio 79,85 118,83 mU.

Stowa kluczowe
CMCaza, FPaza, Paenibacillus

1. Wstep przyrodniczym (Akaracharanya i in. 2014).
Celuloza zbudowana jest z czasteczek -D- Enzymy rozkladajace celuloze nalezace
glukozy, potaczonych wigzaniamif-1,4-gli- do klasy hydrolaz O-glikozydowych sa
kozydowymi, uformowanymi w tzw. regiony ~ wytwarzane w $rodowisku przez mikro-
krystaliczne i amorficzne. Obecnos$¢ re- organizmy nalezace do réznych grup sys-
gionéw krystalicznych warunkuje trud- tematycznych (Beguin, Aubert 1994). Do
no$¢ w rozkladzie celulozy w srodowisku  bakterii przetrwalnikujacych bioracych
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udziatl w rozktadzie celulozy w warunkach
wzglednie beztlenowych nalezg bakterie
z rodzaju Bacillus i Paenibacillus. Mikro-
organizmy te hydrolizuja zaréwno celuloze
krystaliczng, jak i amorficzna dzieki syn-
tezie endo-B-1,4-glukanazy (EC 3. 2. 1. 4),
egzoglukanazy, syn. 1,4-p-glukan celobiohy-
drolazy (EC 3. 2. 1. 91) oraz celobiazy, syn. 3-
glukozydazy (EC 3. 2. 1. 21) (Horn i in. 2012).

Strefa przykorzeniowa roslin (ryzosfera)
zasiedlana jest licznie przez mikroorgani-
zmy, w tym przez bakterie z rodzaju Bacillus
i Paeniabacillus (Swiecicka, Hauschild 1996).
Duza réznorodno$é mikroorganizméw w tej
strefie jest determinowana przez wydzieliny
korzeniowe, w tym $luz zawierajacy zwiazki
organiczne bedace zZrédlem wegla i energii
dla drobnoustrojéw. Dodatkowo komérki
graniczne korzeni zluszczajac sie stanowia
zrédlo celulozy, z ktérej moga korzystaé
bakterie np. z rodzaju Paenibacillus wytwa-
rzajace enzymy celulolityczne (Barlow 2003).

Do tej pory wyizolowano z réznych $ro-
dowisk i opisano wiele przetrwalnikujacych
bakterii z rodzaju Paenibacillus degraduja-
cych celuloze w warunkach in vivo i in vi-
tro, m.in.: P. polymyxa — wczes$niej Bacillus
polymyxa (Fogarty i in. 1973), . favisporus
(Velazquez i in. 2004), P. barcinonensis (San-
chez iin. 2005), P xylanilyticus (Rivas i in.
2005), P curdlanolyticus (Pason i in. 2006),
P. panacisoli (Ten i in. 2007), Paenibacillus
thailandensis, P. septentrionalis, P. nanen-
sis, P montaniterrae (Khianngam i in. 2009),
P. cellulositrophicus (Akaracharanya i in.
20009), P. sacheonensis (Moon i in. 2011).

W ostatnim czasie wzroslo zainteresowa-
nie zdolnos$cia Paenibacillus i Bacillus do
rozkladu celulozy krystalicznej. Gtéwnym
tego powodem jest mozliwos¢ wykorzysta-
nia celulaz syntetyzowanych przez te bakte-
rie w wielu dziedzinach nauki i przemystu
np. w przemysle spozywczym, tekstylnym,
genetyce, medycynie, czy w biotechnologii
(Beukes, Pletschke 2006; Waeonukul i in.
20009).

Celem badan byta izolacja bakterii
z rodzaju Paenibacillus z ryzosfery wy-
branych roélin i ich identyfikacja oraz

oznaczenie zdolnos$ci do syntezy enzymoéow
celulolitycznych.

2. Metody i materiaty

Szczepy bakterii wyizolowano ze strefy ry-
zosferowej wisni, jabloni i truskawki, ktére
nawozono kompostami przygotowanymi na
bazie miatu z wegla brunatnego z dodatkiem
grzybni Basidiomycota (Pleuortus ostreatus,
Lentinus edodes). Rosliny byly hodowane
na poletkach doswiadczalnych zalozonych
w Skierniewicach przez pracownikéow Wy-
dzialowej Stacji Doswiadczalnej. W celu izo-
lacji szczepdw 10 g §wiezych korzeni wraz
z gleba zawieszono w 100 ml soli fizjologicz-
nej (0,85 % NaCl), a nastepnie wytrzasano
przez 20 minut i poddawano pasteryzacji
w temp. 85 °C przez 15 minut. Nastepnie
1 ml zawiesiny wsiewano jalowo do pozywki
Park’a (Vardavakis 1989) z FP (bibuta filtra-
cyjna) i inkubowano w temp. 28°C przez 4 ty-
godnie. W celu izolacji bakterii 28-dniowe
hodowle pasazowano wielokrotnie w po-
zywce Park’a (ciektej lub statej) z dodatkiem
lub bez dodatku ekstraktu drozdzowego.

Wstepna identyfikacje szczepdw przepro-
wadzono na podstawie obserwacji w mi-
kroskopie §wietlnym preparatéw trwalych
komorek bakterii hodowanych na agarze
odzywczym przez 24 godziny w temp. 28°C
oraz sprawdzajac ich zdolno$¢ do syntezy
katalazy. Cechy biochemiczne drobnoustro-
jow z rodzaju Bacillus i Paenibacillus ba-
dano z zastosowaniem testow API ;0 CHB
firmy bioMerieux.

Przynalezno$¢ izolatéw do rodzaju ozna-
czono analizujac sekwencje 16S rRNA ba-
danych bakterii. Do analizy zastosowano
uniwersalne startery 27F i 1401R. Jako ma-
trycy uzyto genomowego DNA wyizo-
lowanego przy uzyciu Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas) z komérek p6z-
nej fazy logarytmicznego wzrostu hodowli
bakterii. Oczyszczony produkt PCR zostal
zsekwencjonowany w Pracowni Sekwen-
cjonowania DNA i Syntezy Oligonukleoty-
déw Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk. Otrzymane sekwencje
nukleotydowe poréwnano z sekwencjami
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Tabela 1. Wyizolowane szczepy

Zidentyfikowane izolaty (numer akcesyjny)

Najbardziej pokrewne szczepy (numer akcesyjny)

Paenibacillus sp. EG_8 (AB903906)

Paenibacillus sp. BXC (JQ904538)

Paenibacillus lautus EG_9 (AB903908)

Paenibacillus sp. Sd-7 (JF508413)

Paenibacillus lautus EG_11 (AB902952)

Paenibacillus lautus MPF 112 (FN677987)

Paenibacillus lautus EG_12 (AB903910)

Paenibacillus sp. H28-08 (AM162307)

Paenibacillus woosongensis EG_15 (AB902951)

Paenibacillus sp. SDCB10 (JN617219)

Paenibacillus sp. EG_17 (AB903911)

Paenibacillus sp. Sd-7 (JF508413)

znajdujacymi sie bazach w GenBanku/
EMBL (European Molecular Biology Labo-
ratory)/DDBJ (DNA Data Bank of Japan)
z wykorzystaniem programu BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool).

Zdolnos$¢ wyizolowanych bakterii do
syntezy celulaz badano w pozywce wg Du-
bos’a (1928) z zastosowaniem dwédch Zré-
del celulozy: paskéw bibuly filtracyjnej
Whatman nr 1 — FP (1x6cm) i 1% roztworu
CMC (karboksymetylocelulza). W tym celu
do pozywki (6 ml) wsiewano 0,5 ml inoku-
lum badanych izolatéw (gestos$¢ 7 w skali
McFarlanda) przygotowanego w roztworze
soli fizjologicznej (0,85% NaCl). Hodowle
zalozono w sze$ciu powtérzeniach dla kaz-
dego izolatu. Badania wstepne przeprowa-
dzono w pozywce Dubos’a z ekstraktem
drozdzowym (0,05%). Produkcje CMCazy
i FPazy mierzono po 14 i 28 dniach ho-
dowli w temp. 28°C, metoda spektrofo-
tometryczna (Ghose 1987). Za jednostke
aktywnosci (U) CMCazy i FPazy przyjeto
ilo$¢ enzymu, ktéra w warunkach do$wiad-
czenia uwalnia ilo$¢ cukréw redukujacych
réwnowazna 1 pmolowi glukozy uwolnionej
w ciggu 1 minuty w warunkach oznaczenia.

Weryfikacje wynikéw badan przeprowa-
dzono z wykorzystaniem jednoczynnikowej
analizy wariancji stosujac program Stat-
graphics plus ver. 4.0. Grupy jednorodne
wyrdzniano testem Fishera przy a=0,0s.

3. Wyniki

Badane izolaty to wzglednie beztlenowe,
przetrwalnikujace bakterie cylindryczne,
Gram+, produkujace katalaze, stad wstep-
nie oznaczono je do rodzaju Bacillus i Pa-
enibacillus, natomiast badania molekularne
wykazaly, ze izolaty naleza do rodzaju Paeni-
bacillus (Tab. 1.).

Badane izolaty asymilowaly D-galak-
toze, D-glukoze, D-fruktoze, D-mannitol,
N-acetyloglukozaming, eskuling, D-celo-
bioze, D-maltoze, skrobie. Natomiast zaden
z izolatéw nie asymilowal: glicerolu, erytry-
tolu, D-arabinozy, L-ksylozy, D-adonitolu,
L-sorbozy, L-ramnozy, dulcytolu, inozy-
tolu, D-sorbitolu, M-a-D-Mannopiranozyd,
D-tagtozy, D-fukozy, L-fukozy, D-arabtiolu,
L-arabitolu, glukonianu potasu, 2-keto-
glukonianu potasu, 5-ketoglukonianu potasu
(Tab. 2.).

Wszystkie izolaty hodowane w pozywce
z dodatkiem CMC wykazaly zblizona pro-
dukcje CMCazy, zaréwno w 14 jak i 28 dniu
hodowli (Tab. 3.). Produkcja FPazy na tym
samym substracie byla najwieksza w ho-
dowli 14-dniowej P. lautus EG_11, Paeni-
bacillus sp. EG_17 i P. woosongensis EG_15
(Tab. 4.). Produkcja FPazy po 28 dniach ho-
dowli na CMC P, lautus EG_12 i Paenibacil-
lus sp. EG_17 byta poréwnywalna i istotnie
wieksza w stosunku do pozostalych szcze-
pow (Tab. 4.).
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Tabela 2. Charakterystyka biochemiczna izolatéw

Numer szczepu Numer szczepu
Lp. E?;?;emiczna Lp. E?Chha i
8 9 1 12 15 17 lochemiczna g 9 19 12 15 17

1 Kontrola - - - - 26 Esukulina + + + o+ 4+ o+
2 Glicerol - - - - 27 Salicyna + -+ o+ 4+ o+
3 Erytrytol S 28 D-celobioza + o+ o+ o+ o+ o+
4 D-arabinoza S 29 D-maltoza + o+ o+ o+ o+ o+
5 Larabinoza S+ o+ o+ o+ 4 30  D-laktoza S+ o+ o+ o+ o+
6 D-ryboza -+ 4+ 4+ o+ 4+ 31 D-melibioza -+ 4+ + o+ o+
7  D-ksyloza -+ o+ o+ o+ - 32 D-sacharoza -+ o+ o+ o+ o+
8  Lksyloza - - - - 33 D-trehaloza + o+ - + o+ o+
9  D-adonitol - - - - 34 Inulina - -+
10 m;ltzlpoi-rgﬁzyd + - - - + 35  D-melesytoza +
11 D-galaktoza + + + o+ o+ o+ 36 D-rafinoza S+ o+ o+ o+ 4
12 D-glukoza + + + 4+ o+ o+ 37 Skrobia + o+ o+ o+ o+ o+
13 D-fruktoza + + + o+ o+ 4+ 38  Glikogen + 4+ - + o+ o+
14 D-mannoza -+ 4+ o+ o+ o+ 39 Ksylitol
15  L-sorboza - - - 40 Gengjobioza + - - . +
16 L-ramnoza - - - - - 4 D-turanoza - - - - +
17 Dulcytol - - - - 42 D-liksoza - - +
18 Inozytol - - - - - - 43 D-agatoza
19 D-Mannitol + + + o+ o+ o+ 44 D-fukoza
20  D-Sorbitol - - - - 45  LHfukoza
2 m;r?opiranozyd 46 D-arabitol
22 g/llzt)g:-if;r?(;zyd + - - 47  Larabitol
23 N»_acetyloglukoza- e e 4+ 4 48 Glukonian

mina potasu
24 Amigdalina + o+ 4+ o+ o+ - 49 Fz)-oktztsougmkoman .
25 Arbutyna S+ -+ 50 Fs)sliziouglukonian }

Sposrod badanych izolatéw tylko Plau- tym substracie oznaczono dla wszystkich
tus EG_11 w hodowli 14 dniowej w pozywce  szczepdw, z wyjatkiem P. lautus EG_og, na-
z FP produkowal enzymy celulolityczne. Po  tomiast CMCazy po 28 dniach inkubacji nie
28 dniach inkubacji produkcje FPazy na
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Tabela 3. Produkcja CMCazy w hodowlach izolatéw (w pozywce Dubos’a z ekstraktem drozdzowym
i zastosowanymi Zrodlami celulozy). Rézne litery w tej samej kolumnie oznaczaja réznice

statystycznie istotne na poziomie a = 0,05.

Karboksymetyloceluloza

Bibuta filtracyjna

Izolaty 14- dzief hodowli  28- dzief hodowli 14- dzied hodowli  28- dzier hodowli
(mU) (mU) (mU) (mU)
Paenibacillus sp. EG_8 10,87 b 1,47 a oa oa
Paenibacillus lautus EG_9 0a 10,73 a oa 1,252
Paenibacillus lautus EG_11 7.4 ab 18,8 70,6 b 79,85 b
Paenibacillus lautus EG_12 6,73ab 12,23 a oa oa
Paenibacillus woosongensis EG_15 9,9b 21134 oa 13,36 a
Paenibacillus sp. EG_17 6,2 ab 16,17 a oa 9.48a
NIR o 05 8,103 19,593 1,69085 34,091

Tabela 4. Produkcja FPazy w hodowlach izolatéw (w pozywce Dubos’a z ekstraktem drozdzowym
i zastosowanymi zrédlami celulozy) . Rézne litery w tej samej kolumnie oznaczaja réznice

statystycznie istotne na poziomie a = 0,05.

Karboksymetyloceluloza

Bibufa filtracyjna

|zolaty 14- dzief hodowli  28- dzier hodowli 14- dzien hodowli 28- dzier hodowli
(mU) (mU) (mU) (mU)
Paenibacillus sp. EG_8 2,632 4,52 0a 1,92 ab
Paenibacillus lautus EG_9 4,5a 4,2a 0a 0a
Paenibacillus lautus EG_11 75,6 ¢ 0a 118,83 b 10,83 ab
Paenibacillus lautus EG_12 11,534 38,5b 0a 1,5ab
Paenibacillus woosongensis EG_15 38,9b 13,33 a oa 0,73 ab
Paenibacillus sp. EG_17 57,55 bc 42,47b 0a 2,95ab
NIRHI05 24,174 20,549 9,861 10,779

syntetyzowaly szczepy P, lautus EG_12 i Pa-
enibacillus sp. EG_ 8 (Tab. 3.).

4. Dyskusja

W literaturze istnieje kilka pozycji opisu-
jacych szczepy Paenibacillus o podobnych
cechach biochemicznych do izolatéw opisa-
nych przez autoréw. Liang i in. (2014) wy-
kazali, ze wyizolowany przez nich szczep
Paenibacillus terrae ME27-1 asymiluje:
fruktoze, eskukline, D-celozbioze, D-mal-
toze, skrobie, natomiast nie wykorzystuje:
glicerolu, erytrolu, D-arabinozy, L-sor-
bozy, L-ramnozy, dulcytoly, inozytolu, D-
sorbitolu, ksylitolu, D-tagatozy, D-fukozy,
D-arabitolu, co koresponduje z cechami
biochemicznymi szczepéw wyizolowanych

przez autoréw. Natomiast zgodno$¢ wyni-
kéw z wyjatkiem szczepu Paenibacillus sp.
EG_8 stwierdzono dla: L-arbinozy, D-ry-
bozy, D-mannozy, D-laktozy, D-melibiozy,
D-rafinozy. Bakterie z rodzaju Bacillus i Pa-
enibacillus badane przez Akaracharanya
(Akaracharanya i in.2014) sa zdolne do wy-
korzystywania takich zwigzkéw jak: eskulina,
D-celobioza, D-maltoza, skrobia, glicerol,
L-sorboza, L-ramnoza, inozytol, d-sorbi-
tol. Ponadto takie same wyniki z wyjatkiem
szczepu Paenibacillus sp. EG_8 otrzyma-
noprzy zwiazkach: L-arabinoza, D-laktoza,
D-melibioza.

Wsréd drobnoustrojéw celulolitycznych
z rodzaju Paenibacillus stwierdza sie zdol-
nos$¢ do hydrolizy celulozy dzieki syntezie
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przez nie kompleksu celulazy, ktéry ztozony
jest z: endoglukanaz, egzoglukanaz i celo-
biazy (Emtiazi i in. 2007). Wigkszos¢ prac
opisujaca bakterie z rodzaju Paenibacillus
dotyczy produkcji endoglukanaz okreslanej
réwniez jako produkcja karboksymetyloce-
lulazy (Akaracharanya i in. 2009; Kumar i
in. 2012). Jednak w ostatnim czasie wieksza
uwage poswieca sie badaniom nad produkcja
celulaz hydrolizujacych regiony krystaliczne
celulozy m.in. awicelazie (Subramaniyan,
Prema 1999; Waeonukul i in. 2009).
Produkcja celulaz w hodowlach badanych
izolatéw zalezata od Zrédta celulozy. Szczepy
hodowane w pozywce mineralnej z dodat-
kiem CMC jako zrédto wegla produkowaly
zblizone ilosci CMCazy oscylujace w gra-
niach o — 21 mU. Podobne wartosci otrzy-
mali Akaracharanya i in. (2014), produkcja
CMCazy wyizolowanych przez nich szcze-
pow Paenibacillus sp. hodowanych z do-
datkiem CMC wynosita od 1 mU do 8 mU.
Natomiast wyzsze aktywnos$ci enzymow ce-
lulolitycznych w hodowlach Paenibacillus
z dodatkiem CMC stwierdzili Emtiazi i in.
(2007). Produkcja CMCazy i FPazy bada-
nych przez nich szczepéw Paenibacillus sp.
E, Paenibacillus sp. H i Paenibacillus sp. SH
oscylowata w granicach od 200 mU do 5000
mU w zaleznosci od czasu trwania hodowli.
Na podtozu z dodatkiem FP najwyzsza pro-
dukcje zaréwno FPazy, jak i CMCazy stwier-
dzono dla szczepu Paenibacillus lautus
EG_11. Zblizone wyniki uzyskali we wcze-
$niejszych badaniach (Goérska i in. 2001).
Wyizolowany przez nich szczep Bacillus
polymyxa (obecnie Paenibacillus polymyxa)
hodowany z dodatkiem FP jako zrédlo celu-
lozy produkowat CMCaze w ilosci 35 mU/
ml. Produkcja CMCazy przez ten szczep jest
zblizona do produkgcji szczepu Paenibacillus
lautus EG_11, ktéra wynosi 23,6 mU. Nieco
wyzsze wartosci syntezy FPazy odnotowali
Sharma i in. (2013) w hodowli R mucilagino-
sus Bs. Badany przez nich szczep hodowany
z dodatkiem odpadéw ligninocelulozowych
z Dandracalamus stritcus wykazal produk-
cje FPazy — 480 mU, a z dodatkiem odpa-
déw z Bobma ceiba — 504 mU, co jest okolo

pieciokrotnie wyzsza aktywnoscia od najlep-
szego szczepu Paenibacillus lautus EG_11 -
118,83 mU.

5. Podsumowanie

Z roku na rok zwieksza sie ilo$¢ odpadéw
ligninocelulozowych, ktére do srodowiska
trafiaja wraz z produktami ubocznymi le-
$nictwa, przemyslu tekstylnego czy rolnic-
twa (Denisiuk 2008). Odpady te ze wzgledu
na ich sktad chemiczny w srodowisku przy-
rodniczym moga ulega¢ rozkladowi trwa-
jacemu niekiedy kilkanascie i wigcej lat
(Bednarski, Respa 2001). W zwiazku z po-
wyzszym coraz wiecej badan prowadzonych
jest nad synteza bakteryjnych i grzybowych
enzymow celulolitycznych i ligninolitycz-
nych, ktére znalaztyby zastosowanie w go-
spodarce czlowieka do utylizacji odpadéw
ligninocelulozowych lub innego wykorzy-
stania. Wyizolowane przez autoréw szczepy
bakterii syntetyzuja CMCazy i FPazy, dla-
tego potencjalnie moga by¢ uzyte do przy-
gotowania preparatu enzymatycznego do
degradacji odpadéw ligninocelulozowych.
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Synthesis of cellulase in the cultures of bacteria Paenibacillus sp.
isolated from the rhizosphere

Summary

From the rhizosphere soil of apple, cherry and strawberry fertilized with composts on the basis of brown coal fine with
the addition of mycelium from Basidiomycota, 6 strains of facultative anaerobic, spore-forming and able to degrade
cellulose bacteria were isolated. On the basis of morphology and 165 rRNA sequences the isolates were classified
into Paenibacillus sp. In the selective media supplemented with filter paper (FP) and carboxymethylcellulose (CMC)
strains, which synthesize cellulolytic enzymes responsible for the hydrolysis of amorphous and crystalline cellulose
were tested. After 14 and 28 days culture in the medium with CMC tested isolates produced similar amounts of
carboxymethylcellulase (CMCase) respectively 0 - 10,87 mU and 10,73 - 21,13 mU. The highest synthesis of
the enzyme, which saccharifying of cellulose (FPase) was found in 14-day culture of P fautus EG_11 - 75,6 mU,
Paenibacillus sp. EG_17 - 57,6 mU and P woosongensis EG_15 - 38,9 mU. In the medium supplemented with FP,
the highest synthesis of the CMCase and FPase reported in cultures of P fautus EG_11, it was respectively 79,85
and 118,83 muU.
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