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WPLYW DITLENKU TYTANU AKTYWOWANEGO SWIATLEM
WIDZIALNYM NA AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA
GRZYBOW PLESNIOWYCH

Badano wplyw ditlenku tytanu aktywowanego swiatlem widzialnym UV-VIS na aktywnos$¢ enzyma-
tyczng grzybow plesniowych. W badaniach wykorzystano szczepy Penicillium chrysogenum (ZUT4,
ZUT6, ZUT10) wyizolowane z powietrza piwnicy budynku mieszkalnego. Podloze CYA wzbogaco-
no dodatkiem 20 g TiO, P-25 (Evonik, Niemcy) na dm® pozywki. W ciagu 6 dni prowadzenia hodow-
li, w temp. 25° C plytki inkubowano w §wietle widzialnym UV-VIS oraz w ciemnos$ci. W drugim,
czwartym i szostym dniu hodowli mierzono $rednicg kolonii, a w széstym dniu hodowli 0znaczano
aktywnos¢ esteraz i katalaz. Dodatek ditlenku tytanu w stezeniu 20 g na dm® podioza byl niewyster-
czajacy do pelnej eliminacji grzybow Penicillium chrysogenum. Spowodowat jednak istotne zaha-
mowanie aktywnosci wydzielanych przez grzyby enzymoéw. Aktywno$¢ esterazy spadta powyzej 51%,
a katalazy 66 % aktywnos$ci wyjsciowej (na podtozu kontrolnym).

1. WSTEP

Zagrzybienie mieszkan oraz budynkéw uzytecznosci publicznej to zjawisko, z ktorym
spotykamy si¢ coraz czgéciej. Niedogrzewanie pomieszczen, niewydajna wentylacja,
btedy konstrukcyjne i projektowe oraz zty dobdr materialow budowlanych to gtéwne
przyczyny pojawiania si¢ grzybow plesniowych w domach [11,12]. Proces usuwania
grzybow oraz ich zarodnikow znajdujacych si¢ w powietrzu jest trudny i dlugotrwaty.
Srodki grzybobéjcze moga wptywaé negatywnie na zdrowie ludzi i zwierzat, dlatego
ich stosowanie jest ograniczone do powierzchni zewnetrznych budynkow [5]. Z tego
powodu poszukuje si¢ skutecznych i bezpiecznych dla otoczenia preparatow o dziala-
niu grzybostatycznym lub grzybobdjczym. Jednym z nich moze by¢ tlenek tytanu
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(IV). Jest to zwiazek, wykorzystywany migdzy innymi jako biaty pigment w produkcji
farb i lakieréw, srodkéw farmaceutycznych, artykutow spozywczych [8]. Dzigki swo-
im wilasciwosciom fotokatalitycznym, ktore uaktywniaja si¢ pod wptywem wzbudze-
nia $wiattem o odpowiedniej czestotliwosci, hamuje on rozwdj bakterii, wirusow
i prionow [2, 9]. Wiasciwosci te, od kilku juz lat, wykorzystywane sg przy tworzeniu
powlok antymikrobiologicznych i materialdow samoczyszczacych.

Celem pracy bylo okres$lenie wptywu ditlenku tytanu P-25 (Evonik, Niemcy) ak-
tywowanego $wiatlem widzialnym UV-VIS na wzrost i aktywno$¢ enzymatyczna
grzyboéw plesniowych. W badaniach wykorzystano grzyby plesniowe z gatunku Peni-
cillium chrysogenum.

2. CZESC DOSWIADCZALNA

W badaniach wykorzystano szczepy grzybow nalezace do gatunku Penicillium
chrysogenum (ZUT4, ZUT6, ZUT10). Grzyby zostaly wyizolowane z powietrza piw-
nicy budynku mieszkalnego. W doswiadczeniach zastosowano metode ptytkowa. Pod-
loze CYA (50 g agaru Czapka, 5 g ekstraktu drozdzowego, 0,01 g ZnSO, 7H,0,
0,005 g CuSO,-5H,0) wzbogacono 20 g-dm™ ditlenku tytanu P-25 (Evonik, Niemcy).
Podloza niewzbogacone w TiO, stanowily kontrole¢ w prowadzonych doswiadcze-
niach. Na pozywki zaszczepiano zawieszone w roztworze soli fizjologicznej zarodniki
grzybow. Do posiewu wykorzystywano zawiesiny o gestosci zarodnikow
10°+10"-cm™. Odpowiadato to wartosci 5 w skali McFarlanda (BIOMERIEUX). Jed-
ng cze$¢ plytek Petriego zaszczepionych grzybami inkubowano w warunkach ciemno-
sci w temperaturze 25°C. Drugg cze$¢ ptytek umieszczono w cieplarce wypOsazonej
w zrédto $wiatta UV-VIS (4 zaréwki halogenowe o mocy 50W, i natezeniu 120W-m?,
A=400-750 nm). W cieplarce utrzymywano temperature 25°C. W drugim, czwartym
i szostym dniu hodowli mierzono $rednice kolonii. Do pomiarow wykorzystywano
licznik automatyczny wraz z oprogramowaniem umozliwiajgcym pomiar $rednicy
kolonii grzybni aCOLyte 7500 (Symbios, USA) z doktadno$cig 0,5 mm. Na  podsta-
wie uzyskanych wynikow obliczano wskaznik dziennego przyrostu promienia kolonii
(mm-dzien™"). W tym celu wykorzystywano réwnanie regresji liniowej:

r=a - t+b @

gdzie: r — promien kolonii (mm); t — czas inkubacji (dzien); a — wskaznik dziennego
przyrostu promienia kolonii; b — wskaznik op6znienia wzrostu (log faza; A).

W szdstym dniu hodowli grzybow Penicillium chrysogenum wykonano pomiary
aktywnoS$ci enzymatycznej. Oznaczenie aktywnosci katalazy wykonano metode opi-
sang przez Brzezinskg i Whodarczyk [1] w modyfikacji wtasnej. Oznaczono ilo$¢ nad-
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tlenku wodoru H,0, nie roztozonego przez katalazg¢ wydzielang przez grzyby. Mia-
reczkowanie przeprowadzono 0,02 M nadmanganianem potasu KMnQO, w $rodowisku
kwasnym (1,5 M H,SO,). Aktywno$é katalazy podawano jako pmol g™ mokrej masy
grzybni (m.m) min™. Oznaczenia catkowitej aktywnosci esteraz przeprowadzono we-
dhlug metody opisanej przez Lestan i in. [6] w modyfikacji wtasnej. Wykorzystano
bezbarwny octan fluoresceiny, ktéry pod wpltywem enzymow wydzielanych przez
grzyby ulegat hydrolizie do fluoresceiny - zwiazku wykazujacego whasciwosci fluory-
zujace. llos¢ fluoresceiny po dwugodzinnej inkubacji w temperaturze 25°C 0znaczano
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 490 nm  (Spektrofotometr Jasco
V-650PC). Aktywno$¢ enzymatyczng grzybow wyznaczano z krzywych kalibracyj-
nych wykonanych dla pozywek kontrolnych i pozywek wzbogaconych ditlenkiem
tytanu (co miato na celu eliminacj¢ btedow zwigzanych z mozliwoscig reakcji pomie-
dzy TiO, ioctanem fluoresceiny). Krzywe wzorcowe wyznaczono dla standardow
zawierajacych 0, 20, 50, 70, 150 pg czystej fluoresceiny. Warto$¢ aktywnosci enzy-
matycznej esteraz podawano w pg fluoresceiny uwolnionej w ciagu godziny (h), prze-
liczonej na gram mokrej biomasy grzybni. Aktywno$¢ enzymatyczng poréwnano
z wynikami otrzymanymi dla grzybéw hodowanych na pozywkach kontrolnych, nie
wzbogaconych w ditlenek tytanu. Wszystkie doswiadczenia wykonano w trzech po-
wtorzeniach. Dokonano analizy statystycznej otrzymanych wynikéw za pomoca pro-
gramu Excel i Statistica, wersja 8,0. Analize istotnosci réznic pomiedzy wzrostem
grzybow na pozywce kontrolnej oraz uzupetnionej ditlenkiem tytanu wykonano te-
stem ANOVA na poziomie istotnosci p<0,05.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Dodatek ditlenku tytanu P-25 w stezeniu 20 g na dm® podtoza, spowodowat zna-
czgce zahamowanie wzrostu grzybni wszystkich badanych szczepdéw Penicillium
chrysogenum, nawet wtedy gdy hodowle prowadzono w ciemno$ci. Najmniejsze
srednie dzienne przyrosty kolonii obserwowano w hodowlach prowadzonych na pod-
tozach wzbogaconych w ditlenek tytanu, ktory aktywowano $wiattem widzialnym.
Wszystkie zmiany $rednich przyrostow kolonii byty istotne statystycznie na poziomie
istotnosci < 0,05 (tabela 1).

Roznice w aktywnosci katalazy wydzielanej przez grzyby Penicillium chrysoge-
num, nalezace do réznych szczepow, ktére rosty na podtozu kontrolnym CYA byly
mate. Swiatto UV-VIS powodowato nieznaczace obnizenie aktywnosci katalazy
u szczepoéw ZUT4 i ZUT6 (rys. 1).
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Tabela 1. Srednie dzienne przyrosty kolonii grzybéw Penicillium chrysogenum uzyskane na podtozach
roznigeych si¢ stezeniem ditlenku tytanu P-25 w hodowlach prowadzonych w ciemnosci
i Swietle UV-VIS; + odchylenie standardowe

Srednie dzienne przyrosty kolonii, mm - dzieh™
Szczep Warunki prowadzenia hodowli
Pozywka B o .
Ciemnos¢ Swiatlo
ZUT4 3,92 +0,24 3,31 +0,41
ZUT6 3,83 +0,21 3,13 +0,01
kontrolna
ZUT10 3,47 +£0,03 3,17 +0,12
b ZUT4 2,83 +£0,72% 2,33 £0,42*
wzbogacona
W'?iO ZUT6 2,36 +0,90* 2,11 £0,05*
2 ZUT10 2,08 +0,30* 1,97 +0,08*

*réznice statystycznie istotne pomigedzy pozywkami kontrolnymi i wzbogaconymi w TiO,
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Rys. 1. Aktywnos¢ katalazy wydzielanej przez grzyby Penicillium chrysogenum, rosnace na pozywkach
kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 20 g - dm >, inkubowanych
w warunkach ciemnosci, w $wietle UV-VIS, *strzatkg zaznaczono réznice statystycznie istotne na pozio-

mie istotnosci p < 0,05, pomiedzy pozywka kontrolng i wzbogacong w20 g - dm > TiO,

W hodowlach prowadzonych w ciemnos$ci, dodatek ditlenku tytanu do podioza
CYA spowodowat istotne obnizenie aktywno$ci wydzielanej przez grzyby katalazy.
Wynosito ono od 22,50% — 58,33% (Rys. 1). Aktywacja ditlenku tytanu $wiatlem
UV-VIS spowodowata dalszy spadek aktywnosci katalazy. Srednio wynidst on
65,78%. Wszystkie obserwowane réznice pomigdzy aktywnoscia enzymow widzial-
nych przez grzyby rosnace na podtozach kontrolnych i wzbogaconych w ditlenek ty-
tanu byly istotne statystycznie.

Grzyby Penicillium chrysogenum rosnace na podtozu kontrolnym CYA réznity si¢
aktywnos$cig wydzielanych esteraz. Najwigksza aktywno$cig charakteryzowal sie¢
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szczep ZUT10. Podobnie jak w przypadku katalaz $wiatto miato wptyw na obnizenie
aktywnos$ci enzymatycznej grzybow (rys. 2).
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Rys. 2. Aktywnos¢ esteraz wydzielanych przez grzyby Penicillium chrysogenum, rosngce na pozywkach
kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 20g-dm >, inkubowanych
w warunkach ciemnosci, w $wietle UV-VIS, *strzalkg zaznaczono réznice statystycznie istotne na pozio-
mie istotnosci p < 0,05, pomiedzy pozywka kontrolna i wzbogacona w 20g-dm™ TiO,

Dodatek do pozywki 20 g ditlenku tytanu P-25 spowodowat zahamowanie aktyw-
nosci esteraz wydzielanych przez wszystkie badane szczepy grzybow. Wynosit on
25,0% — 51,81%. Odmiennie niz w przypadku katalazy dodatkowa aktywacja ditlenku
tytanu $wiatlem UV-VIS nie spowodowata istotnych zmian w aktywnos$ci esteraz
widzialnych przez Penicillium chrysogenum (rys. 2).

Badania nad wptywem ditlenku tytanu aktywowanego S$wiattem prowadzono
z wykorzystaniem trzech szczepdéw Penicillium chrysogenum. Wszystkie badane
grzyby wyizolowano z powietrza. Stwierdzono, ze badane szczepy nie réznily si¢
znacznie w reakcji na §wiatto UV-VIS oraz dodatek ditlenek tytanu w hodowlach
prowadzonych na podtozu CYA. Uzyskane wyniki wskazuja, ze gatunek Penicillium
chrysogenum, podobnie jak inne gatunki grzybow plesniowych jest wrazliwy na $wia-
tlo UV-VIS. Moze ono powodowa¢ inhibicj¢ zaréwno przyrostow kolonii jak
i aktywnos$ci enzymow wydzielanych przez grzyby.

Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem UV
opisano juz w 1985 roku. Za pomocg fotokatalizatora immobilizowanego na katodzie
usuni¢to z wody komorki bakterii Escherichia coli oraz drozdzy Saccharomyces ce-
revisiae [10]. Dalsze badania pozwolilty stwierdzi¢, ze czynnikiem destruktywnym sg
gtdwnie rodniki hydroksylowe OHe, tworzace si¢ w czasie reakcji fotokatalitycznych
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indukowanych na czasteczce ditlenku tytanu. Reakcje te moga rowniez zachodzi¢
wewnatrz komorek grzybow, gdy nanoczasteczki ditlenku tytanu przedostang si¢ do
ich wnetrza [4]. Moga tym samym wptywacé na funkcjonowanie systeméw enzyma-
tycznych.

Esterazy (EC 3.1) to ogdlne okreslenie enzyméw z grupy hydrolaz rozktadajgcych
wigzania estrowe w czasteczkach thuszczow z udziatem wody. Sa enzymami niespecy-
ficznymi substratowo, wydzielanymi zewnatrzkomorkowo [7]. Katalaza (EC 1.11.1.6)
to enzym z grupy oksyreduktaz, ktory katalizuje proces rozktadu nadtlenku wodoru do
wody i tlenu [1]. Biatkowy charakter enzyméw powoduje, Zze reagujg one szybko
i wyraznie na rozne czynniki $rodowiskowe, zard6wno naturalne, jak wprowadzone
sztucznie. Z tego powodu okreslenie aktywnosci enzymatycznej np. esteraz lub kata-
lazy lub moze by¢ dobrym wskaznikiem ogoélnej zywotnosci grzybow plesniowych
oraz oddzialywania na nie takich zwigzkéw jak: tlenki metali lub biocydy. Potwier-
dzaja to rowniez wyniki badan uzyskane przez Gilhama i Lehnera [3].

Dodatek ditlenku tytanu P-25 w stezeniu 20 g/ dm® podtoza CYA, nie doprowadzit
do eliminacji grzybow Penicillium chrysogenum, nawet wowczas gdy prowadzono
jego aktywacje swiattem. Wywotat jednak znaczace ostabienie aktywnosci zyciowej
grzyboéw i spadek aktywnosci enzymow. Jesli wezmiemy pod uwage fakt, ze wiek-
szos$¢ grzybow plesniowych jest odporna na wigkszo$¢ stosowanych czynnikéw che-
micznych i fizycznych, to uzyskane wyniki mozna uzna¢ za zadowalajace.

Badania wykonano z projektu MNiSW Nr 802/N-JAPONIA/2010/0
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INFLUENCE OF INDOOR LIGHT ACTIVATED TITANIUM DIOXIDE ON ENZYMATIC
ACTIVITY OF PENICILLIUM CHRYSOGENUM

The influence of visible light activated titanium dioxide (P-25) on enzymatic activity of three strains
Penicillium chrysogenum was investigated. The agar plate method was used and 20 g of P-25 (from
Evonic factory, Germany) on each media litter were added. One part of the plates was incubated in the
dark, while another part was everyday exposed to natural visible light. The plates were incubated at 25 °C
for 6 days. Colony diameters were measured after 2, 4 and 6 days. Esterase’s and catalase activity was
determined. The study has revealed that the concentration of 20 g TiO, dm™ is not sufficient for elimina-
tion of Penicillium chrysogenum. The results indicates significant inhibitory influence of titanium dioxide
on enzymatic activity. In comparison with controls, addition of titanium dioxide to CYA media resulted
in 51% decreases of esterase’s activity and 66% decrease of catalase activity.



