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IZOLACJA PROTOPLASTOW Z TRICHODERMA REESEI M-7 PRZY
UZYCIU ENZYMOW LITYCZNYCH Z TRICHODERMA VIRIDE F-19

Streszczenie

Wysokie ceny handlowych preparatéw enzymoéw litycznych zmuszaja do opracowywania nowych me-
tod izolacji protoplastéw z komorek grzybow strzepkowych i drozdzy. Celem pracy byto zbadanie wply-
wu filtratu pohodowlanego Trichoderma viride F-19 na stopief tworzenia protoplastow Trichoderma
reesei M-7 w poré6wnaniu z preparatami handlowymi enzymoéw litycznych. Wydajnosci protoplastyzacji
po zastosowaniu filtratu pohodowlanego T.viride F-19 i Enzymow litycznych z Cyrophaga bylty porow-
nywalne. Liczby otrzymanych protoplastow po inkubacji mycelium z preparatem Lyticasa byly nizsze.
Pomimo wyzszej wydajnosci protoplastyzacji, protoplasty otrzymane w wyniku dzialania cieczy poho-
dowlanej 7. viride F-19 i Enzymow litycznych z Cytophaga wykazywaly mniejsza zdolno$¢ do regenera-
cji niz po zastosowaniu preparatu Lyticasa.

Wstep

Badania nad otrzymywaniem protoplastow 1 sferoplastow z komdrek grzybow
strzgpkowych i drozdzy prowadzone sa od wielu lat. Protoplasty komorek, pozbawione
sciany komorkowej oraz sferoplasty, z czgSciowo zniszczong §ciang, wykorzystywane
sa do izolacji poszczegdlnych frakcji komérkowych, do badan dotyczacych przepusz-
czalno$ci Sciany komoérkowej, opornosci na czynniki zewngtrzne, sekrecji enzymow i
biosyntezy $ciany komorkowej [11]. Izolacja protoplastéw zdolnych do regeneracji
jest niezbgdnym etapem doskonalenia szczepoéw, na drodze manipulacji genetycznych
1 fuzji protoplastéw [1, 8, 9]. Znaczenie protoplastow w badaniach naukowych zmusza
do ciaglych poszukiwan optymalnych warunkow procesu protoplastyzacji i regeneracji
protoplastow. Metody otrzymywania protoplastow z grzybow strzepkowych i drozdzy
mozemy podzieli¢ na trzy gléwne grupy [11]:
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e Metody mechaniczne i z zastosowaniem enzymow autolitycznych, zwigzanych z
protoplazma komorek podlegajacych protoplastyzacji.

¢ Metody polegajace na indukowaniu zmian metabolizmu komérek, prowadzacych
do zahamowania biosyntezy $ciany komorkowe;.

s Metody z uzyciem specyficznych enzymdéw, majacych zdolnosé¢ rozkladania
sktadnikow $cian komdrkowych (chitynaz, B-glukanaz i innych).

Najczesciej stosowane sa metody wykorzystujace enzymy lityczne produkowane
przez grzyby strzepkowe, drozdze, bakterie czy §limaki. Istnieje wiele preparatow
handlowych tych enzymow np. Novozyme 234 (Novo Enzyme Products Ltd. Dania),
Funcelase (Yakult Pharmaceutical IND Co. Ltd. Japonia), Lytic enzymes from 7richo-
derma harzianum, Lyticase — Sigma Chemical Co., USA). Jednak wysoka cena czgsto
ogranicza ich szersze zastosowanie.

Celem pracy byto zbadanie wptywu filtratu pohodowlanego Trichoderma viride
F-19, zawierajacego enzymy lityczne, na stopien tworzenia protoplastow T. reesei
M-7, w poréwnaniu z preparatami handlowymi: Enzyméw litycznych z Cytophaga
(Merck, Niemcy) i Lyticase (Sigma Chemical Co. USA). Poszukiwano rowniez opty-
malnych warunkéw protoplastyzacji. Okreslono takze zdolno§¢ do regeneracji proto-
plastow, otrzymanych w wyniku dzialania ww. preparatow litycznych w réznych wa-
runkach reakgcji.

Materialy i metody badan

Mikroorganizmy

Szczep Trichoderma viride F-19, o zwigkszonych uzdolnieniach do produkcji en-
zymow litycznych, pochodzil z kolekcji Katedry Technologii Przemystu Rolno-
Spozywczego 1 Przechowalnictwa [10]. Szczep Trichoderma reesei M-7, otrzymany w
wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV Trichoderma reesei QM 9414, w Kate-
drze Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa, charakteryzo-
wat sie podwyzszeniem produkcji enzymoéw celulolitycznych i ksylanolitycznych [2].
Szczepy przechowywano na skosach brzeczkowych w temperaturze 2°C, okresowo je
przeszczepiajac.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznych

Do oznaczania aktywnosci enzymatycznej chitynaz uzywano chityny koloidalne;.
Do 0,5 cm’ roztworu koloidalnego chityny o st¢zeniu 0,5%, w 0,1M buforze octano-
wym o pH = 4,8 dodawano 0,5 cm® cieczy pohodowlanej. Mieszaning reakcyjna inku-
bowano w temperaturze 50°C przez godzine. Uwolnione w warunkach reakcji cukry
redukujace oznaczano metoda kolorymetryczna, uzywajac odczynnika zawierajacego
kwas 3,5-dinitrosalicylowy, mierzac ekstynkcjg¢ proby badanej przy 550 nm wobec
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préby odczynnikowej. Za jednostkg aktywnoéci przyjgto ilos¢ uwolnionych substancji
redukujacych w nmolach/cm® filtratu pohodowlanego x minuta. W celu oznaczenia
aktywno$ci B-1,3-glukanazy sporzadzono 1% roztwér laminaryny w 0,1M buforze
octanowym o pH = 4,8. Do odmierzonej objetosci 0,9 cm’ roztworu laminaryny doda-
wano 0,1 cm’ odpowiednio rozcieficzonego filtratu pohodowlanego. Mieszaning reak-
cyjng inkubowano w temperaturze 50°C przez 30 min. Ilo§¢ uwolnionych cukrow re-
dukujacych oznaczano metoda kolorymetryczng przy uzyciu odczynnika zawierajace-
go kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS), po pomiarze absorpcji proby wobec kontroli
odczynnikowej. Za jednostke aktywnosci B-1,3-glukanazy przyjgto taka ilos¢ enzymu,
ktéra uwalnia 1 umol glukozy w czasie minuty, w warunkach reakcji.

Do oznaczania aktywno§$ci proteolitycznej przygotowywano roztwor zawierajacy
100 mg azokazeiny w 10 cm® 0,1M buforu octanowego o pH = 4,8 i dodawano krople
2-merkaptoetanolu. Do 0,9 cm® tak przygotowanego roztworu dodawano 1,35 cm’
filtratu pohodowlanego i inkubowano w temperaturze 50°C przez 30 min. Po tym cza-
sie reakcje przerywano, dodajac do objgtosci reakcyjnej 2,25 cm’ 5% kwasu trichloro-
octowego, a nastgpnie wirowano przez 10 min. Ekstynkcje cieczy nadosadowej odczy-
tywano dla A = 366 nm wobec kontroli odczynnikowej. Za jednostkg aktywnos$ci pro-
teolitycznej przyjeto zmiang ekstynkcji mieszaniny reakcyjnej, mierzonej w spektrofo-
tometrze ,,Specol”, w ciagu minuty, na cm’ filtratu pohodowlanego.

Zawartos¢ biatka w filtratach pohodowlanych oznaczano metoda Lowry’ego [5].

Zawartos¢ cukréow redukujacych oznaczano metoda z kwasem 3,5-dwunitro-
salicylowym wg Miller 1959 [7].

Warunki hodowli

Do produkcji enzymoéw litycznych uzywano szczep T. viride F-19. Hodowle
prowadzono w fermentorze Biomer o objetosci 1,5 dm?®, z pelna regulacja pH, tempe-
ratury, napowietrzania i mieszania. Temperatura hodowli wynosita 25°C, a pH 5,0.
Sktad podioza hodowlanego wg Mandels’a i Weber’a [6] byt nastepujacy [g/dm’]:
KH,PO, (2,0), MgS04 (0,3), (NH4),SO,4 (1,4), CaCl, (0,3), Tween 80 (1,0), ekstrakt
drozdzowy (1,0), roztwér mikroelementow 0,5 cm’/dm® zawierajacy: FeSOs7H,O
5 g/dm’ MnSO,-H,0 1,96 g/dm’, ZnCl, 1,66 g/dm’, CoCl, 2 g/dm’. Jako zrédio wegla
uzywano glukozg — 50 g/dm’ oraz grzybnig T. reesei M-7 otrzymana po hodowli na
laktozie.

Do protoplastyzacji uzywano szczep ITrichoderma reesei M-7. Hodowle grzyba
prowadzono w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 500 ml, wypetnionych 100 ml po-
7zywki hodowlanej, w wytrzasarce rotacyjnej o 220 obr/min, w temperaturze 28°C.
Sklad pozywki by! taki sam jak w przypadku hodowli szczepu F-19, tylko jako zrédto
wegla uzywano glukoze o stezeniu 0,5%. Pozywke szczepiono grzybnia, w ilosci
znajdujacej sig na 0,5 cm® powierzchni skosu brzeczkowego. Hodowle prowadzono
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przez 72 godziny. Nastepnie grzybnie filtrowano przez jalowa gaze w celu oddziclenia
Jej zbitych fragmentoéw. Uzyskany przesacz odwirowywano przy 8000 obr/min przez 5
min, a otrzymane komorki grzybni zawieszano w wodzic destylowane;.

Protoplastyzacja

Przygotowane komorki T. reesei M-7 poddawano dziataniu enzymow litycznych
w celu pozbawienia ich $ciany komoérkowej. Zastosowano nastgpujace preparaty: ciecz
pohodowlang 7. viride F-19 — 1 cm’ preparatu na 1 cm® zawiesiny komoérkowej 7.
reesei M-7 (zawarto$¢ biatka 2 mg/cm®) oraz preparaty handlowe: Enzymy lityczne z
Cytophaga (Merck) 5 cm’ preparatu/cm® (zawarto$é biatka 1 mg/em®) i Lyticasa (Sig-
ma) 5 mg/cm’ (zawarto$é biatka 0,9 mg/cm®). Doéwiadczenia prowadzono w zbuforo-
wanym srodowisku: 0,1 M bufor fosforanowy oraz 0,1 M bufor maleinowy o pH 5,5,
w obecnosci nastgpujacych stabilizatorow osmotycznych: MgS0O,, KCI i mannitol w
stezeniu 1,2 M. Komorki grzybni w ilo$ci odpowiadajacej okoto 100 mg suchej masy
grzybni zawieszano w odpowiednim buforze z dodatkiem enzyméw litycznych. Mie-
szaniny reakcyjne inkubowano w wytrzasarce przy 100 obr/min, w temperaturze 30°C,
przez 2 godziny. Protoplasty liczono za pomoca hemocytometru Thoma, okreslajac
iloé¢ sprotoplastyzowanych komérek w cm® hodowli wyjsciowe;.

Regeneracja

Uzyskang po inkubacji zawiesing protoplastow filtrowano przez filtr szklany
3G1. Filtrat wirowano 10 minut przy 6000 obr./min, a otrzymany osad zawieszano w
0,05 M buforze maleinowym o pH 5,8, z dodatkiem 0,6 M mannitolu jako stabilizatora
osmotycznego. Zdolno$¢ do regeneracji badano na plytkach Petriego, na podlozu re-
generacyjnym o nastgpujacym skladzie: 0,1% pepton sojowy, 0,1% KH,PO,, 0,03%
MgSO, x 7 H,0, 0,05% ekstrakt drozdzowy, 0,06 M sacharoza i 0,7% 1 2% agar. Od-
powiednio rozcieficzong zawiesing protoplastdw mieszano z pozywka regeneracyjng
(0,7% agar), a nastepnie wylewano na plytki Petriego z tym samym podlozem (2%
agar). Hodowle inkubowano w 30°C do momentu pojawienia si¢ widocznych kolonii
T. reesei M-7 na ptytkach. Zdolno$¢ do regeneracji obliczano jako % protoplastow
zregenerowanych, w stosunku do liczby protoplastow otrzymanych z 1 cm® hodowli.

Wiyniki i dyskusja

W wyniku przeprowadzonej protoplastyzacji uzyskano liczbg protoplastow rzedu
10°-107 komérek na cm’ hodowli. W przypadku stosowania preparatu litycznego z T.
viride F-19 najlepsze wyniki otrzymano po zastosowaniu buforu maleinowego lub
fosforanowego oraz mannitolu jako stabilizatora osmotycznego, odpowiednio 9,12-10
14,48-107,
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Do protoplastyzacji wykorzystano filtrat z 6. doby hodowli grzyba. Pomimo, Ze
aktywnosc¢ chitynaz i B-1,3-glukanaz nie byla najwyzsza w tym okresie hodowli, row-
niez aktywno$é enzymow proteolitycznych, majacych niekorzystny wplyw na proces
protoplastyzacji, nie osiagngta wartosci maksymalnej (tab. 1).

Tabela l

Produkcja chitynaz, -1,3-glukanaz i proteaz podczas hodowli Trichoderma viride F-19, w obecnosci
glukozy i grzybni Trichoderma reesei M-7 jako zrodet wegla.

Production of chitinases, B-1,3-glucanases and proteases during cultivation of Trichoderma viride F-19 in
the presence of glucose and bot spown of Trichoderma reesei M-7 as the carbon source.

Aktywnosci enzymatyczne filtratéw pohodowlanych
Czas hodowli [dni] : Enzymatic activities of culture filtrates

Time of cultivation [days] Chl.t}.lnaza B-1.3-glukanaza Proteaza
Chitinase B-1.3-glucanase Protease
[nmol/cm®min] [umol/cm’ min] [Ulem®]

1 10,41 1,15 3,18

2 23,67 2,17 5,94

3 27,62 2,14 7,79

4 39,43 6,34 8,15

5 46,78 8,34 8,02

6 61,9 13,23 9,59

7 64,12 14,16 15,07

3 68,23 15,16 14,78

9 73,34 14,12 17,65

10 76,23 12,56 16,64

W przypadku Enzymow litycznych z Cytophaga najwigksza liczebnoé¢ protopla-
stdw otrzymano w wyniku inkubacji komérek w buforze maleinowym z mannitolem
(4,14-10") oraz w buforze fosforanowym z MgSO, (4,6-107). Najnizsza wydajnosc
protoplastyzacji zaobserwowano w wyniku dziatania preparatu Lyticasa. Najlepszy
efekt w przypadku tego preparatu uzyskano stosujac bufor fosforanowy lub maleinowy
z dodatkiem mannitolu (odpowiednio 1,23-107 i 9,6-10° komorek sprotoplastyzowa-
nych/ml zawiesiny hodowlanej). Efekt dziatania filtratu pohodowlanego T. viride byt
pordwnywalny z efektem dzialania Enzymoéw litycznych z Cytophaga (tab. 2).

Sposrod stosowanych stabilizatoréw osmotycznych najlepszy okazat si¢ mannitol
1to zaréwno w buforze maleinowym, jak i fosforanowym. Najnizsze wyniki uzyskano
po uzyciu KCl. Oba bufory okazaly si¢ dobrym $rodowiskiem dzialania enzymow
litycznych .

Pomimo wyzszej wydajnosci protoplastyzacji, protoplasty otrzymane w wyniku
dzialania cieczy pohodowlanej Trichoderma viride F-19 i preparatu handlowego En-
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zymow litycznych z Cytophaga wykazywaly mniejsza zdolno$é do regeneracji niz po
zastosowaniu preparatu Lyticasa. W przypadku filtratu pohodowlanego Trichoderma
viride jest to zwigzane prawdopodobnie z wysoka aktywnoscia enzymow proteolitycz-
nych, ktdre niszczac czgéciowo blong cytoplazmatyczng uniemozliwiajg odtworzenie
wyjSciowej struktury komorki. Najnizsza, 15,3% zdolno$¢ do regeneracji protopla-
stéw, otrzymanych pod wplywem preparatu Lyticasa, zanotowano w obecnoSci siar-
czanu magnezowego(VI]) jako stabilizatora osmotycznego w buforze maleinowym.
Maksymalne wydajnosci regeneracji protoplastow otrzymanych pod wpltywem filtratu
pohodowlanego Trichoderma viride F-19 i preparatu Enzyméw litycznych z Cytopha-
ga wynosilty odpowiednio 3,5% (bufor fosforanowy, KCl) i 3,3% (bufor maleinowy,
KCl). WydajnoSci regeneracji przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2

Whplyw zastosowanego preparatu enzymow litycznych 1 warunkow reakeji na protoplastyzacje i regenera-
cjg protoplastéw grzyba T. reesei M-7.

Effect of lytic enzymes preparations and conditions of reaction on yield of protoplasting and regeneration
frequency of protoplasts from Trichoderma reesei M-7.

Srodowisko reakcji I‘;/lif:? E;Z?;’t Wydajno§é
(bufor i sta.b.ilizator osmc.)tyczny) . Preparat lityczny Number of proto- regeneracji.[%]
Conditions of .reactl(?n. Lytic enzymes preparation plasts in 1 cm’® of Regeneration

(buffer and osmotic stabilizer) culture medium frequency [%]
b. maleinowy, mannitol 9,12:10 0,015

b. maleinowy, KC] filtrat pohodowlany 1,44-107 0,08

b. maleinowy,MgSO, Trichoderma viride F-19 3,04-107 0,23

b. fosforanowy, mannitol culture filtrate of Tricho- 4,48-10’ 0,9

b. fosforanowy, KCl derma viride F-19 1,72-107 3.5

b. fosforanowy,MgSO, 3,0-107 0,2

b. maleinowy, mannitol 4,14-10" 0,05

b. maleinowy, KCI Enzymy lityczne 2,410° 3,3

b. maleinowy,MgSO, z Cytophaga 1,86-10 32

b. fosforanowy, mannitol Lytic Enzymes from Cy- 1,98-107 0,2

b. fosforanowy, KCl tophaga 5.8-10° 0,7

b. fosforanowy,MgSO, 4,6-107 0,08

b. maleinowy, mannitol 9,6-10° 4,16

b. maleinowy,KCl 6,15-10° 0,16

b. maleinowy,MgSO, Lyticasa 3,9-10° 15,3

b. fosforanowy, mannitol Lyticase 1,23-10 0,65

b. fosforanowy, KCI 5,85-10° 6,8

b. fosforanowy,MgSO, 5,1-10° 0,27
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Przedstawione wyniki sa pordwnywalne z uzyskanymi przez innych badaczy. Ki-
tamoto [3] badajac wplyw enzymow litycznych na protoplastyzacje komoérek 30 ga-
tunkow grzybow uzyskat wydajnosci w zakresie od 4-10% do 1,6-10% protoplastéw z
cm® hodowli. Znacznie wyzsza byta natomiast zdolno$¢ do regeneracji otrzymanych
protoplastow, szczegolnie po zastosowaniu preparatow enzymatycznych o obnizonej
zawartosci proteaz. Podobne tendencje zaobserwowano podczas badan nad protopla-
styzacja komorek T. reesei przy uzyciu preparatdw handlowych enzymoéw litycznych:
Novozyme i Funcelase w obecnosci 0,7 M KCl1 i 0,6 M sacharozy jako stabilizatoréw
osmotycznych. Zdolno§é do regeneracji w tych warunkach procesu wynosita az od
38,11 do 51,77% [4].

Whnioski

1. Wrydajnosci protoplastyzacji komoérek Trichoderma reesei M-7, po zastosowaniu
filtratu pohodowlanego Trichoderma viride F-19 i preparatu Enzymow litycznych
z Cytophaga, byty porbwnywalne 1 wyzsze od uzyskanych w obecnoéci preparatu
Lyticasa.

2. Protoplasty otrzymane w wyniku dzialania cieczy pohodowlanej Trichoderma
viride F-19 1 preparatu Enzymoéw litycznych z Cytophaga wykazywaty mniejsza
zdolno$¢ do regeneracji niz po zastosowaniu preparatu Lyticasa.

3. W przypadku filtratu Trichoderma viride powyzszy efekt byt prawdopodobnie
zwigzany z wysoka aktywnoscia enzyméw proteolitycznych zawartych w tym
preparacie.

4. Dalsze prace powinny koncentrowac si¢ na opracowaniu metod usuwania proteaz
z filtratéw pohodowlanych grzybdéw z rodzaju Trichoderma oraz doborze szcze-
péw 1 warunkow hodowli, aby otrzymywaé preparaty lityczne o wysokich aktyw-
noSciach B-glukanaz i chitynaz, a maksymalnie niskich enzyméw proteolitycz-
nych.
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ISOLATION OF PROTOPLASTS FROM TRICHODERMA REESEI M-7 BY THE USE
OF LYTIC ENZYMES FROM FRICHODERMA VIRIDE F-19

Summary

High costs of commercially available lytic enzymes oblige to searching for new methods of isolation
of protoplasts from filamentous fungi and yeast cells. The aim of work was the effect of the culture filtrate
from Trichoderma viride F-19 on the protoplasts formation of Trichoderma reesei M-7 in comparison
with commercially available preparations of cell-wall lytic enzymes. The yields of protoplasts obtained
with culture filtrates of Trichoderma viride F-19 and Lytic Enzymes from Cytophage were comparable.
Less number of protoplasts has been estimated after incubation of cells with Lyticase. In spite of higher
yield of protoplasting, protoplasts derived from culture filtrates of Trichoderma viride F-19 and Lytic
Enzymes from Cytophage gave a worse regeneration frequency then Lyticase — derived protoplasts.



