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BIOSYNTEZA BETA-GLUKANAZ PRZEZ MUTANTY
TRICHODERMA REESEI PODCZAS HODOWLI OKRESOWYCH

Streszczenie

Cztery mutanty T. reesei byly testowane pod katem produkcji beta-glukanaz podczas hodowli okreso-
wych w obecnosci roéznych zrédet wegla. Nadproducent enzyméw autolitycznych Trichoderma viride F-
19 zostat uzyty jako mutant pordéwnawczy. Najwyzsze aktywnosci beta-glukanaz oznaczono w filtratach
otrzymanych po hodowlach T. viride F-19 i T. reesei VTT-D-78085 na pozywkach zawierajacych 1%
mieszaniny glukanu i chityny w stosunku 1:1. Stwierdzono wysokie aktywnosci proteolityczne filtratow
podczas hodowli mutantébw w obecnodci 1% glukanu, ktére byly zwiazane z zanieczyszczeniem tego
substratu substancjami bialkowymi, dziatajacymi indukcyjnie na produkcje tych enzyméw. Beta - gluka-
nazy produkowane przez T. reesei M-7 byly odporne na glukozowa represje kataboliczna.

Wstep

Regulacja produkcji, mechanizm dzialania oraz oczyszczanie enzymow pocho-
dzenia grzybowego zdolnych do rozkladania niecelulozowych beta-glukandéw jest
przedmiotem wielu prac badawczych od poczatku lat 60 XX w. Wynika to nie tylko z
szerokich mozliwosci ich zastosowania w przemysle, ale takze z funkcji fizjologicz-
nych jakie spelniaja beta-glukanazy w cyklu zyciowym grzybow. Wyniki badan opu-
blikowanych w pierwszych pracach Reese i Mandels [14, 15] wskazywaly na konsty-
tutywny sposéb produkceji tych enzymoéw u grzybow. Obecnie wiadomo ze podlegaja
one regulacji przez indukcj¢ i represj¢ kataboliczng [13]. Zaobserwowano réwniez
mozliwos¢ zréznicowania sposobow regulacji u gatunkdéw grzybow nalezacych do
jednego rodzaju, a nawet u poszczegélnych izoenzyméw; na przyklad 1,3-beta-
glukanaza Trichoderma longibrachiatum podlega represji katabolicznej [20], a ten sam
enzym produkowany przez I. harzianum i T. viride jest odpowiednio indukcyjny i
konstytutywny [1, 2]. Naturalnym induktorem produkcji beta—glukanaz jest beta—
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glukan oraz di- i trimeryczne produkty jego hydrolizy [18]. Mniej specyficzna i wol-
niejsza indukcjg tego enzymu powoduja rowniez cale §ciany komoérkowe grzybow.
Podczas hodowli, maksymalne wydzielanie beta-glukanaz do podioza ma miejsce po
wykorzystaniu zrodia wegla 1 rozpoczegciu procesow autolitycznych [13]. W warun-
kach naturalnych zjawisko podwyzszonej produkcji beta-glukanaz zaobserwowano
podczas przejscia grzyba z fazy wzrostu do sporulacji [1]. Wigkszos¢ beta-glukanaz
grzybow strzgpkowych podlega represji katabolicznej, objawiajacej sig zahamowa-
niem ich produkcji w obecno$ci tatwo przyswajalnego zrodta wggla w podtozu [13].
Podobnie jak w przypadku celulaz, proces ten jest niezalezny od poziomu cyklicznego
AMP (cAMP) w komérkach Trichoderma. Badania prowadzone przy uzyciu inhibito-
row biosyntezy biatka i RNA przez Santos i wsp. [16] udowodnity hamujacy efekt
glukozy na poziomie przedtranslacyjnym.

Duze zainteresowanie budzi morfogenetyczna funkcja beta-glukanaz grzybo-
wych. Enzymy te wraz z chitynazami powoduja zmiany struktury i sktadu $ciany ko-
morkowej podczas procesu wzrostu komorek, paczkowania i1 sporulacji. Ich dziatanie
polega m.in. na tworzeniu w obrgbie $ciany wolnych przestrzeni dla nowo syntetyzo-
wanych polimerow. Brak defektywnych mutantéw w zakresie produkcji beta-glukanaz
utrudnia niestety dokladne poznanie tych procesow [13].

Celem pracy bylo okreslenie i pordwnanie warunkow biosyntezy beta-glukanaz
przez wybrane mutanty 7. reesei. Porownanie to dotyczylo hodowli prowadzonych w
systemie okresowym na podtozach z dodatkiem réznych zrodet wegla. Mutantem refe-
rencyjnym zastosowanym w pracy byl uznany producent enzymow autolitycznych
Trichoderma viride F-19. Zbadano réwniez aktywnosci proteaz w filtratach pohodow-
lanych mutantow.

Materialy i metody badan

Mikroorganizmy: Mutant Trichoderma viride F-19, o zwigkszonych uzdolnie-
niach do produkcji enzymow litycznych, pochodzit z Kolekcji Katedry Technologii
Przemyshu Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa [21]. Mutant Trichoderma reesei
M-7, otrzymany w wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV Trichoderma reesei
QM 9414 w Katedrze Technologii Przemyshu Rolno-Spozywczego i Przechowalnic-
twa, charakteryzowat si¢ zwigkszona produkcja enzymow celulolitycznych i ksylanoli-
tycznych [6]. Mutanty Trichoderma reesei o symbolach: RUT C-30, VTT-D-78085,
VTT-D-79125 pochodzily z VTT-Collection of Industrial Microorganism Technical
Research Centre (Helsinki, Finlandia). Mutanty przechowywano na skosach brzecz-
kowych w temperaturze 2°C, okresowo je przeszczepiajac.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznych: W celu oznaczenia aktywnosci be-
ta-1,3-glukanazy sporzadzono 1% roztwoér laminaryny w 0,1M buforze octanowym o
pH = 4,8. Do odmierzonej objetosci 0,9 cm® roztworu laminaryny (Sigma) dodawano
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0,1 cm® odpowiednio rozcienczonego filtratu pohodowlanego. Mieszaning reakcyjna
inkubowano w temperaturze 50°C przez 30 min. Ilo§¢ uwolnionych cukréw redukuja-
cych oznaczano metoda kolorymetryczng przy uzycin odczynnika zawierajacego kwas
3,5-dwunitrosalicylowy (DNS) po pomiarze absorpcji proby wobec kontroli odczynni-
kowej. Za jednostkg aktywnosci beta-1,3-glukanazy przyjgto taka ilo$¢ enzymu, ktéra
uwalnia 1 umol glukozy w czasie 1 min w warunkach reakcji [21].

Oznaczenia aktywnosci proteolitycznej przeprowadzano wg metodyki opisanej
przez Lovriena i wsp.[10]. Przygotowywano roztwor zawierajacy 100 mg azokazeiny
(Sigma) w10 cm® 0,IM buforu octanowego o pH=4,8 i dodawano krople 2-
merkaptoetanolu. Do 0,9 cm® tak przygotowanego roztworu dodawano 1,35 cm’ filtra-
tu pohodowlanego i inkubowano w temperaturze 50°C przez 30 min. Po tym czasie
reakcje przerywano dodajac do objetoéci reakcyjnej 2,25 cm® 5% kwasu tréjchloro-
octowego, a nast¢pnie wirowano przez 10 minut. Ekstynkcjg cieczy nadosadowej od-
czytywano przy A =366 nm wobec kontroli odczynnikowej. Za jednostke aktywnoS$ci
proteolitycznej przyjgto zmiang ekstynkcji mieszaniny reakcyjnej w ciagu minuty na 1
cm’ filtratu pohodowlanego.

Zawartos$¢ bialka w filtratach pohodowlanych oznaczano metoda Lowryego i
wsp. [9].

Zawartos¢ cukrow redukujacych oznaczano metoda z kwasem 3,5-
dwunitrosalicylowym wg Miller [12].

Warunki hodow!li: Hodowle okresowe mutantéw prowadzono w kolbach Erlen-
meyera o pojemnosci 500 cm®, wypetionych 100 cm® pozywki. Temperatura hodowli
wynosita 25°C, a pH=5,0. Sktad podtoza hodowlanego wg Mandelsa i Webera [11] byt
nastgpujacy, w g/l: KH,PO, (2,0), MgSO, (0,3), (NH4),S04 (1,4), CaCl, (0,3), Twe-
en 80 (1,0), ekstrakt drozdzowy (1,0), roztwor mikroelementéw 0,5 cm’/dm’ zawiera-
jacy: FeSO,7H,0 5 g/dm’ MnSO,H,0 1,96 g/dm’, ZnCl, 1,66 g/dm’, CoCl, 2 g/dm’.
Stosowano nastgpujace Zrédla wegla (10 g/l) : glukoze, galaktozg, otreby pszenne,
otrgby owsiane, ksylozg, ksylan z brzozy, celobiozg, karboksymetyloceluloze, glukan,
chityne¢ oraz mieszaning glukanu z chityna w stosunku 1:1 (5g/1 : 5g/1).

Izolacja glukanu z maki: Izolacj¢ glukanu z maki Zytniej przeprowadzono na
podstawie schematu produkcji koncentratdéw rozpuszczalnych substancji balastowych
[4]. 1000 g maki zytniej umieszczano w 10 litrowym naczyniu i zalewano 9 1 wody o
temperaturze okolo 15°C. Obydwa sktadniki mieszano przez 15 minut i pozostawiano
na 24 godz. w temperaturze pokojowej. Nastgpnie zlewano ekstrakt znad rafinatu i
wirowano przy 3000 x g. W nast¢pnym etapie przeprowadzono koagulacje termiczna
biatek glukanu w autoklawie przy nadci$nieniu 0,05 MPa, w czasie 30 minut. Po
ochtodzeniu do temperatury 60°C, bialka wytracone podczas obrobki termicznej od-
dzielano przez wirowanie przy 6000 x g. Dla lepszego oczyszczenia stosowano row-
niez saczenie przez bibul¢ filtracyjna. Otrzymany przesacz byt nast¢pnie zageszczany
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przy uzyciu wyparki prozniowej, a uzyskany ptynny koncentrat suszono do statej masy
w temperaturze 80°C 1 rozdrabniano. W tej postaci stosowano go jako zrodlo wegla
podczas hodowli mutantéw.

Oznaczanie zawartoS$ci bialka w glukanie: W pierwszym etapie proby glukanu
byly spalane w gilzach szklanych z mieszaning kwasu siarkowego i dodatkow przy-
$pieszajacych ten proces. W drugim etapie gilzg z mineralizatem umieszczano w auto-
analizatorze Kjeltec 1030, w ktdérym czynno$¢ rozcienczania i alkalizacji proby oraz
destylacji amoniaku odbywata si¢ w sposoéb automatyczny. Wynik zawarto$ci biatka
przedstawiono w procentach suchej substancji.

Wryniki i dyskusja

Najwyzsze aktywno$ci enzymatyczne beta-glukanaz oznaczono w filtratach po
hodowli trzech mutantéw w obecnosci 1% glukanu otrzymanego z maki Zytniej jako
jedynego zZrodta wegla (tab. 1, 2, 3). Najlepszym producentem tych enzyméw okazat
si¢ mutant 7. reesei o symbolu VTT-D-78085. Aktywnos$¢ beta-glukanaz osiagngla
maksymalng warto$¢ w czwartej dobie hodowli i wynosita 1,3 uM/cm’xmin (tab. 2).
W przypadku tego mutanta oraz mutanta o symbolu RuT C-30 stwierdzono réwniez
najwyzsze aktywnosci proteolityczne w tych warunkach hodowli (tab. 1). Wynikato to
prawdopodobnie z zanieczyszczenia glukanu substancjami biatkowymi, dziatajacymi
indukcyjnie na produkcjg tych enzymow. Stezenie biatka wynosito 12,57% ogodlnej
masy glukanu. Wysokie aktywnosci beta-glukanaz oznaczono réwniez w filtratach po
hodowli mutanta M-7, nadproducenta enzymoéw celulolitycznych. W obecnosci 1%
celobiozy wynosity — 1,15 pM/cm’xmin, w obecnosci 1% ksylanu — 0,93 pM/cm® x
min, i byly nieznacznie nizsze (0,75 uM/cm’xmin) w obecnosci glukozy jako represyj-
nego zrodla wegla (tab. 4), co jest potwierdzeniem wynikoéw wcezesniejszych badan.

W celu uzyskania wyzszych aktywnos$ci enzymatycznych beta-glukanaz, w na-
stepnym etapie pracy przeprowadzono hodowle okresowe mutantdéw Trichoderma
reesei w warunkach zblizonych do wystgpujacych w naturze, a wigc w obecnosci mie-
szaniny glukanu i chityny (0,5% : 0,5%), sktadnikéw scian komoérkowych roélin, jako
zrodta wegla. Rowniez w tych warunkach stwierdzono najwyzsza aktywno$¢ tych
enzymow w filtracie uzyskanym w czwartej dobie hodowli T. reesei VTT-D-78085
(tab. 5). Aktywno$¢ ta (2,25 uM/cm’xmin) byta okoto 2 do 20 razy wyzsza od uzy-
skanych podczas hodowli tego mutanta w obecnosci pozostatych Zrodet wegla. Byla
ona pozytywnie skorelowana z najwyzsza szybko$cia utylizacji induktoréw w podto-
zu. Produkcja beta-glukanaz przez pozostale trzy mutanty byla nizsza w obecnosci
mieszanych zrédet wegla, od maksymalnych obserwowanych podczas hodowli okre-
sowych w obecnosci innych induktorow.
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Tabela l

Charakterystyka filtratéw pohodowlanych otrzymanych po hodowlach okresowych mutanta Trichoderma
reesei RUT C-30 w obecnosci réznych zrodet wegla.

Characteristics of culture filtrates obtained after batch cultivations of mutant Trichoderma reesei RUT C-
30 in the presence of different carbon source.

. Aktywnosé Aktywnosc Zawarto$¢ | Pozostatosé cu-
Zrédto Czazhl()) d(;Wh beta-1,3-glukanazy | proteolityczna biatka kréw w podiozu
wegla (196 [ A4 | Menexamin)y | (Uen® x 10 | (uglem) | (ugrem’)
Source of Itivatio Activity of Proteolytic Protein Residual
carbon (1%) cu dl o beta-1,3-glucanase activity content sugar in medium
(days) (uM/cm’xmin) (Ulem® x 10%) (ug/em®) (ug/cm?)
Glukoza 2 0,05 0,00 48,0 205,0
Glucose 4 0,17 3,70 88,0 142,5
6 0,16 0,66 123,0 25,0
2 0,08 0,00 52,5 145,0
Galaktoza 4 0,13 0,10 68,5 85,0
Galactose 5 0,08 0,69 79,0 22,5
6 0,03 0,00 92,5 17,5
Otrgby 2 0,03 0,00 55,5 2750
pszenne 4 0,06 1,06 78,5 147,5
Bran 6 0,02 0,00 116 27,5
(g::f:ge 2 0,10 0,00 51,5 237,5
Oats rough- 4 0,13 1,21 70,0 140,0
6 0,05 0,07 83,5 25,0
age
2 0,07 0,00 60,0 265,0
Ksyloza 4 0,17 0,00 88,0 217,5
Xylose 5 0,12 1,21 100,0 22,5
6 0,06 0,57 86,0 15,0
2 0,11 0,00 72,5 297,5
Ksylan 4 0,16 0,64 117,0 127,5
Xylan 5 0,09 1,06 136,0 47,5
6 0,04 0,42 148,0 37,5
2 0,08 0,30 67,0 490,0
Celobioza 4 0,17 2,30 105,5 2275
Cellobiose 5 0,20 0,44 120,0 25,0
6 0,12 0,00 101,0 17,5
Celuloza 2 0,04 0,00 65,0 4175
Cellulose 4 0,17 0,07 97,0 230,0
6 0,03 1,73 122,0 40,0
Glukan 2 0,46 39,73 320,0 585,0
Glucan 4 0,30 31,92 528,5 247,5
6 0,21 30,15 756,0 475
Chityna 2 0,01 0,00 3750 25,0
Chitin 4 0,03 0,47 261,0 15,0
6 0,02 0,96 195,0 12,5
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Tabela 2

Charakterystyka filtratéow pohodowlanych otrzymanych po hodowlach okresowych mutanta Trichoderma
reesei VIT-D-78085 w obecnosci réznych zrodet wegla.
Characteristics of culture filtrates obtained after batch cultivations of mutant Trichoderma reesei VIT-D-
78085 in the presence of different carbon source.

Zrodto : Aktywnosé Aktywnosé Zawarto$¢ POZOS} alos¢
Czas hodowli . . cukréw w
wegla beta-1,3-glukanazy | proteolityczna biatka .

o (doby) EI 30 103 3 podiozu
(1%) . (uM/cm’xmin) (U/em” x 10°) (pg/cm’) 3
Source of Tlme (.)f Activity of Proteolytic Protein (ug/.cm )

cultivation . Residual
car?on (days) beta-l,S-g}lucapase act13VIty , conteng sugar in medium
(1%) (uM/cm’xmin) (U/ e’ x 10°) (ug/em’) (ng/om?)
glukoza 2 0,15 1,01 312,5 95,0
glucose 4 0,33 3,90 284,0 35,0
6 0,24 1,18 222,0 20.0
2 0,08 1,46 294.0 77,5
galaktoza 4 0,13 3,65 237,0 32,5
galactose 5 0,17 4,20 174,0 22,5
6 0,15 3,04 85,5 15,0
otrgby 2 0,28 2,30 490,0 112,5
pszenne 4 0,63 5,13 397,5 62,5
bran 6 0,40 3,01 154,5 25,0
O‘iirs‘;‘:ge 2 0,27 1,90 595,0 85,0
oats 4 0,71 5,28 495,0 52,5
6 0,49 2,69 276,0 32,5
roughage
ksyloza 2 0,10 2,30 229,5 92,5
xylose 4 0,29 4,96 105,5 35,0
6 0,10 1,95 37,5 20,0
; 2 0,12 2,59 244,5 92,5
ksylan 4 0,20 6,54 160,0 35,0
xylan 5 0,22 4,27 44,0 25,0
6 0,17 3,01 32,0 20,0
2 0,04 4,10 10,0 92,5
celobioza 4 0,15 6,27 242.5 32,5
cellobiose 5 0,19 11,88 4355 20,0
6 0,15 9,63 456,0 17,5
2 0,04 1,23 318,0 72,5
celuloza 4 0,19 4,07 163.0 225
cellulose 6 0,15 2,02 41,5 15,0
2 0,47 16,76 588.,0 182,5
glukan 4 1,30 27,06 623,0 107,
glucan 6 0,56 27,48 4875 15,0
hit 2 0,01 1,51 480,0 20,0
chrtyna 4 0,80 9,51 686,0 15,0
chitin 6 0.46 1037 882.0 15,0
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Tabela 3

Charakterystyka filtratéw pohodowlanych otrzymanych po hodowlach okresowych mutanta Trichoderma
reesei VTT-D-79125 w obecnosci réznych zrédet wegla.
Characteristics of culture filtrates obtained after batch cultivations of mutant Trichoderma reesei VIT-D-
79125 in the presence of different carbon source.

) Czas Aktywnosé Aktywno$é Zawartosc Pozostalosé
Zrédto hodowli | beta-1,3-glukanazy | proteolityczna bialka cukrow w podtozu
wegla (1%)/ | (doby)/ (uM/emPxmin) | (U/em® x 103y e (ug/em®y
Source of Time of Activity of Proteolytic Prcft}; %ncgcl)rzten " Residual sugar in
carbon (1%) | cultivation | beta-1,3-glucanase activity 3 medium
(days) | (uMiem’xmin) | (Uem’x 10% | (H&/cm) (ng/em’)
Glukoza 2 0,27 1,88 315 190,0
Glucose 4 0,35 6,54 422,0 100,0
6 0,32 6,40 234,0 17,5
2 0,33 2,10 228,0 175,0
2212‘2252 4 0,39 570 3115 95,0
6 0,43 6,47 196,0 15,0
2 0,36 1,73 265,0 200,0
Ig;re"fnye 4 037 442 399,5 127,5
Bran 5 0,44 5,16 330,0 85,0
6 0,41 4,74 258,0 45,0
Otreby 2 0,37 4,42 296,5 180,0
owsiane 4 0,45 5,43 4235 110,0
Oats rough- 5 0,57 8,99 347,0 77,5
age 6 0,50 8,10 288,0 425
2 0,39 1,01 151,5 192,5
Ksyloza 4 0,42 4,94 263,5 105,0
Xylose 5 0,46 8,99 232,5 67,5
6 0,50 8,10 176,0 27,5
2 0,36 3,06 184,0 185,0
Ksylan 4 0,40 6,69 291,0 132,5
Xylan 5 0,41 7,60 368,5 105,0
6 0,38 6,84 334,0 35,0
2 0,29 0,25 272,0 155,0
Celobioza 4 0,31 3,95 353,0 90,0
Cellobiose 5 0,34 7,51 298,0 40,0
6 0,31 6,88 246,0 15,0
2 0,04 1,26 164,5 172,5
g:lll“ull‘(’)zs‘; 4 021 5,01 286,0 90,0
6 0,18 3,31 187,0 20,0
2 0,14 22,72 432,0 197,5
giﬁﬁ:{‘]’ 4 0,61 22,79 600,0 42,5
6 0,18 18,88 388,5 20,0
. 2 0,01 1,63 524,0 25,0
Cgﬁ%‘r‘f 4 0,07 16,62 664,0 15,0
6 0,05 28,96 563,5 0,0
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Tabela 4

Charakterystyka filtratbw pohodowlanych otrzymanych po hodowlach okresowych mutanta Trichoderma
reesei M-7 w obecnosci réznych Zrodet wegla.
Characteristics of culture filtrates obtained after batch cultivations of mutant Trichoderma reesei M-7 in
the presence of different carbon source.

., . Aktywnos¢ Aktywnos¢ Zawartos§¢ ‘s
Zrédto | Czas hodowli beta-1,3-glukanazy proteglityczna biatka PQZOSta{OSC .
wegla (1%) (doby) emixmi Ule® x 10°) (ug/em’?) cukréw w podiozu
Source of Time of (M cm xmin) (Uler” x . Hecm (ng/cm®) Residual
. Activity of Proteolytic Protein . .
carbon cultivation beta-1.3-al tivit ontent sugar in medium
(1%) (days) eta-1,3-g ucanase ac 13v1 y \ conten (ug/em’)
(uM/em’xmin) | (Ulem’ x 10°) | (ug/em®)
2 0,26 2,79 212,5 265,0
glukoza 4 0,55 7,86 319,0 102,5
glucose 5 0,75 10,86 372,0 45,0
6 0,54 9,23 293,0 20,0
2 0,23 0,10 253,0 255,0
galaktoza 3 0,32 1,04 297,0 170,0
galactose 4 0,16 4,77 336,0 85,0
6 0,02 0,47 277,0 17,5
otreby 2 0,12 0,27 131,0 267,5
pszenne 4 0,22 5,53 2240 92,5
bran 5 0,36 9,83 171,0 37,5
6 0,34 7,58 137,0 15,0
otreby 2 0,15 5,09 83,5 267,0
owsiane 4 0,27 17,01 156,0 90,0
oats rough- 5 0,35 20,05 112,0 45,0
age 6 0,28 18,30 94,0 20,0
ksyloza 2 0,30 1,04 2280 250,0
xylose 4 0,15 3,28 321,0 87,5
6 0,04 0,67 353,0 32,5
2 0,31 3,21 135,0 945,0
ksylan 4 0,59 4,27 277,5 50,0
xylan 5 0,87 5,62 438,0 40,0
6 0,93 5,14 486,0 32,5
2 0,30 0,22 286,0 102,5
celobioza 4 0,96 2,67 413,0 47,5
cellobiose 5 1,15 4,32 472,5 30,0
6 1,04 2,80 399,0 15,0
2 0,22 0,00 110,5 417,5
celuloza 4 0,54 314 183,0 320,0
cellulose 6 0,70 9.70 2415 265.0
2 0,20 8,10 594,0 90,0
glukan 3 0,30 9,77 700,0 45,0
glucan 4 0,38 7,06 495,0 35,0
6 0,02 0,52 291,0 15,0
2 0,02 1,73 4445 25,0
chityna 4 0,09 18,12 665,0 15,0
chitin 5 0,13 28,00 740,0 0,0
6 0,13 23,95 736,0 0,0




38 Piotr Janas, Zdzislaw Targorski, Teresa Rudnicka-Pilat

Tabela 5

Charakterystyka filtratow pohodowlanych otrzymanych po hodowlach okresowych mutantéw Trichoder-
ma reesei w obecnosci mieszanego zrodta wegla: 0,5% glukanu + 0,5% chityny.

Characteristics of culture filtrates obtained after batch cultivations of mutants of Trichoderma reesei in the
presence of mixed carbon source: 0,5% glucan + 0,5% chitin.

Czas Aktywno$é Aktywnosé Zawarto$¢ P:uzlfr S(’)t::(iic
hodowli beta-1,3-glukanazy proteolityczna bialka odlozu
Mutant (doby) (uM/cm®xmin) (Ulem® x 10%) (ug/em?) (p fom®)
Mutant Time of Activity of Proteolytic Protein ;egs et
cultivation beta—1,3-g13ucanase acti}vity , conten3t sugar in medium
(days) (UM/em®xmin (Ulem® x 10°) (ng/em’) (ug/em’)
RuT C-30 2 0,23 0,57 492,0 640,0
3 0,22 1,14 510,0 550,0
4 0,21 432 5490 471,5
5 0,14 3,51 558,0 65,0
6 0,17 3,16 805,0 20,0
VTT-D- 2 1,03 5,58 579,0 82,5
78085 3 1,81 6,10 764,0 70,0
4 2,25 7,93 728,0 57,5
5 1,73 9,80 6438,0 55,0
6 1,39 7,75 630,0 40,0
VTT-D- 2 0,20 2,22 519,0 515,0
79125 3 0,21 3,83 594,0 507,5
4 0,23 13,93 675,5 302,5
5 0,35 18,10 816,0 67,5
6 0,19 13,98 738,0 40,0
M-7 2 0,22 8,69 564,0 440,0
3 0,42 10,20 585,0 320,0
4 0,47 10,47 592.,0 75,5
5 0,74 13,53 661,5 37,5
6 0,79 12,42 780,0 20,0

W celu poréwnania przeprowadzono rowniez hodowle okresowe uznanego pro-
ducenta enzymow autolitycznych Trichoderma viride F-19, mutanta wyizolowanego w
naszej Katedrze, w obecnosci 1% beta-glukanu i chityny stosowanych oddzielnie oraz
obydwu polimerow zmieszanych w stosunku 1:1. Aktywno$ci beta-glukanaz byty
maksymalne po czwartej dobie hodowli mutanta w obecnosci 0,5% glukanu i chityny i
2-krotnie wyzsze (4,51.uM/cm’xmin) od oznaczonych w filtratach T. reesei VIT-D-
78085 (tab. 6). Byly one pozytywnie skorelowane z bardzo wysokimi aktywno$ciami
proteaz T. viride F-19, ktére byty wyzsze (29,41-32,99 U/cm’) od uzyskanych podczas
hodowli wszystkich mutantéw Trichoderma reesei w tych warunkach. Podobne ten-
dencje w zakresie produkcji beta-glukanaz, jak w przypadku mutantow T. reesei, ob-
serwowano w czasie hodowli T viride F-19 w obecnosci 1% glukanu i chityny zasto-
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sowanych oddzielnie jako Zrodto wegla. Byly on az ponad 35-krotnie wyzsze na pod-
fozu z glukanem niz z chityna jako induktorem.

Tabela 6
Charakterystyka filtratow pohodowlanych otrzymanych po hodowlach okresowych mutanta Trichoderma
viride F-19 w obecnosci chityny i glukanu.
Characteristics of culture filtrates obtained after batch cultivations of mutant Trichoderma reesei F-19 in
the presence of chitin and glucan.

Czas Aktywnos¢ Aktywnosé Zawarto$¢ P:;l?rsgz’jo‘ic
Zrédlo wesla hodowli | beta-1,3-glukanazy | proteolityczna biatka odiozu
<8 (doby) (WM/em®xmin) | (Ufem® x 10°) | (pg/em®) pociozy
Source of Ti ¢ Activi . . (ng/em’)
carbon ime o ctivity of Prote?ol_ytlc Protein Residual
cultivation beta-1,3-g13ucanase actx;nty \ content} sugar in medium
(days) (uM/cm’xmin (U/em” x 107) (ug/cm (ug/om?’)
2 0,02 1,58 568,0 30,0
. 3 0,04 6,30 585,0 20,0
Chityna (1%) 4 0,08 21,09 610,0 15,0
i 5 0,10 30,64 710,0 0,0
6 0,08 27,31 616,0 0,0
2 3,51 0,00 333,0 172,5
o 3 3,10 21,83 364,5 90,0
Glukan (196 4 177 22,37 2555 375
5 1,21 22,10 250,0 25,0
6 0,75 22,07 2150 17,5
- 2 0,21 2,15 539,0 455,0
+0655/<(>)/0C2111t1{<2?u 3 4,05 32,25 615,5 190,0
0 ;% chitint 4 4,50 32,99 654,5 90,0
0’5% glucan 5 4,41 32,66 693,0 27,5
i 6 4,26 29,41 905,0 17,5

Oproécz szerokich mozliwosci przemystowych zastosowan beta-glukanaz i ich roli
fizjologicznej, istnieje rOwniez negatywna strona ich dziatalno$ci. Enzymy te, wykry-
wane w filtratach wielu szczepdw 1 mutantow z rodzaju Trichoderma, wraz z protea-
zami i chitynazami oddziatywuja na §ciany komorkowe 1 przez to moga wptywac na
przebieg hodowli mieszanych z udzialem innych grzybow lub drozdzy. Przyktadem
moze by¢ faczna hodowla T. reesei C-30 i Aspergillus phoenicis w celu otrzymania
petnego kompleksu enzyméw celulolitycznych bogatego w celobiazg. Obecnos¢ en-
zymow litycznych w surowych preparatach celulolitycznych wptywala na przebieg
procesu lacznego scukrzania materiatéw ligninocelulozowych i etanolowej fermentacji
z wykorzystaniem drozdzy [19].

Targonski [21] badat wptyw pH podtoza na produkcjg beta-glukanaz, chitynaz i
celulaz przez T. reesei QM 9414 i T. viride F-19 podczas hodowli okresowych w
obecnosci celulozy MN-300, ksylanu, chityny i grzybni Aspergillus niger jako zrodla
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wegla. Pomimo, Ze uzyskane aktywno$ci beta-glukanaz byly nizsze niz w naszej pra-
cy, badania te udowodnity, ze T. viride F-19 jest cennym producentem enzymow od-
grywajacych kluczowa rolg w lizie §cian komorkowych grzybow.

Wyzsze, zblizone do oznaczanych przez nas w filtratach pohodowlanych mutan-
tow T. reesei aktywnosci beta-glukanaz, uzyskali Theodore i Panda [22] podczas
optymalizacji warunkéw hodowli (mieszanie, napowietrzanie, pH podloza) Tricho-
derma harzianum do produkcji tych enzymow.

Wysokie aktywnosci beta-glukanaz, oznaczone po hodowli T. reesei M-7 w obec-
nosci represyjnego zrodla wegla, sa potwierdzeniem wynikow wczesniejszych badan
wptywu glukozy i laktozy na produkcj¢ enzymoéw przez tego mutanta podczas hodowli
ciaglych w rdéznych temperaturach [7]. Najwyzsze aktywnosci beta-glukanaz
obserwowano podczas hodowli ciaglej T. reesei M-7 w obecnosci 1% glukozy w tem-
peraturze 34°C. Przyczyna tego zjawiska moglo by¢ migdzy innymi zwigkszenie auto-
lizy grzybni pod wplywem podwyzszonej temperatury hodowli ciagtej. Uzyskane wy-
niki potwierdzaja réwniez doniesienia innych badaczy o odpornosci na represj¢ kata-
boliczng beta-glukanaz niektdrych grzybow strzepkowych jak np.: Trichoderma har-
zianum, Claviceps fusiformis czy Penicillium oxalicum [13]. Stwierdzono réwniez, ze
niektore grzybowe beta-glukanazy wystepuja w kilku formach izoenzymatycznych,
podlegajacych roznym mechanizmom regulacji biosyntezy, np. Penicillium italicum
produkuje dwie beta-1,3-glukanazy o symbolach 11 i III, ktére sa czg¢Sciowo odporne
na glukozowa represjg¢ kataboliczna i jedna ( beta-1,3-glukanaza I ) bardzo wrazliwa
na obecnos¢ glukozy w poditozu. Prawdopodobnie dwa pierwsze izoenzymy uczestni-
cza w procesach autolizy niezbgdnych do ciagtej syntezy §ciany komoérkowej i wzrostu
w obecnosci tatwo metabolizowanego zrodla wegla oraz zmian konformacji $ciany
podczas braku glukozy w podlozu. Beta-1,3-glukanaza I jest z kolei produkowana w
warunkach gtodowych i jej funkcja polega posrednio na dostarczeniu energii do komo-
rek grzyba poprzez hydrolizg zewnatrzkomdrkowch beta-glukandw [13].

Analogicznie jak w przypadku beta-1,3-glukanazy, zjawisko zwigkszenia aktyw-
nosci proteolitycznej w obecnosci glukozy w podiozu jest potwierdzeniem wynikow
wczesniejszych badan, w ktorych glukoza byla z powodzeniem stosowana jako zrodto
wegla w podlozu do produkcji tych enzymow przez Trichoderma viride F-19 [5]. Pro-
teazy produkowane przez Trichoderma reesei sa zwiazane z celulazami, co powoduje
trudnosci w otrzymaniu czystych preparatdow tych enzymow [3]. Stad tez dobra metoda
otrzymywania proteaz wolnych od celulaz moze by¢ hodowla Trichoderma reesei w
obecnosci glukozy hamujacej produkcje tych ostatnich w wyniku represji katabolicz-
nej. Podobne wyniki uzyskano podczas badafn nad regulacja produkcji enzyméw u
Trichoderma harzianum [8]. Glicerol, w stezeniu jednoprocentowym, silnie hamowat
produkcjg¢ wszystkich enzyméw kompleksu celulolitycznego mikroorganizmu, przy
Jjednoczesnym podwyzszeniu aktywnosci proteolitycznej w tych warunkach hodowli.
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Zjawisko zwigkszonej sekrecji proteaz w warunkach represyjnych jest charaktery-
styczne nie tylko dla rodzaju Trichoderma, lecz takze innych grzybow strzepkowych.
Smith 1 Wood [17] stwierdzili, podczas optymalizacji warunkéw hodowli do produkcji
ksylanazy i beta-ksylozydazy, przy jednoczesnej maksymalnie niskiej produkcji prote-
az, najwyzsza aktywnos$¢ tych ostatnich w obecnosci 1% glukozy jako zrédia wegla.

Whnioski

1. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze 7. viride F-19 jest cennym producentem
enzymow odgrywajacych kluczowa rol¢ w lizie Scian komoérkowych grzybow i
drozdzy.

2. Najwyzsze aktywnoSci beta-glukanaz oznaczono po hodowlach T. viride F-191 T.
reesei VTT-D-78085 w warunkach zblizonych do wystgpujacych w $rodowisku
naturalnym, w obecno$ci mieszaniny 0,5% glukanu i 0,5% chityny jako Zrodia
wegla.

3. Wysokie aktywnoSci proteolityczne obserwowane podczas hodowli mutantow w
obecnosci 1% glukanu wynikaty z zanieczyszczenia substancjami biatkowymi,
dzialajacymi indukcyjnie na produkcjg tych enzyméw.

4. Odpornos¢ na glukozowa represj¢ kataboliczna beta-glukanaz produkowanych
przez T. reesei M-7 jest potwierdzeniem wynikéw wczeéniejszych badan.
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BETA-GLUCANASES PRODUCTION BY TRICHODERMA REESEI MUTANTS DURING
BATCH CULTIVATION IN THE PRESENCE OF DIFFERENT CARBON SOURCE

Summary

Four Trichoderma reesei mwtants have been tested during batch cultivations for beta-glucanases
production on the medium with different source of carbon. Trichoderma viride F-19 has been used as
high-lytic enzyme-production reference strain. The highest activities of beta-glucanases have been esti-
mated in culture filtrates obtained after cultivation of T. reesei VIT-D-78085 and T. viride F-19 on the
medium with 1% mixture of chitin and glucan at the ratio 1:1. High proteolytic activities of culture fil-
trates obtained during cultivation in the presence of 1% of glucan were connected with high protein con-
tent in this substrate which acting as inducer of production of these enzymes. Beta-glucanases produced

by T. reesei M-7 were resistant to glucose catabolite repression.



