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Streszczenie

Po mutagenizacji promieniowaniem UV i NTG szczepu Trichoderma reesei M-7 i selekcji na pod-
tozu z dodatkiem zelatyny wyizolowano okolo 960 niskoproteazowych mutantow. Dziesieé z nich zostato
przetestowanych podczas hodowli okresowych w zakresie produkgji celulaz, proteaz i beta-galaktozydazy
w obecnosci serwatki i laktozy jako zrodta wegla. Aktywnosci proteolityczne oznaczone po hodowlach 9
mutantéw w obecnosci laktozy byty nizsze od szczepu wyjsciowego. Zaobserwowano wiekszy indukcyjny
wplyw serwatki niz laktozy, na sekrecjg proteaz przez wszystkie badane szczepy. Czysta laktoza okazata
si¢ bardziej efektywnym induktorem produkcji beta-galaktozydazy niz zawarta w serwatce. Plony bioma-
sy wigkszoéci mutantow po hodowlach na serwatce byly tylko nieznacznie wyzsze od oznaczonych po
hodowlach na czystej laktozie. Bylo to prawdopodobnie zwigzane z litycznym mechanizmem kompensu-
jacym proteaz, przejawiajacych wyzsze aktywno$ci w filtratach pochodzacych z hodowli w obecnosci
serwatki. Praca jest wstepem do dalszych badan nad zalezno$ciami pomigdzy proteazami i innymi enzy-
mami w filtratach pohodowlanych Trichoderma reesei.

Slowa kluczowe: Trichoderma reesei, niskoproteazowe mutanty, laktoza, serwatka.

Wstep

Jednymi z najlepszych producentéow enzymoéw celulolitycznych o znaczeniu
przemystowym sa grzyby z rodzaju Trichoderma, a w szczegolnosci Trichoderma
reesei QM6a i jej mutanty. Efektywnym induktorem produkcji celulaz T. reesei jest
laktoza, ale w stanie czystym jest zbyt droga jako zrodlo wegla do hodowli grzybow.
Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ tego cukru, a takze kwasu mlekowego, witamin oraz
mikroelementéw w serwatce, produkcie ubocznym mleczarni, mozna ja z powodze-
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niem wykorzysta¢ do tego celu. Powaznym problemem podczas hodowli T. reesei,
zardbwno w obecnosci czystej laktozy jak i serwatki, sa proteazy obecne w filtratach
pohodowlanych grzyba, ktére powoduja posekrecyjne modyfikacje celulaz, a przez to
wplywaja na obnizenie ich aktywnosci. Poprzez dobér warunkéw hodowli — pH pod-
toza hodowlanego, rodzaj i stgzenie zrodla azotu i wegla oraz rodzaj hodowli mozna
otrzymywa¢ filtraty o niskich aktywno$ciach proteaz.

W prezentowanej pracy podjgto proby uzyskania mutantow Trichoderma reesei o
obnizonych w stosunku do szczepu rodzicielskiego uzdolnieniach do produkcji enzy-
mow proteolitycznych. Mutanty testowano podczas hodowli okresowych w obecnosci
czystej laktozy i serwatki jako zrodet wegla.

Material i metody badan

W badaniach zastosowano: ,

1. Szczep Trichoderma reesei M-7 (szczep wyjsciowy) pochodzacy z kolekcji mi-
kroorganizméw Katedry Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i Przecho-
walnictwa AR w Lublinie, charakteryzujacy si¢ uzdolnieniami do zwigkszonej se-
krecji enzyméw zewnatrzkomorkowych (celulaz, ksylanaz i enzyméw autolitycz-
nych) podczas hodowli na ptynnym podtozu mineralnym. Szczep wyizolowano po
mutagenizacji promieniami uv Trichodema reesei QM 9414.

2. Niskoproteazowe mutanty Trichoderma reesei. Indukcje mutantéw prowadzono
przez naswietlanie zawiesiny konidiéw szczepu Trichoderma reesei M-7 promie-
niami UV oraz poddaniu jej dziataniu 0,01% roztworu nitrozoguanidyny. Po od-
wirowaniu konidiow, prowadzono selekcj¢ mutantéw o zmniejszonych zdolno-
$ciach do sekrecji proteaz podczas hodowli na ptynnym podtozu mineralnym z 1%
dodatkiem zelatyny, w celu pobudzenia do szybkiego wzrostu konidii o0 wyZszych
aktywnosciach proteolitycznych. Konidia wykietkowane oddzielano przez sacze-
nie od konidiow niewykietkowanych. Przesacz zawierajacy spory niewykietko-
wane wysiewano na agar brzeczkowy i inkubowano przez 3 dni w temp. 30°C.
Wyroste kolonie przeszczepiano na podloze zawierajace 1% zelatyny. Kolonie
wykazujace najstabszy wzrost na podtozu z zelatyna poddawano hodowli wstrza-
sanej na podtozu ptynnym wg Mandels i Weber [9]. Za podstawg do oceny ak-
tywnosci proteolitycznych przyjgto wielkosé stref dyfuzji enzymow zawartych w
ptynach pohodowlanych, ktére nakraplano do studzienek wycigtych w podiozu
agarowym z zZelatyna. Sposréd okoto 960 wyizolowanych mutantéw, wybrano 10,
ktoérych zdolnosci do syntezy enzymoéw proteolitycznych, celulolitycznych i beta-
galaktozydazy sprawdzono podczas hodowli prowadzonych w kolbach Erlenmey-
era o pojemnosci 500 cm’ na podtozu wg Mandels i Weber [9] z dodatkiem 1%
laktozy i serwatki.
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Hodowle mikroorganizmow

Hodowle mutantéw prowadzono w kolbach Erlenmayera o pojemnoséci 500 cm®
napetionych 100 cm® pozywki wg Mandels i Weber [9] z 1% laktozy. Serwatke roz-
cienczano, aby stezenie zawarte]j w niej laktozy, réwniez wynosilo okolo 1%.
pH pozywki ustalano na poziomie 5 i sterylizowano w autoklawie w 110°C przez
30 min. Kolby szczepiono 4 cm® wczeéniej przygotowanego ptynnego inokulum z
grzybnia odpowiedniego mutanta. Hodowle prowadzono w wytrzasarce rotacyjnej
(250 obr./min) w temp. 26°C przez 72 godziny. Hodowle prowadzono w dwoéch po-
wtorzeniach.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznych

Do oznaczenia aktywno$ci proteolitycznej przygotowywano roztwor zawierajacy
100 mg azokazeiny w 10 cm® 0,1M buforu octanowego o pH = 4,8 i dodawano kropleg
2-merkaptoetanolu. Do 0,9 cm’ tak przygotowanego roztworu dodawano 1,35 cm’
filtratu pohodowlanego i inkubowano w temp. 50°C przez 30 min. Po tym czasie reak-
cje przerywano dodajac do objetoéci reakcyjnej 2,25 cm® 5% kwasu tréjchlorooctowe-
go, a nastgpnie wirowano przez 10 min. Ekstynkcje cieczy nadosadowej odczytywano
przy A =366 nm wobec kontroli odczynnikowej. Za jednostke aktywnosci proteoli-
tycznej przyjeto zmiang ekstynkcji mieszaniny reakcyjnej w ciagu 1 min w 1 cm’® fil-
tratu pohodowlanego.

Ogo6lna aktywno$¢ celulolityczng oznaczano wobec bibuly filtracyjnej
(tzw. aktywno$¢ FPA). 50 mg (1 x 6 cm) paski bibuly filtracyjnej Whatman No 1.
umieszczano w probéwkach i dodawano 1 cm’® 0,1M buforu octanowego o pH = 4,8 i
0,5 cm® odpowiednio rozcieficzonego filtratu pohodowlanego. Mieszaning inkubowa-
no przez 1 godz. w temp. 50°C. Ilo$¢ uwolnionych cukréw redukujacych oznaczano
metoda kolorymetryczna przy uzyciu odczynnika zawierajacego kwas 3,5 dwunitrosa-
licylowy. Aktywno$é¢ celulaz w filtratach pohodowlanych wyrazano w jednostkach
FPU (Filtre Paper Unit) wg IUPAC [2]. Za jednostkg FPU przyjeto ilos¢ enzymu, za-
wartego w 1 cm’ ptynu pohodowlanego, ktéra uwalnia 1 pmol (180 pg) glukozy w
ciagu 1 min w warunkach reakc;ji.

Do oznaczenia aktywnosci B-galaktozydazy uzywano 0,01M roztworu B-o-nitro-
fenylogalaktozydu (B-nifegalu). Do 0,5 cm’ roztworu P-nifegalu dodawano 3,5 cm’
0,1M buforu octanowego o pH=4,8 i 1 cm’® odpowiednio rozcieficzonego filtratu po-
hodowlanego. Mieszaning reakcyjna inkubowano w temp. 30°C przez 30 min. Reakcjg
przerywano dodajac do objetosci reakcyjnej 1cm’ 1M roztworu weglanu sodu,
a nastepnie 10 cm® wody. Ekstynkcje prob odczytywano przy diugosci fali 420 nm
wobec proby odczynnikowej. Za jednostkg aktywnosci P-galaktozydazy przyjgto
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zmiane ekstynkcji mieszaniny reakcyjnej w ciagu 1 min w 1 cm’® filtratu pohodowla-
nego.

Oznaczanie suchej masy grzybni

Pobierano 10 cm® zawiesiny hodowlanej i odwirowywano w ciagu 10 min przy
15000xg. Zlewano supernatant, a grzybnig przemywano woda destylowana, ponownie
wirowano 1 suszono do statej masy w temp. 105°C.

Wryniki i dyskusja

Aktywnosci proteolityczne oznaczone po hodowli 9 mutantow I reesei w obec-
nosci laktozy jako zrodia wegla byly o okolo 30 do 60% nizsze od szczepu wyjscio-
wego. U jednego mutanta oznaczonego symbolem Mp8, aktywnos¢ ta byla znacznie
wyzsza i wynosita 16,45 U/cm® 10°. Filtraty pohodowlane tego mutanta charakteryzo-
waly si¢ rOwniez najnizszymi aktywno$ciami celulolitycznymi. Najnizsza aktywnos¢
proteolityczna oznaczono w filtratach po hodowli mutanta Mp5 w obecnosci laktozy.
Byta ona ujemnie skorelowana z aktywnoscia celulolityczna FPU, ktorej wartos¢ byla
prawie identyczna jak szczepu kontrolnego M-7 (1,364 FPU/ cm’ — tab. 1).

Tabela 1l

Produkcja celulaz i proteaz przez niskoproteazowe mutanty i szczep wyjsciowy Trichoderma reesei pod-
czas hodowli w obecnoéci 1% serwatki jako zrodia wegla.

Production of cellulases and proteases by low-protease mutants and parental strain of Trichodema reesei
during cultivation on 1% of whey as source of carbon.

Szczep Aktywnos¢ celulolityczna Aktywno$¢ proteolityczna
Trichoderma reesei’ [FPU/cm®] [U/ em®-10%)
Strain of Trichoderma reesei’ | Cellulolytic activity [FPU/cm®] | Proteolytic activity [U/ cm® -10°]

Mpl 0,665 18,86
Mp2 0,738 8,41
Mp3 0,58 11,68
Mp4 0,593 8,76
MpS5 0,92 11,01
Mp6 0,446 8,49
Mp7 0,808 14,19
Mp8 0,64 25,5
Mp9 0,785 12,84

Mpl0 0,998 7,92
M-7 0,872 18,64

*Trichoderma reesei Mp1-Mp10 — niskoproteazowe mutanty, Trichoderma reesei M- szczep wyj$ciowy
*Trichoderma reesei Mp1-Mp10 — low-protease mutants, Trickoderma reesei M-7 — parental strain
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Niespecyficzne aktywnosci celulolityczne filtratow uzyskanych po hodowli pozosta-
tych niskoproteazowych mutantow byly od okoto 5,5 do 38% nizsze od aktywnosci
kontrolnej szczepu rodzicielskiego. Filtraty uzyskane po hodowlach szczepu wyjscio-
wego M-7 i 10 pochodzacych od niego mutantéw w obecnosci 1% serwatki charakte-
ryzowaly si¢ nizszymi aktywnos$ciami FPU od oznaczanych po hodowlach w obecno-
sci laktozy jako Zrodta wegla. Zaobserwowano natomiast wigkszy niz laktozy, induk-
cyjny wplyw serwatki, na sekrecjg proteaz przez wszystkie badane szczepy (tab. 2).

Tabela 2

Produkcja celulaz i proteaz przez niskoproteazowe mutanty i szczep wyjciowy Trichoderma reesei pod-
czas hodowli w obecnosci 1% laktozy jako zrodia wegla.

Production of cellulases and proteases by low-protease mutants and parental strain of Trichodema reesei
during cultivation on 1% of lactose as source of carbon.

Szczep Aktywno$é celulolityczna Aktywnos¢ proteolityczna
Trichoderma reesei’ [FPU/cm?] [/ cm’- 103]
Strain of Trichoderma reesei’ | Cellulolytic activity [FPU/cm’] | Proteolytic activity [U/ cm® -10°]

Mpl 1,016 6,32
Mp2 0,886 6,51
Mp3 0,926 6,0
Mp4 0,832 5,51
Mp$S 1,364 3,94
Mp6 1,194 6,65
Mp7 0,90 5,48
Mp8 0,786 16,45
Mp9 1,198 5,38

Mp10 1,268 6,52
M-7 1,34 9,53

*Trichoderma reesei Mp1-Mp10 — niskoproteazowe mutanty, Trichoderma reesei M-7 szczep wyjéciowy
*Trichoderma reesei Mp1-Mp10 — low-protease mutants, Trichoderma reesei M-7 — parental strain

Osiem'wyselekcjonowanych niskoproteazowych mutantéw charakteryzowalo si¢ niz-
szymi (31 do 57,5%), od mutanta wyjSciowego, aktywno$ciami protelitycznymi filtra-
tow pohodowlanych. Mutant Mp7 syntetyzowat proteazy o zblizonych aktywnosciach,
natomiast w filtracie pohodowlanym Mp8 oznaczono o 27% wyzsze aktywnoSci pro-
teolityczne od M-7. Dwa spo$rod mutantow (MpS5 i Mp10) o nizszych od szczepu ro-
dzicielskiego aktywnosciach proteolitycznych, charakteryzowaly si¢ nieznacznie wyz-
szymi aktywno$ciami celulolitycznymi filtratéw. U pozostalych mutantéw aktywnosci
te byly od 7,4 do 92,6% nizsze od oznaczonych podczas hodowli szczepu wyjsciowe-
go w obecno$ci serwatki (tab. 1). Czysta laktoza okazalo si¢ bardziej efektywnym
induktorem produkcji beta-galaktozydazy niz zawarta w serwatce. Aktywnosci tego
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enzymu oznaczone w filtratach 9 niskoproteazowych mutantéw i szczepu rodziciel-
skiego byly wyzsze w obecnosci pierwszego induktora (tab. 3).

Tabela 3

Aktywnosci filtratow pohodowlanych oznaczonych po hodowlach okresowych niskoproteazowych mutan-
tow 1 szczepu wyjsciowego Trichoderma reesei w obecnosci 1% serwatki i laktozy jako zrodet wegla.
Activities of culture filtrates estimated after batch cuitivation of low-protease mutants and parental strain
of Trichoderma reesei in the presence of 1% of whey and lactose as source of carbon.

Aktywnosci beta-galaktozydazy [U/em® -10°]
Szczep Activities of beta-galactosidase [U/cm? -10°]
Trichoderma reesei* - -
Strain of Trichoderma reesei* Zrodlo wegla ~ 1% serwatka Zrodlo wegla — 1% laktoza
Source of carbon - 1%whey Source of carbon — 1% lactose
Mpl 16,23 41,0
Mp2 25,56 27,2
Mp3 14,67 42,2
Mp4 17,56 16,0
Mp5 38,78 57,9
Mp6 17,87 46,9
Mp7 29,67 55,7
Mp8 18,5 19,5
Mp9 24,5 66,8
Mpl0 35,7 37,6
M-7 31,9 55,5

*Trichoderma reesei Mpl- Mp10 - niskoproteazowe mutanty, Trichoderma reesei M-7 szczep wyj§ciowy
*Trichoderma reesei Mpl- Mp10 — low-protease mutants, Trichoderma reesei M-7 — parental strain

Pomimo zawartosci biatka w serwatce stanowiacego dodatkowe Zrodto wegla i azotu
podczas hodowli, plony biomasy 8 mutantéw i szczepu M-7 byly tylko nieznacznie
wyzsze od oznaczonych po hodowlach na czystej laktozie. Bylo to prawdopodobnie
zwiazane z litycznym mechanizmem kompensujacym proteaz, przejawiajacych wyzsze
aktywnosci w filtratch pochodzacych z hodowli w obecnosci serwatki (rys. 1, 2).

Nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy proteazy powoduja potransla-
cyjne modyfikacje celulaz i innych enzyméw w filtratach pohodowlanych. Brak tego
wpltywu potwierdzity wyniki eksperymentu przeprowadzonego przez Janasa [5]. Prze-
prowadzono elektroforetyczny rozdzial bialek z filtratdw otrzymanych po hodowlach
ciagltych mutanta 7. reesei M-7 w roéznych zakresach temperatury i przy réznych ste-
Zeniach induktora i represora w podlozu [6]. Nastgpnie prowadzono 3-dniowa inkuba-
cje wszystkich filtratow w 3 zakresach temperatury identycznych z temperatura ho-
dowli (26, 30 i 34°C), po czym sprawdzono ewentualne zmiany niespecyficznej ak-
tywnosci celulolitycznej i ponownie przeprowadzono elektroforezg biatek na zelu po-
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liakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Nie stwierdzono wyraznych zmian w
aktywnosciach celulolitycznych (FPU) i w profilach elektorforetycznych biatek. Wy-
niki te sa potwierdzeniem doniesien zaprzeczajacych wplywowi proteaz na celulazy
podczas hodowli fermentorowych prowadzonych przy statym pH [8, 10]. Jest to praw-
dopodobnie zwiazane z wiasciwosciami enzyméw produkowanych przez Trichoderma
reesei, ktore naleza do podklasy proteinaz aspartylowych, przejawiajacych maksymal-
na aktywno$¢é przy pH ponizej 4 [3]. Hipotezg te potwierdzaja wyniki badan nad mo-
dyfikacjami proteolitycznymi celulaz podczas hodowli okresowej Trichoderma reesei
QM 9414 w kolbach Erlenmayera, prowadzone przez zespét Kubicka [4]. Uzycie
przeciwcial monoklonalnych przeciwko poszczegdlnym domenom celulaz umozliwito
udowodnienie obecnosci w filtratach pohodowlanych z koncowego okresu hodowli
(niskie pH) czesciowo zmodyfikowanych w wyniku proteolizy pochodnych form CBH
Ii CBHIL

Biomass
mg/ml

2 28 5 8 @2 8 %
o =
=
Niskoproteazowe mutanty (Mp1-Mp10) i
szczep rodzicielski M-7
Low-protease mutants (Mp1-Mp10) and
parental strain M-7

Rys. 1. Plony biomasy uzyskane po hodowlach niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei i
szczepu wyjsciowego w obecnosci laktozy jako zrodta wegla.

Fig. 1.  Yield of biomass obtained after cultivation of low-protease mutants of T. reesei and parental
strain in the presence of lactose as a source of carbon.

Wystepowanie lub brak posekrecyjnych modyfikacji celulaz moze byé zwiazane
zarowno z rodzajem fermentacji (w fermentorze z regulacja pH lub w kolbie Erlen-
mayera), jak i sposobem prowadzenia eksperymentu czy skladem podioza hodowlane-
go. Potwierdzaja to wyzsze aktywnosci proteaz w filtratach pochodzacych z hodowli
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stosowanych szczepéw T. reesei, w obecnosci serwatki zawierajacej wysokie st¢Zenie
biatka. Nalezy réwniez pamigta¢ o niejednakowej wrazliwosci celulaz pochodzacych z
roznych zrédet na dzialanie proteaz. Akiba i wsp. [1] oczyscili i scharakteryzowali
endo PB-1,4 glukanaze z cieczy pohodowlanej Aspergillus niger odporna na proteoli-
tyczny atak. Nie stwierdzono obniZenia aktywnos$ci tego enzymu nawet po dwutygo-
dniowej inkubacji w 40°C z proteaza (sawinaza).

- n © N~ O -] [~
Q. Q Q. Q. Q. Q. Q. Q. Q = s
= 2 2 2 2 2 =2 Z2 2 §-
Niskoproteazowe mutanty (Mp1-Mp10) i
szczep rodzicielski M-7
Low-protease mutants (Mp1-Mp10) and
parental strain M-7

Rys.2. Plony biomasy uzyskane po hodowlach niskoproteazowych mutantéw Trichoderma reesei i
szczepu wyjsciowego w obecnosci serwatki jako zrodia wegla.

Fig. 2. Yield of biomass obtained after cultivation of low-protease mutants of 7. reesei and parental
strain in the presence of whey as a source of carbon.

Poza mutagenizacja oraz doborem warunkéw hodowli, duza rolg¢ w otrzymywa-
niu szczepdw produkujacych proteazy o niskich aktywno$ciach odgrywaja techniki
inZynierii genetycznej. Bakteria E. coli jest uZywana do produkc;ji licznych biatek he-
terologicznych. W kompartmentach komérkowych E. coli wystepuja proteazy, ktére
pelnia rézne funkcje. Np. proteaza DeP odpowiedzialna jest za degradacje niesfaldo-
wanych i nieprawidtowo uksztaltowanych bialek. Z kolei proteaza OmT (biatko alfa),
obecna w zewnetrznej warstwie $ciany komorkowej bakterii, powoduje proteolize
wielu rekombinowanych biatek syntetyzowanych przez E. coli, co jest niekorzystne z
biotechnologicznego punktu widzenia.
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Jiang 1 wsp.[7] przeprowadzili dysrupcje genu kodujacego proteaze OmT przez zamia-
ng na gen opornosci na chloramfenikol. Otrzymane w ten sposob rokombinanty cha-
rakteryzowaly si¢ zwigkszona stabilnoscia biosyntezy in vitro biatka fosfolipazy D.

Prezentowana praca stanowi wstgp do dalszych badan nad zalezno$ciami pomig-
dzy proteazami i innymi enzymami filtratdw pohodowlanych Trichoderma reesei.

Whioski

1. Dziewig¢ niskoproteazowych mutantow Trichoderma reesei M-7 charakteryzowa-
to sig nizszymi od szczepu wyjsciowego aktywno$ciami proteolitycznymi filtra-
tow otrzymanych po hodowlach w obecnosci laktozy i osiem w obecnosci serwat-
ki jako zrodta wegla. o

2. Serwatka wywierata wigkszy indukcyjny wplyw na sekrecjg proteaz podczas ho-
dowli wszystkich badanych szczepdw niz laktoza.

3. Czysta laktoza okazala si¢ bardziej efektywnym induktorem produkcji beta-
galaktozydazy przez mutanty niZ zawarta w serwatce.

4. Plony biomasy o$miu mutantéw i szczepu M-7 byly tylko nieznacznie wyzsze od
oznaczonych po hodowlach na serwatce niz na czystej laktozie, co bylo prawdo-
podobnie zwiazane z litycznym mechanizmem kompensujacym proteaz, przeja-
wiajacych wyzsze aktywnosci w filtratach pochodzacych z hodowli w obecnosci
serwatki.
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ISOLATION AND ELEMENTARY CHARACTERISTIC OF LOW-PROTEASE
MUTANTS OF TRICHODERMA REESEI

Summary

It has been isolated 960 low-protease mutants after mutagenisation using UV radiation and NTG
and selection on medium with addition of gellatine. Ten of them have been tested during batch cultivation
for the production of cellulases, proteases and beta-galactosidase in the presence of whey and lactose as a
source of carbon. Proteolytic activities estimated after cultivation of 9 mutants in the presence of lactose
were lower then parental strain. It has been observed better inductive effect of whey then lactose on the
secretion of proteases by all mutants tested. Pure lactose appeared to be more effective inducer of the
production of beta-galactosidase then contains in whey. Biomass concentration of most mutants after
cultivation on whey was only slightly higher then estimated after cultivation on pure lactose. It was proba-
bly connected with lytic compensatory mechanism of proteases exhibited higher activities in culture fil-
trates from cultivation in the presence of whey. This work is an introduction for future studies on correla-
tion between proteases and other enzymes in culture filtrates of Trichoderma reesei.

Key words: Trichoderma reesei, low-protease mutants, lactose, whey.
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