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The effect of xylose, galactose and sorbose on the production of se-
lected extracellular enzymes by mutant-strain Trichoderma reesei
M-7 during continuous cultivation

Summary

The effect of xylose, galactose and sorbose on the production of cellulases,
xylanases, lytic enzymes and P-galactosidase by mutant - strain Trichoderma
reesei M-7 was analysed. The aforementioned sugars were used separately and
in the form of mixtures with lactose as the source of carbon during continuous
cultivation of mutant M-7. Feeding medium containing mixtures of xylose and
lactose in the ratio of 0.25/0,7596 and 0.5/0.596 induced an increased synthesis of
xylanases. Increased xylanolytic activity (about 12-27%) with the xylose/glucose
ratio 0f 0.25/0.75% and a significantly increased activity (about 2.5 fold) with the
ratio of both sugars of 0.5/0.5% was observed in comparison with continuous
cultivation in the presence of 1% of lactose in the medium. Reduced synthesis of
all cellulolytic (FPU, p-1,4-endoglucanase, p-glucosidase) and xylanolytic en-
zymes correlated with the increased galactose concentration in the feeding me-
dium. Galactose also repressed the production of p-galactosidase of the mu-
tant-strain M-7. The results obtained after continuous cultivation with sorbose
and lactose showed that sorbose was a worse inducer of synthesis of cellulolytic
enzymes than lactose.
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1.Wprowadzenie

Wykorzystanie energii zakumulowanej w biomasie ligninocelulozowej wymaga
jej konwersji do form przyswajalnych. Chemiczna hydroliza tego substratu stwarza
ryzyko zanieczyszczenia $srodowiska. Dlatego tez od wielu lat uwaga badaczy kon-
centruje sie na enzymach rozkfadajacych celuloze do glukozy, tj. celulazach. jedny-
mi z najlepszych producentéw enzyméw celulolitycznych o znaczeniu przemysto-
wym okazaly sie grzyby z rodzaju Trichodernm (Deuteromycetes), a w szczegdlnosci
Trichoderma ressei QM6a i jego mutanty. Celulazy nie sg jednak jedynymi enzymami
obecnymi w filtratach pohodowlanych wymienionych gatunkéw. Duze znaczenie
w hydrolizie biomasy roslinnej odgrywajg ksylanazy, arabanazy, pektynazy i amyla-
zy, ktore sg czesto syntetyzowane obok celulaz. Wazng role odgrywajg takze enzy-
my lityczne, tj. p-1,3-glukanazy, chitynazy i proteazy oddziatujgce na Sciany komor-
kowe grzybow i drozdzy. Ich obecnos¢ w filtratach pohodowlanych moze wptywaé
niekorzystnie na wzrost i zdolnosci produkcyjne komorek, jednak hydroliza enzy-
matyczna $cian komérkowych okazuje sie niezwykle pomocna w otrzymywaniu en-
zymow wewnatrzkomorkowych, badaniach nad struktura Sciany komorkowej, a tak-
ze do otrzymywania protoplastéw wykorzystywanych nastepnie do transformacji
i inzynierii genetycznej (1).

Pomimo wyizolowania, klonowania i zsekwencjonowania 4 gendéw kodujacych
gtéwne celulazy T. reesei CBH | (2), CBH Il (3), EG ! (4) i EG Il (5) dalsze zwiekszenie
produkcji celulaz i bardziej efektywne sterowanie sktadem kompleksu celulolitycz-
nego, a tym samym stworzenie nowych mozliwosci zastosowania tych enzyméw
w praktyce, jak sie wydaje, wymaga poznania mechanizméw regulacji ich produkcji
i sekrecji. Podstawowe pytanie dotyczace regulacji produkcji celulaz zostalo posta-
wione juz ponad 40 lat temu przez Mandels i Reese (6). Do tej pory nie znaleziono
jednoznacznej odpowiedzi jak wysoko spolimeryzowany nierozpuszczalny substrat
jakim jest celuloza powoduje indukcje produkciji celulaz i w jaki sposob sygnat ini-
cjacji transkrypcji genéw celulazowych wnika do wnetrza komorki. Zastosowanie
w ostatnich latach technik immunologicznych z udziatem przeciwciat mono- i poli-
klonalnych przeciw poszczegdinym sktadnikom kompleksu celulolitycznego T. reesei
okazalo sie dobrym narzedziem do identyfikacji oraz iloSciowego oznaczania bar-
dzo matych stezen tych enzymdéw (7,8). Umozliwito to dostarczenie posrednich do-
wodoéw na istnienie konstytutywnych celulaz na powierzchni mycelium i konidiéw
grzyba, ktére dzialajac na celuloze moga uwalnia¢ oligosacharydy bedace potencjal-
cechg kompleksu celulolitycznego zwigzanego z konidiami T. reesei jest dominacja
w jego skiladzie celobiohydrolazy Il (dwukrotnie wiekszy udziat niz celobiohydrola-
zy 1) i brak endoglukanazy | (10). Dla przypomnienia proporcje iloSciowe celobiohy-
drolaz ! i Il wydzielanych przez grzyba do podioza hodowlanego sa odwrotne (12).
Swiadczy to o roli celobiohydrolazy Il w inicjacji rozktadu celulozy oraz moze wska-
zywaé na istnienie specyficznego sygnalu powodujacego podwyzszenie ekspresji
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biatka tego enzymu w czasie konidiogenezy (13). Przypuszczenie to czesciowo po-
twierdza réwniez fakt zwiekszonej ilosci celobiohydrolazy Il zwigzanej z komorka-
mi u hipersekrecyjnych mutantéw T. reesei przy niezmienionym poziomie celobiohy-
drolazy | (14). Rekombinanty o zwielokrotnionej liczbie kopii genéw celobiohydro-
lazy Il cechuje zwigkszenie produkcji celulaz w obecnosci celulozy (15). Natomiast
inaktywacja genu cbh 2 nie powoduje zahamowania wzrostu grzyba podczas ho-
dowli na celulozie, lecz tylko wydtuzenie fazy wstepnej (inicjacji) rozkladu celulozy
(13).

W praktyce w celu obnizenia kosztow produkcji celulaz w miejsce stosowanych
czystych substratéw celulozowych, tj. Avicel, Solca Floc czy pulpy drzewne, stosuje
sie obecnie tatwo dostepne i wygodne do zastosowania podczas hodowli grzybow
cukry: laktoze, celobioze, soforoze, sorboze czy ich pochodne, np. kwas celobiono-
wy i jego lakton.

Celobioza jest rozpuszczalnym produktem rozktadu celulozy stad logiczna, jak
sie wydaje, jest jej funkcja induktora produkcji enzymoéw celulolitycznych. jest tak
rzeczywiscie (6), przy czym efekt indukcyjny uzalezniony jest od szczepu grzyba
i warunkow hodowli. Hodowle T. reesei prowadzone w obecnosci celobiozy lub do-
datek tego cukru do podtoza z celulozg nie powodowat indukcji, a nawet hamowat
produkcje celulaz. jednoczesnie powolne zasilanie hodowli pozywka z celobiozg
jako jedynym zrédtem wegla lub zablokowanie hydrolizy tego cukru przez zew-
natrzkomorkowa (3-glukozydaze prowadzi do biosyntezy celulaz w ilosciach podob-
nych jak w obecnosci celulozy (16). Do induktoréw celulaz nalezy réwniez: soforoza
i lakton kwasu celobionowego (17-19). Niskie stezenie obydwu substratow stwier-
dzono w filtratach T. reesei podczas hodowli w obecnosci celulozy (20). Soforoza
moze powstawac w reakcji transglikozylacji katalizowanej przez (3-glukozydaze lub
endoglukanaze 1 Indukcyjny wptyw tego cukru jest zwigzany z bardzo matym powi-
nowactwem (3-glukozydazy w stosunku do tego substratu (21,22). Potwierdza to
réwniez fakt najwyzszego dziatania indukcyjnego soforozy przy pH 3, przy ktérym
aktywno$¢ (3-glukozydazy jest bliska zeru (21). WSrdd innych rozpuszczalnych sub-
stratow indukujgcych produkcje celulaz na uwage zastuguja: laktoza i sorboza. Pierw-
sza, m.in. ze wzgledu na jej wysokg zawartos¢ w serwatce - produkcie ubocznym
mleczarni. Aktywnosci celulolityczne uzyskiwane podczas hodowli w obecnosci tego
cukru sgjednak znacznie nizsze niz w obecnosci czystych substratéw celulozowych.
Natomiast L-sorboza jest jedynym do tej pory znanym cukrem prostym - indukto-
rem celulaz T. reesei (23,24).

Zwiekszona aktywnos¢ niektdrych enzyméw podczas przeprowadzonej przez
nas hodowli ciagtej mutanta M-7 T. reesei przy odpowiednich stezeniach laktozy
i glukozy w pozywce zasilajgcej (25) wzbudzita zainteresowanie potencjalnym, in-
dukcyjnym efektem dodatku innych cukréw prostych do podtoza hodowlanego z lak-
tozg. Testowane trzy cukry proste: ksyloza, sorboza i galaktoza byty w potaczeniu
z laktozg i oddzielnie, stosowane jako Zrodta wegla podczas hodowli cigglej bada-
nego szczepu w temperaturze 26°C i przy pH 4,0.
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2.Materiaty i metody

w badaniach stosowano nastepujgce odczynniki chemiczne: laktoze jednowod-
ng, salicyne, azokazeine, chityne, laminaryne, kwas 3,5-dinitrosalicylowy, ksylan
z brzozy, (3-o-nitrofenylo galaktozyd (Sigma, St. Luis, USA), ekstrakt drozdzowy BTL
(L6dz, Polska), bibute filtracyjng Whatman nr | (Whatman Ltd., Maidstone, Anglia).
Pozostate odczynniki pochodzity z firmy POCh (Gliwice, Polska)

Mikroorganizm: w badaniach wykorzystano mutanta Trichoderma reesei o symbo-
lu M-7 - wyselekcjonowanego po mutagenizacji promieniami UV 7. reesei QM 9414
w Katedrze Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa Akade-
mii Rolniczej w Lublinie. Mutanta przechowywano na skosach brzeczkowych w tem-
peraturze 2°C, okresowo go przeszczepiajgc.

Hodowle: do hodowli cigglych 7. reesei M-7 w obecnosci rozpuszczalnych zrédet
wegla wykorzystano bioreaktor Bioflo 1l o pojemnosci 5 dm”. Bioreaktor napetnio-
no pozywka mineralng wg Mandels i Weber (26) z dodatkiem laktozy, sterylizo-
wano przy 0,05 MPa przez 30 minut i szczepiono wczesniej przygotowanym inoku-
lum w ilosci 200 cm”. Inokulum otrzymano przez zaszczepienie kolb Erlenmeyera
0 pojemnosci 500 cm” zawierajacych po 100 cm” pozywki mineralnej wg Mandels
| Weber (26) o pH = 5,0, z dodatkiem 1% laktozy, zawiesing konidiéw Trichoderma
reesei M-7 o stezeniu 2 x 10*cm” i inkubacje przez 72 godziny na wytrzgsarce rota-
cyjnej (250 rpm) w temperaturze 28°C. Hodowle fermentorowe prowadzono przy
staltym pH = 4,0 regulowanym przy uzyciu 5% NH40OH i 2,5% H3PO4 i w temperaturze
26°C. Po wyczerpaniu laktozy w podtozu uzupetniano je w sposoéb ciagty z szybko-
Scig 2 cm”/min pozywka mineralng wg Mandels i Weber (26), z dodatkiem laktozy
w stezeniu \% lub ]% mieszaning laktozy i galaktozy, ksylozy, sorbozy. Stosunki
laktozy do cukréw prostych byty nastepujace: 0,75:0,25%; 0,5:0,5%; 0,25:0,75%. Po-
nadto przeprowadzono hodowle w systemie cigglym stosujgc pozywki zawiera-
jace wytgcznie jeden z wymienionych zwigzkéw w stezeniu 1%. Przez caty czas ho-
dowli nastepowat ciggty, nadmiarowy odbior zawiesiny hodowlanej z bioreaktora.
Poszczegodlne cykle hodowli ciggtej prowadzono przez 4-5 dob, przy statej szybko-
sci rozcienczenia D = 0,024 h'", pozwalajgcej utrzymacé Sladowe ilosci cukrow
w podiozu.

Oznaczanie aktywnosci enzymow: aktywno$¢ celulaz (FPU) oznaczano wg Man-
dels i wsp. (27) i wyrazano w jednostkach miedzynarodowych (pmol/cm” x min)
jako aktywnos$¢ wobec bibuly filtracyjnej Whatman nr | (Whatman Ltd). Aktywnos$¢
P-glukozydazy ptynu pohodowlanego oznaczono metoda podang przez IUPAC (28).
Aktywnos¢ endo-"-l,4-glukanazy oznaczono wg metodyki podanej przez Targon-
skiego i Szajera (29). Aktywnos$¢ ksylanolityczng okreslano nastepujaco: do 50 mg
ksylanu (Sigma) dodawano 0,9 cm” buforu octanowego o pH 4,8 i 0,1 cm” rozcien-
czonego pitynu pohodowlanego. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 50°C
oznaczano w mieszaninie cukry redukujgce w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylo-
wym (30). Aktywnos$¢ ksytanolityczng wyrazano w |Limol/cm® x min. Aktywnos¢ pro-
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teaz oznaczano wobec azokazeiny (Sigma), jak podali Lovrien i wsp. (31). Aktywnos¢
enzymatyczng chitynazy oznaczano wobec chityny koloidalnej, ktérg otrzymywano
z chityny natywnej (Sigma) (32). Reakcje enzymatyczng przeprowadzano inkubujgc
0,5 cm” roztworu chityny z 0,5 cm” plynu pohodowlanego przez 60 min i ozna-
czajgc cukry redukujgce po zagotowaniu mieszaniny z kwasem 3,5-dinitrosalicylo-
wym. Aktywnos¢ wyrazano w nanomolach substancji redukujgcych/cm™ x min. Do
oznaczania aktywnosci p-1,3-glukanazy uzywano laminaryny (Sigma) (33). Aktyw-
nos¢ tego enzymu wyrazano w ilosci uwolnionych pmoli cukréow redukujgcych przez
1 cm” preparatu enzymatycznego w ciggu ! minuty po inkubacji 0,9 cm” roztworu
SLibstratLi z 0,1 cm” ptynu pohodowlanego w czasie 30 minut i temperaturze 50°C
i reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym. Oznaczenie aktywnosci (3-galaktozydazy
przeprowadzono wg Colowick i Kaplan (34) uzywajgc 0,1 M buforu octanowego
0 pH 4,8 zamiast 0,2 M fosforanu sodowego. Pozostate warunki reakcji enzymatycz-
nej nie ulegly zmianie. Zawartos¢ biatka oznaczano metodg wg Lowry i wsp. (35).
Mase grzybni w bioreaktorze oznaczano po odwirowaniu i przemyciu prébek woda
destylowang metodg suszarkowa, w 105°C.

3. Wyniki

Zmiany aktywnosci enzymow ksylanolitycznych w filtratach otrzymanych po ho-
dowli cigglej mutanta M-7 zasilanej pozywkg z laktozg i ksylozg w temperaturze
26°C byly podobne jak podczas hodowli ciggtej w 30°C w obecnosci laktozy i gluko-
zy (25). W obydwu przypadkach dodatek cukru prostego do pozywki powodowat in-
dukcje produkciji ksylanaz. Zaobserwowano 12-27% wzrost aktywnosci enzymatycz-
nej ksylanaz w filtratach po hodowli T. reesei M-7 w podtozu zawierajgcym 0,25%
ksylozy i 0,75% laktozy i az 2,5-krotne jej podwyzszenie w obecnosci tych samych
cukrow, ale zmieszanych w réwnych stosunkach (0,5 : 0,5%) (tab. 1). Zainteresowa-
nie budzi fakt, ze aktywnos$¢ ta byta tylko minimalnie nizsza przy wyzszych, 0,75
i 1%, stezeniach ksylozy w pozywce zasilajgcej. Inaczej niz podczas hodowli ciggtych
w obecnosci glukozy, ksyloza wplywata na aktywnosci enzymoéw celulolitycznych
produkowanych przez mutanta M-7. Zaréwno aktywnosci obydwu sktadnikow kom-
pleksu, tj. p-1,4-endoglukanazy i aryl-p-glukozydazy jak i niespecyficzna aktywnos¢
FPU byly coraz nizsze gdy wzrastato stezenie ksylozy w podtozu hodowlanym. Do-
datek ksylozy do poditoza podczas hodowli ciggltej mutanta M-7 nie wptywat na pro-
dukcje chitynaz i p-1,3-glukanaz. Aktywnos¢ obydwu grup enzymoéw autolitycznych
utrzymywata sie na statym poziomie w obecnosci wszystkich kombinacji mieszanin
cukrow stosowanych jako zrédio wegla. Zaobserwowano natomiast prawie dwu-
krotne zwiekszenie aktywnosci enzyméw proteolitycznych, ktéra osiggneta swoje
maksimum przy 0,5% stezeniach ksylozy i laktozy. Dalsze zwigekszenie zawartoSci
ksylozy do 1% spowodowato obnizenie aktywnosci enzymatycznych proteaz do war-
tosci wyjsciowej oznaczonej podczas hodowli w obecnosci 1% laktozy. Tym m.in.
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wynikajacym z braku kompensacji dziataniem enzymow litycznych mozna wyttuma-
czy¢ zwiekszony plon biomasy tego mutanta przy 0,75 i 1% stezeniach ksylozy.
inne niz przypuszczano wyniki otrzymano po hodowli w obecnosci galaktozy.
Zwiekszenie stosunku stezenia tego cukru do laktozy w mieszaninie powodowato
obnizenie oznaczanych aktywnosci cetulolitycznych (FPU, (3-1,4-endoglukanazy i a-
ryl-(3-gtukozydazy) i ksylanolitycznych. Galaktoza wywierata réwniez represyjny wptyw
na produkcje (3-galaktozydazy przez mutanta M-7. W$réd enzymoéw autolitycznych
zaobserwowano tylko zwigkszenie aktywnosci (3-1,3-glukanazy z 2,25 pmol/cm”™ x min
do 4,41-4,56 pmol/cm” x min w obecnos$ci 1% galaktozy. Produkcja dwoch pozo-
stalych enzyméw: chitynazy i proteazy byta podobnie jak innych enzyméw zmniej-
szona przy wyzszych stezeniach cukru prostego w pozywce zasilajgcej (tab. 2).

Kolejny cukier prosty, tj. sorboza okazat sie gorszym od laktozy induktorem bio-
syntezy celulaz. Niespecyficzna aktywnos¢ FPU filtratow otrzymanych po hodowlach
Trichodemia reesei M-7 przy \% mieszaninach obydwu cukrow w pozywce zasilajacej
(0,25% sorbozy i 0,75% laktozy oraz 0,5% sorbozy i 0,5% laktozy) utrzymywata sie na
podobnym poziomie jak w obecnosci 1% laktozy (tab. 3). Zwiekszenie stezenia sor-
bozy do 0,75% i dalej do 1% powodowato ponad 3-krotne obnizenie aktywnos$ci FPU
(0,35-0,38 FPU/cm™). Podobne tendencje stwierdzono w przypadku sktadnikéw kom-
pleksu celulolitycznego, przy czym (3-1,4-endoglukanaza okazata sie bardziej wrazli-
wa na obecnos¢ sorbozy do jej 0,5% stezenia, a aktywnos¢ aryl-(3-glukozydazy ule-
gata wiekszemu obnizeniu przy 0,75 i 1% koncentracji tego cukru w podtozu hodow-
lanym.

Zmiany aktywnosci ksylanaz filtratbw pohodowlanych uzyskanych podczas ho-
dowli ciggtej mutanta M-7 w obecnosci sorbozy byly podobne do oznaczanych w fil-
tratach pochodzacych z hodowli w obecnosci galaktozy. Wzrost stezenia tego cukru
w pozywce zasilajacej byt skorelowany ze stopniowym obnizeniem produkciji ksyla-
naz od 22,71 pmol/cm” x min (1% laktozy) do 6,51-7,14 pmol/cm” X min w obec-
nosci 1% sorbozy.

Nie zaobserwowano natomiast wyraznego wplywu stezenia sorbozy na aktyw-
nosci enzyméw autolitycznych, ktére utrzymywaly sie na prawie statym poziomie
bez wzgledu na warunki hodowli ciggtej. Podobnie zmiany procentowego stosunku
laktozy i sorbozy w pozywce zasilajgcej nie powodowaty wiekszych zmian w wydaj-
nosciach namnazania biomasy grzybni mutanta M-7.

4. Dyskusja

Wybor cukrow prostych: ksylozy, galaktozy i sorbozy, stosowanych oddzielnie
i w pofaczeniu z laktozg jako Zrddio wegla podczas hodowli ciggltych T. reesei M-7
byt nieprzypadkowy. Dobrze udokumentowany jest pozytywny wptyw jaki oligome-
ry ksylozy: ksylobioza i ksylotrioza wywieraja na produkcje enzymow ksylanolitycz-
nych przez grzyby z rodzaju Trichodemia. Z kolei sorboza jest do tej pory jedynym
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poznanym cukrem prostym bedacym induktorem celulaz T. reesei. Natomiast doda-
tek galaktozy do podioza z laktoza podczas badan prowadzonych przez Morikawa
i wsp. (36) powodowat zwiekszenie produkcji cetuiaz przez mutanta T. reesei. Cukier
ten okazat sie ponadto najlepszym sposrod testowanych w tej pracy induktorem
biosyntezy p-galaktozydazy.

Dodatek do pozywki ksylozy i laktozy podczas hodowli ciggtej mutanta M-7 po-
wodowat zwiekszenie produkcji ksylanaz, ktéra osiggneta maksimum, gdy obydwa
cukry byly zmieszane ze sobg w stosunku 1.1 (0,5 : 0,5%). Co ciekawsze, zaobserwo-
wano nieznaczne, tylko w przyblizeniu 10-15%, obnizenie aktywnosci ksylanolitycz-
nej przy 0,75 i 1% stezeniach cukru prostego w pozywce zasilajacej. Mogto to by¢
zwigzane z cigglym sposobem hodowli oraz szybkoscig zasilania pozywka przy kto-
rej zmniejszat sie represyjny wplyw ksylozy na produkcje enzymoéw ksylanolitycz-
nych. Nalezy zaznaczy¢, ze produkcje niewielkich ilosci ksylanaz w podtozu z ksy-
lozg zaobserwowano takze podczas hodowli okresowych Trichoderma reesei QM 9414
(37) i Aspergillus terreus (38). Podczas hodowli Trichderma longibrachiatum nastepo-
wato natomiast zahamowanie biosyntezy zaréwno enzyméw ksylanolitycznych jak
i celulolitycznych (39).

Wiadomo, ze laktoza jest efektywnym induktorem biosyntezy zar6wno enzy-
mow celulolitycznych jak i ksylanolitycznych. Produkcja obydwu grup enzyméw jest
zsynchronizowana u wiekszosci gatunkéw rodzaju Trichoderma. Nie budzi to zdzi-
wienia biorgc pod uwage fakt Scistego naturalnego potaczenia hemiceluloz i celulo-
zy w biomasie roslinnej. Interesujgce wyniki otrzymano w przeprowadzonych bada-
niach nad zalezno$ciami pomiedzy procesami indukcji ksylanaz i celulaz u Trichoder-
ma longibrachiatum (40). Laktoza indukowata produkcje jednych jak i drugich enzy-
mow u tego grzyba, przy czym szybkos¢ indukcji ksylanaz byta nizsza w poréwnaniu
gdy jako zrédta wegla byly uzywane: ksylobioza i ksylotrioza. Réznice te, zdaniem
autorow, sg dowodem na odrebne mechanizmy indukcji przez te dwa substraty (lak-
toze i ksyloze). Zasugerowali oni réwniez, ze jedng z przyczyn wydtuzenia okresu
indukcji w obecnosci laktozy mégt by¢ proces przeksztatcania tego cukru do tzw.
prawdziwego induktora ksylanaz (true inducer). Zmieszanie obydwu cukréw w sto-
sunku ! : 1 spowodowato znaczne podwyzszenie produkcji ksylanaz w poréwnaniu,
gdy byly one stosowane oddzielnie jako zrédta wegla podczas hodowli Trichoderma
longibrachiatum. Efekt ten jest podobny do majgcego miejsce podczas hodowli
ciggtej Trichoderma reesei M-7 w temperaturze 26°C w obecnosci laktozy i ksylozy
i w temperaturze 30°C w obecnosci laktozy i glukozy, jego przyczyng podczas ho-
dowli obydwu mikroorganizméw mogto by¢ zwiekszenie plonu biomasy lub wy-
dluzenie okresu indukcji zwigzane ze zmniejszeniem szybkosci rozktadu induktora
(laktozy) w obecnosci tatwo przyswajalnych cukrow w podtozu (ksylozy lub gluko-
zy). Niewykluczone réwniez, ze mechanizm indukcji ksylanaz przez laktoze jest po-
dobny do zaproponowanego przez Morikawa i wsp. (36) dla enzymoéw celulolitycz-
nych ijest zwigzany z aktywacjg hipotetycznej permeazy katalizujgcej transport lak-
tozy badz jej pochodnych do wnetrza komérek. Indukcyjne dziatanie cukréw pro-
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stych moze by¢ dwukierunkowe: przez zmniejszenie szybkosci rozkladu induktora,
spowodowane na przyktad represja produkcji p-galaktozydazy oraz zwiekszeniem
szybkosci jej pobierania. By¢ moze etapem, ktéry determinuje indukcje transkrypciji
genow celulazowych badz ksyianazowych jest dalszy metabolizm laktozy wewnatrz
komorki. Sygnatem w tym procesie mogtyby by¢ do pewnej wartosci progowej ste-
zenia dimery lub oligomery: celobioza, ksylobioza, ksylotrioza lub cukry proste: glu-
koza, ksyloza. Logiczna, jak sie wydaje, jest mozliwos¢ zapoczatkowania tego pro-
cesu na etapie transportu laktozy do wnetrza komorek grzyba przez aktywacje od-
powiedniej permeazy lub kompleksu biatek zwigzanych z btong komérkowag. W dal-
szych badaniach majgcych na celu wyjasnienie mechanizmu indukcji enzymow przez
laktoze powinno witasnie koncentrowac sie na wyizolowaniu i okresleniu gtéwnych
wihasciwosci permeazy laktozy.

Wyniki pomiaréw aktywnosci enzymatycznych celulaz i (3-galal<tozydazy pod-
czas hodowli T. reesei M-7 w obecnosci laktozy i galaktozy byly odwrotne od uzyska-
nych przez Morikawa i wsp. (36). Dodatek galaktozy do podtoza z laktozg powodo-
wat, 0 czym wspomniano juz wczesniej, szybsze pobieranie tego drugiego cukru
przez komorki grzyba oraz zmniejszenie produkciji celulaz podczas hodowli okreso-
wej mutanta PC-3-7 Trichoderma reesei. Galaktoza okazata sie takze najlepszym spo-
srod testowanych w pracy Morikawa i wsp. (36) cukréw, induktorem biosyntezy
(3-galaktozydazy przez badanego grzyba. Wyniki uzyskane w obydwu pracach sg
trudne do poréwnywania i formutowania na tej podstawie wnioskéw, gdyz dotycza
dwdch mutantéw o by¢é moze catkowicie odmiennych metabolizmach. Duzy wplyw
na zrdéznicowanie tendencji w zmianach aktywnosci enzymatycznych mogt miec
réwniez ciagly lub okresowy sposéb hodowli mikroorganizméw.

Indukcyjny wpltyw sorbozy na produkcje celulaz Trichoderma reesei zostat stwier-
dzony przez Kawamori i wsp. (24). Badacze ci po wielostopniowej mutagenizacji
T. reesei QM 9414 i procesie selekcji otrzymali mutanty odporne na represje katabo-
liczna wywotywana przez glukoze (seria KDG), a z nich z kolei produkujace celulazy
w obecnosci sorbozy (seria P-C). Najlepszym spos$réd testowanych okazat sie mutant
0 symbolu PC-3-7 opisywany juz wczesniej w pracy. llosci celulaz produkowanych
przez mutanta podczas hodowli w podtozu z sorbozg byly wyzsze niz w przypadku
celulozy AVICEL czy laktozy i zblizone do uzyskiwanych w obecno$ci najbardziej
efektywnego induktora tych enzymow, tj. soforozy. Sorboza i celuloza AVICEL zmie-
szane ze sobg (0,3 : \%) indukowaly znacznie wyzszg produkcje celulaz niz gdy byly
w tych samych stezeniach stosowane oddzielnie jako zrédta wegla podczas hodowli
mikroorganizmu. Co wiecej, takie samo zjawisko miato miejsce po tgcznym zastoso-
waniu glukozy i sorbozy zmieszanych w tych samych stosunkach podczas hodowli
okresowej 7. reesei PC-3-7.

Natomiast dodatek sorbozy do laktozy podczas przeprowadzonej w tej pracy
hodowli ciagtej mutanta M-7 nie powodowat zwiekszenia produkcji celulaz. Sorbo-
za okazata sie réwniez w tym przypadku gorszym od laktozy induktorem tych enzy-
mow. Odmienne zachowanie mutanta 7. reesei M-7 w poréwnaniu do PC-3-7 dowo-
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dzi, ze sorboza nie jest uniwersalnym induktorem celulaz Trichodemm reesei. Proces
indukcji enzymow celulolitycznych przez ten substrat moze zaleze¢ od genealogii
uzytego mutanta, ukierunkowania procesu mutagenizacji i selekcji otrzymanych
mutantéw, a takze stezenia i czasu dodania induktora do hodowli, rodzaju hodowli,
obecnosci w podiozu innego Zrodla wegta i innych.

5. Whnioski

1. W przedstawionych w pracy wynikach badan potwierdzono mozliwos¢ uzycia
rozpuszczalnych cukréw jako induktoréw biosyntezy celulaz i ksylanaz. Substraty
te sg tatwiejsze w poréwnaniu do celulozy do zastosowania, szczegolnie podczas
hodowli ciggtych T. reesei.

2. Sorboza okazata sie gorszym od laktozy induktorem produkcji celulaz T. re-
esei. Jej 0,75% dodatek do 0,25% laktozy powodowal zmniejszenie produkcji enzy-
mow celulolitycznych podczas hodowli ciggtej mutanta M-7.

3. Wzrost stezenia ksylozy w podtozu indukowat produkcje ksylanaz podczas
hodowli ciggtej T. reesei M-7. Najwyzsza aktywnos¢ tych enzymow w filtratach poho-
dowlanych oznaczono przy 0,5% stezeniach tego cukru w pozywce zasilajgcej i mini-
malnie tylko nizsze przy 0,75 i 1%.

Praca zostata wykonana w ramach projektu badawczego nr 6 P04B 026 10 finansowanego przez Ko-
mitet Badan Naukowych.
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