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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 of 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 środowiska. Dlatego też od wielu lat uwaga badaczy kon
centruje się na enzymach rozkładających celulozę do glukozy, tj. celulazach. jedny
mi z najlepszych producentów enzymów celulolitycznych o znaczeniu przemysło
wym okazały się grzyby z rodzaju Trichodernm (Deuteromycetes), a w szczególności 
Trichoderma ressei QM6a i jego mutanty. Celulazy nie są jednak jedynymi enzymami 
obecnymi w filtratach pohodowlanych wymienionych gatunków. Duże znaczenie 
w hydrolizie biomasy roślinnej odgrywają ksylanazy, arabanazy, pektynazy i amyla- 
zy, które są często syntetyzowane obok celulaz. Ważną rolę odgrywają także enzy
my lityczne, tj. p-1,3-glukanazy, chitynazy i proteazy oddziałujące na ściany komór
kowe grzybów i drożdży. Ich obecność w filtratach pohodowlanych może wpływać 
niekorzystnie na wzrost i zdolności produkcyjne komórek, jednak hydroliza enzy
matyczna ścian komórkowych okazuje się niezwykle pomocna w otrzymywaniu en
zymów wewnątrzkomórkowych, badaniach nad strukturą ściany komórkowej, a tak
że do otrzymywania protoplastów wykorzystywanych następnie do transformacji 
i inżynierii genetycznej (1).

Pomimo wyizolowania, klonowania i zsekwencjonowania 4 genów kodujących 
główne celulazy T. reesei CBH I (2), CBH II (3), EG 1 (4) i EG II (5) dalsze zwiększenie 
produkcji celulaz i bardziej efektywne sterowanie składem kompleksu celulolitycz- 
nego, a tym samym stworzenie nowych możliwości zastosowania tych enzymów 
w praktyce, jak się wydaje, wymaga poznania mechanizmów regulacji ich produkcji 
i sekrecji. Podstawowe pytanie dotyczące regulacji produkcji celulaz zostało posta
wione już 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 indukcję produkcji celulaz i w jaki sposób sygnał ini
cjacji transkrypcji genów celulazowych wnika do wnętrza komórki. Zastosowanie 
w ostatnich latach technik immunologicznych z udziałem przeciwciał mono- i poli- 
klonalnych przeciw poszczególnym składnikom kompleksu celulolitycznego T. reesei 
okazało się dobrym narzędziem do identyfikacji oraz ilościowego oznaczania bar
dzo małych stężeń tych enzymów (7,8). Umożliwiło to dostarczenie pośrednich do
wodów na istnienie konstytutywnych celulaz na powierzchni mycelium i konidiów 
grzyba, które działając na celulozę mogą uwalniać oligosacharydy będące potencjal
nymi sygnałami inicjującymi transkrypcję genów celulazowych (9-11). Interesującą 
cechą kompleksu celulolitycznego związanego z konidiami T. reesei jest dominacja 
w jego składzie celobiohydrolazy II (dwukrotnie większy udział niż celobiohydrola- 
zy 1) i brak endoglukanazy 1 (10). Dla przypomnienia proporcje ilościowe celobiohy- 
drolaz 1 i II wydzielanych przez grzyba do podłoża hodowlanego są odwrotne (12). 
Świadczy to o roli celobiohydrolazy II w inicjacji rozkładu celulozy oraz może wska
zywać na istnienie specyficznego sygnału powodującego podwyższenie ekspresji
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białka tego enzymu w czasie konidiogenezy (13). Przypuszczenie to częściowo po
twierdza również fakt zwiększonej ilości celobiohydrolazy II związanej z komórka
mi u hipersekrecyjnych mutantów T. reesei przy niezmienionym poziomie celobiohy
drolazy 1 (14). Rekombinanty o zwielokrotnionej liczbie kopii genów celobiohydro
lazy II cechuje zwiększenie produkcji celulaz w obecności celulozy (15). Natomiast 
inaktywacja genu cbh 2 nie powoduje zahamowania wzrostu grzyba podczas ho
dowli na celulozie, lecz tylko wydłużenie fazy wstępnej (inicjacji) rozkładu celulozy 
(13).

W praktyce w celu obniżenia kosztów produkcji celulaz w miejsce stosowanych 
czystych substratów celulozowych, tj. Avicel, Solca Floc czy pulpy drzewne, stosuje 
się obecnie łatwo dostępne i wygodne do zastosowania podczas hodowli grzybów 
cukry: laktozę, celobiozę, soforozę, sorbozę czy ich pochodne, np. kwas celobiono- 
wy i jego lakton.

Celobioza jest rozpuszczalnym produktem rozkładu celulozy stąd logiczna, jak 
się wydaje, jest jej funkcja induktora produkcji enzymów celulolitycznych. jest tak 
rzeczywiście (6), przy czym efekt indukcyjny uzależniony jest od szczepu grzyba 
i warunków hodowli. Hodowle T. reesei prowadzone w obecności celobiozy lub do
datek tego cukru do podłoża z celulozą nie powodował indukcji, a nawet hamował 
produkcję celulaz. jednocześnie powolne zasilanie hodowli pożywką z celobiozą 
jako jedynym źródłem węgla lub zablokowanie hydrolizy tego cukru przez zew- 
nątrzkomórkową (3-glukozydazę prowadzi do biosyntezy celulaz w ilościach podob
nych jak w obecności celulozy (16). Do induktorów celulaz należy również: soforoza 
i lakton kwasu celobionowego (17-19). Niskie stężenie obydwu substratów stwier
dzono w filtratach T. reesei podczas hodowli w obecności celulozy (20). Soforoza 
może powstawać w reakcji transglikozylacji katalizowanej przez (3-glukozydazę lub 
endoglukanazę 1. Indukcyjny wpływ tego cukru jest związany z bardzo małym powi
nowactwem (3-glukozydazy w stosunku do tego substratu (21,22). Potwierdza to 
również fakt najwyższego działania indukcyjnego soforozy przy pH 3, przy którym 
aktywność (3-glukozydazy jest bliska zeru (21). Wśród innych rozpuszczalnych sub
stratów indukujących produkcję celulaz na uwagę zasługują: laktoza i sorboza. Pierw
sza, m.in. ze względu na jej wysoką zawartość w serwatce - produkcie ubocznym 
mleczarni. Aktywności celulolityczne uzyskiwane podczas hodowli w obecności tego 
cukru są jednak znacznie niższe niż w obecności czystych substratów celulozowych. 
Natomiast L-sorboza jest jedynym do tej pory znanym cukrem prostym - indukto- 
rem celulaz T. reesei (23,24).

Zwiększona aktywność niektórych enzymów podczas przeprowadzonej przez 
nas hodowli ciągłej mutanta M-7 T. reesei przy odpowiednich stężeniach laktozy 
i glukozy w pożywce zasilającej (25) wzbudziła zainteresowanie potencjalnym, in
dukcyjnym efektem dodatku innych cukrów prostych do podłoża hodowlanego z lak
tozą. Testowane trzy cukry proste: ksyloza, sorboza i galaktoza były w połączeniu 
z laktozą i oddzielnie, stosowane jako źródła węgla podczas hodowli ciągłej bada
nego szczepu w temperaturze 26°C i przy pH 4,0.

Wptyw wybranych monosacharydów na biosyntezę celulaz, ksylanaz i enzymów litycznych
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2. Materiały i metody

w badaniach stosowano następujące odczynniki chemiczne: laktozę jednowod- 
ną, salicynę, azokazeinę, chitynę, laminarynę, kwas 3,5-dinitrosaIicylowy, ksylan 
z brzozy, (3-o-nitrofenylo galaktozyd (Sigma, St. Luis, USA), ekstrakt drożdżowy BTL 
(Łódź, Polska), bibułę filtracyjną Whatman nr 1 (Whatman Ltd., Maidstone, Anglia). 
Pozostałe odczynniki pochodziły 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 Przemysłu Rolno-Spożywczego i Przechowalnictwa Akade
mii Rolniczej w Lublinie. Mutanta przechowywano na skosach brzęczkowych w tem
peraturze 2°C, okresowo go przeszczepiając.

Hodowle: do hodowli ciągłych 7. reesei M-7 w obecności rozpuszczalnych źródeł 
węgla wykorzystano bioreaktor Bioflo III o pojemności 5 dm^. Bioreaktor napełnio
no pożywką mineralną wg Mandels i Weber (26) z dodatkiem laktozy, sterylizo
wano przy 0,05 MPa przez 30 minut i szczepiono wcześniej przygotowanym inoku- 
lum w ilości 200 cm^. Inokulum otrzymano przez zaszczepienie kolb Erlenmeyera
0 pojemności 500 cm^ zawierających po 100 cm^ pożywki mineralnej wg Mandels
1 Weber (26) o pH = 5,0, z dodatkiem 1% laktozy, zawiesiną konidiów Trichoderma 
reesei M-7 o stężeniu 2 x 10^/cm^ i inkubację przez 72 godziny na wytrząsarce rota
cyjnej (250 rpm) w temperaturze 28°C. Hodowle fermentorowe prowadzono przy 
stałym pH = 4,0 regulowanym przy użyciu 5% NH4OH i 2,5% H3PO4 i w temperaturze 
26°C. Po wyczerpaniu laktozy w podłożu uzupełniano je w sposób ciągły z szybko
ścią 2 cm^/min pożywką mineralną wg Mandels i Weber (26), z dodatkiem laktozy 
w stężeniu \% lub ]% mieszaniną laktozy i galaktozy, ksylozy, sorbozy. Stosunki 
laktozy do cukrów prostych były następujące: 0,75:0,25%; 0,5:0,5%; 0,25:0,75%. Po
nadto przeprowadzono hodowle w systemie ciągłym stosując pożywki zawiera
jące wyłącznie jeden z wymienionych związków w stężeniu 1%. Przez cały czas ho
dowli następował ciągły, nadmiarowy odbiór zawiesiny hodowlanej z bioreaktora. 
Poszczególne cykle hodowli ciągłej prowadzono przez 4-5 dób, przy stałej szybko
ści rozcieńczenia D = 0,024 h'^, pozwalającej utrzymać śladowe ilości cukrów 
w podłożu.

Oznaczanie aktywności enzymów: aktywność celulaz (FPU) oznaczano wg Man
dels i wsp. (27) i wyrażano w jednostkach międzynarodowych (pmol/cm^ x min) 
jako aktywność wobec bibuły filtracyjnej Whatman nr 1 (Whatman Ltd). Aktywność 
P-glukozydazy płynu pohodowlanego oznaczono metodą podaną przez lUPAC (28). 
Aktywność endo-^-l,4-glukanazy oznaczono wg metodyki podanej przez Targoń
skiego i Szajera (29). Aktywność ksyłanolityczną określano następująco: do 50 mg 
ksylanu (Sigma) dodawano 0,9 cm^ buforu octanowego o pH 4,8 i 0,1 cm^ rozcień
czonego płynu pohodowlanego. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 50°C 
oznaczano w mieszaninie cukry redukujące w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylo- 
wym (30). Aktywność ksyłanolityczną wyrażano w |Limol/cm^ x min. Aktywność pro-
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teaz oznaczano wobec azokazeiny (Sigma), jak podali Lovrien i wsp. (31). Aktywność 
enzymatyczną chitynazy oznaczano wobec chityny koloidalnej, którą otrzymywano 
z chityny natywnej (Sigma) (32). Reakcję enzymatyczną przeprowadzano inkubując 
0,5 cm^ roztworu chityny z 0,5 cm^ płynu pohodowlanego przez 60 min i ozna
czając cukry redukujące po zagotowaniu mieszaniny z kwasem 3,5-dinitrosalicylo- 
wym. Aktywność wyrażano w nanomolach substancji redukujących/cm^ X min. Do 
oznaczania aktywności p-1,3-glukanazy używano laminaryny (Sigma) (33). Aktyw
ność tego enzymu wyrażano w ilości uwolnionych pmoli cukrów redukujących przez 
1 cm^ preparatu enzymatycznego w ciągu 1 minuty po inkubacji 0,9 cm^ roztworu 
SLibstratLi z 0,1 cm^ płynu pohodowlanego w czasie 30 minut i temperaturze 50°C 
i reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym. Oznaczenie aktywności (3-galaktozydazy 
przeprowadzono wg Colowick i Kaplan (34) używając 0,1 M buforu octanowego 
o pH 4,8 zamiast 0,2 M fosforanu sodowego. Pozostałe warunki reakcji enzymatycz
nej nie uległy zmianie. Zawartość białka oznaczano metodą wg Lowry i wsp. (35). 
Masę grzybni w bioreaktorze oznaczano po odwirowaniu i przemyciu próbek wodą 
destylowaną metodą suszarkową, w 105°C.

Wpływ wybranych monosacharydów na biosyntezę celulaz, ksylanaz i enzymów litycznych

3. Wyniki

Zmiany aktywności enzymów ksylanolitycznych w filtratach otrzymanych po ho
dowli ciągłej mutanta M-7 zasilanej pożywką z laktozą i ksylozą w temperaturze 
26°C były podobne jak podczas hodowli ciągłej w 30°C w obecności laktozy i gluko
zy (25). W obydwu przypadkach dodatek cukru prostego do pożywki powodował in
dukcję produkcji ksylanaz. Zaobserwowano 12-27% wzrost aktywności enzymatycz
nej ksylanaz w filtratach po hodowli T. reesei M-7 w podłożu zawierającym 0,25% 
ksylozy i 0,75% laktozy i aż 2,5-krotne jej podwyższenie w obecności tych samych 
cukrów, ale zmieszanych w równych stosunkach (0,5 : 0,5%) (tab. 1). Zainteresowa
nie budzi fakt, że aktywność ta była tylko minimalnie niższa przy wyższych, 0,75 
i 1%, stężeniach ksylozy w pożywce zasilającej. Inaczej niż podczas hodowli ciągłych 
w obecności glukozy, ksyloza wpływała na aktywności enzymów celulolitycznych 
produkowanych przez mutanta M-7. Zarówno aktywności obydwu składników kom
pleksu, tj. p-1,4-endoglukanazy i aryl-p-glukozydazy jak i niespecyficzna aktywność 
FPU były coraz niższe gdy wzrastało stężenie ksylozy w podłożu hodowlanym. Do
datek ksylozy do podłoża podczas hodowli ciągłej mutanta M-7 nie wpływał na pro
dukcję chitynaz i p-1,3-glukanaz. Aktywność obydwu grup enzymów autolitycznych 
utrzymywała się na stałym poziomie w obecności wszystkich kombinacji mieszanin 
cukrów stosowanych jako źródło węgla. Zaobserwowano natomiast prawie dwu
krotne zwiększenie aktywności enzymów proteolitycznych, która osiągnęła swoje 
maksimum przy 0,5% stężeniach ksylozy i laktozy. Dalsze zwiększenie zawartości 
ksylozy do 1% spowodowało obniżenie aktywności enzymatycznych proteaz do war
tości wyjściowej oznaczonej podczas hodowli w obecności 1% laktozy. Tym m.in.
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wynikającym z braku kompensacji działaniem enzymów litycznych można wytłuma
czyć zwiększony plon biomasy tego mutanta przy 0,75 i 1% stężeniach ksylozy.

inne niż przypuszczano wyniki otrzymano po hodowli w obecności galaktozy. 
Zwiększenie stosunku stężenia tego cukru do laktozy w mieszaninie powodowało 
obniżenie oznaczanych aktywności cełulolitycznych (FPU, (3-1,4-endoglukanazy i a- 
ryl-(3-głukozydazy) i ksylanolitycznych. Galaktoza wywierała również represyjny wpływ 
na produkcję (3-galaktozydazy przez mutanta M-7. Wśród enzymów autolitycznych 
zaobserwowano tylko zwiększenie aktywności (3-1,3-glukanazy z 2,25 pmol/cm^ X min 
do 4,41-4,56 pmol/cm^ x min w obecności 1% galaktozy. Produkcja dwóch pozo
stałych enzymów: chitynazy i proteazy była podobnie jak innych enzymów zmniej
szona przy wyższych stężeniach cukru prostego w pożywce zasilającej (tab. 2).

Kolejny cukier prosty, tj. sorboza okazał się gorszym od laktozy induktorem bio
syntezy celulaz. Niespecyficzna aktywność FPU filtratów otrzymanych po hodowlach 
Trichodemia reesei M-7 przy \% mieszaninach obydwu cukrów w pożywce zasilającej 
(0,25% sorbozy i 0,75% laktozy oraz 0,5% sorbozy i 0,5% laktozy) utrzymywała się na 
podobnym poziomie jak w obecności 1% laktozy (tab. 3). Zwiększenie stężenia sor
bozy do 0,75% i dalej do 1% powodowało ponad 3-krotne obniżenie aktywności FPU 
(0,35-0,38 FPU/cm^). Podobne tendencje stwierdzono w przypadku składników kom
pleksu celulolitycznego, przy czym (3-1,4-endoglukanaza okazała się bardziej wrażli
wa na obecność sorbozy do jej 0,5% stężenia, a aktywność aryl-(3-glukozydazy ule
gała większemu obniżeniu przy 0,75 i 1% koncentracji tego cukru w podłożu hodow
lanym.

Zmiany aktywności ksylanaz filtratów pohodowlanych uzyskanych podczas ho
dowli ciągłej mutanta M-7 w obecności sorbozy były podobne do oznaczanych w fil
tratach pochodzących z hodowli w obecności galaktozy. Wzrost stężenia tego cukru 
w pożywce zasilającej był skorelowany ze stopniowym obniżeniem produkcji ksyla
naz od 22,71 pmol/cm^ x min (1% laktozy) do 6,51-7,14 pmol/cm^ x min w obec
ności 1% sorbozy.

Nie zaobserwowano natomiast wyraźnego wpływu stężenia sorbozy na aktyw
ności enzymów autolitycznych, które utrzymywały się na prawie stałym poziomie 
bez względu na warunki hodowli ciągłej. Podobnie zmiany procentowego stosunku 
laktozy i sorbozy w pożywce zasilającej nie powodowały większych zmian w wydaj- 
nościach namnażania biomasy grzybni mutanta M-7.

Wpływ wybranych monosacharydów na biosyntezę celulaz, ksylanaz i enzymów litycznych

4. Dyskusja

Wybór cukrów prostych: ksylozy, galaktozy i sorbozy, stosowanych oddzielnie 
i w połączeniu z laktozą jako źródło węgla podczas hodowli ciągłych T. reesei M-7 
był nieprzypadkowy. Dobrze udokumentowany jest pozytywny wpływ jaki oligome
ry ksylozy: ksylobioza i ksylotrioza wywierają na produkcję enzymów ksylanolitycz
nych przez grzyby z rodzaju Trichodemia. Z kolei sorboza jest do tej pory jedynym
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poznanym cukrem prostym będącym induktorem celulaz T. reesei. Natomiast doda
tek galaktozy do podłoża z laktozą podczas badań prowadzonych przez Morikawa 
i wsp. (36) powodował zwiększenie produkcji cełuiaz przez mutanta T. reesei. Cukier 
ten okazał się ponadto najlepszym spośród testowanych w tej pracy induktorem 
biosyntezy p-galaktozydazy.

Dodatek do pożywki ksylozy i laktozy podczas hodowli ciągłej mutanta M-7 po
wodował zwiększenie produkcji ksylanaz, która osiągnęła maksimum, gdy obydwa 
cukry były zmieszane ze sobą w stosunku 1:1 (0,5 : 0,5%). Co ciekawsze, zaobserwo
wano nieznaczne, tylko w przybliżeniu 10-15%, obniżenie aktywności ksylanolitycz- 
nej przy 0,75 i 1% stężeniach cukru prostego w pożywce zasilającej. Mogło to być 
związane z ciągłym sposobem hodowli oraz szybkością zasilania pożywką przy któ
rej zmniejszał się represyjny wpływ ksylozy na produkcję enzymów ksylanolitycz- 
nych. Należy zaznaczyć, że produkcję niewielkich ilości ksylanaz w podłożu z ksy- 
lozą zaobserwowano także podczas hodowli okresowych Trichoderma reesei QM 9414 
(37) i Aspergillus terreus (38). Podczas hodowli Trichderma longibrachiatum następo
wało natomiast zahamowanie biosyntezy zarówno enzymów ksylanolitycznych jak 
i celulolitycznych (39).

Wiadomo, że laktoza jest efektywnym induktorem biosyntezy zarówno enzy
mów celulolitycznych jak i ksylanolitycznych. Produkcja obydwu grup enzymów jest 
zsynchronizowana u większości gatunków rodzaju Trichoderma. Nie budzi to zdzi
wienia biorąc pod uwagę fakt ścisłego naturalnego połączenia hemiceluloz i celulo
zy w biomasie roślinnej. Interesujące wyniki otrzymano w przeprowadzonych bada
niach nad zależnościami pomiędzy procesami indukcji ksylanaz i celulaz u Trichoder
ma longibrachiatum (40). Laktoza indukowała produkcję jednych jak i drugich enzy
mów u tego grzyba, przy czym szybkość indukcji ksylanaz była niższa w porównaniu 
gdy jako źródła węgla były używane: ksylobioza i ksylotrioza. Różnice te, zdaniem 
autorów, są dowodem na odrębne mechanizmy indukcji przez te dwa substraty (lak
tozę i ksylozę). Zasugerowali oni również, że jedną z przyczyn wydłużenia okresu 
indukcji w obecności laktozy mógł być proces przekształcania tego cukru do tzw. 
prawdziwego induktora ksylanaz (true inducer). Zmieszanie obydwu cukrów w sto
sunku 1 : 1 spowodowało znaczne podwyższenie produkcji ksylanaz w porównaniu, 
gdy były one stosowane oddzielnie jako źródła węgla podczas hodowli Trichoderma 
longibrachiatum. Efekt ten jest podobny do mającego miejsce podczas hodowli 
ciągłej Trichoderma reesei M-7 w temperaturze 26°C w obecności laktozy i ksylozy 
i w temperaturze 30°C w obecności laktozy i glukozy, jego przyczyną podczas ho
dowli obydwu mikroorganizmów mogło być zwiększenie plonu biomasy lub wy
dłużenie okresu indukcji związane ze zmniejszeniem szybkości rozkładu induktora 
(laktozy) w obecności łatwo przyswajalnych cukrów w podłożu (ksylozy lub gluko
zy). Niewykluczone również, że mechanizm indukcji ksylanaz przez laktozę jest po
dobny do zaproponowanego przez Morikawa i wsp. (36) dla enzymów celulolitycz
nych i jest związany z aktywacją hipotetycznej permeazy katalizującej transport lak
tozy bądź jej pochodnych do wnętrza komórek. Indukcyjne działanie cukrów pro
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stych może być dwukierunkowe: przez zmniejszenie szybkości rozkładu induktora, 
spowodowane na przykład represją produkcji p-galaktozydazy oraz zwiększeniem 
szybkości jej pobierania. Być może etapem, który determinuje indukcję transkrypcji 
genów celulazowych bądź ksyianazowych jest dalszy metabolizm laktozy wewnątrz 
komórki. Sygnałem w tym procesie mogłyby być do pewnej wartości progowej stę
żenia dimery lub oligomery: celobioza, ksylobioza, ksylotrioza lub cukry proste: glu
koza, ksyloza. Logiczna, jak się wydaje, jest możliwość zapoczątkowania tego pro
cesu na etapie transportu laktozy do wnętrza komórek grzyba przez aktywację od
powiedniej permeazy lub kompleksu białek związanych z błoną komórkową. W dal
szych badaniach mających na celu wyjaśnienie mechanizmu indukcji enzymów przez 
laktozę powinno właśnie koncentrować się na wyizolowaniu i określeniu głównych 
właściwości permeazy laktozy.

Wyniki pomiarów aktywności enzymatycznych celulaz i (3-galal<tozydazy pod
czas hodowli T. reesei M-7 w obecności laktozy i galaktozy były odwrotne od uzyska
nych przez Morikawa i wsp. (36). Dodatek galaktozy do podłoża z laktozą powodo
wał, o czym wspomniano już wcześniej, szybsze pobieranie tego drugiego cukru 
przez komórki grzyba oraz zmniejszenie produkcji celulaz podczas hodowli okreso
wej mutanta PC-3-7 Trichoderma reesei. Galaktoza okazała się także najlepszym spo
śród testowanych w pracy Morikawa i wsp. (36) cukrów, induktorem biosyntezy 
(3-galaktozydazy przez badanego grzyba. Wyniki uzyskane w obydwu pracach są 
trudne do porównywania i formułowania na tej podstawie wniosków, gdyż dotyczą 
dwóch mutantów o być może całkowicie odmiennych metabolizmach. Duży wpływ 
na zróżnicowanie tendencji w zmianach aktywności enzymatycznych mógł mieć 
również ciągły lub okresowy sposób hodowli mikroorganizmów.

Indukcyjny wpływ sorbozy na produkcję celulaz Trichoderma reesei został stwier
dzony przez Kawamori i wsp. (24). Badacze ci po wielostopniowej mutagenizacji 
T. reesei QM 9414 i procesie selekcji otrzymali mutanty odporne na represję katabo- 
liczną wywoływaną przez glukozę (seria KDG), a z nich z kolei produkujące celulazy 
w obecności sorbozy (seria P-C). Najlepszym spośród testowanych okazał się mutant 
o symbolu PC-3-7 opisywany już wcześniej w pracy. Ilości celulaz produkowanych 
przez mutanta podczas hodowli w podłożu z sorbozą były wyższe niż w przypadku 
celulozy AV1CEL czy laktozy i zbliżone do uzyskiwanych w obecności najbardziej 
efektywnego induktora tych enzymów, tj. soforozy. Sorboza i celuloza AVICEL zmie
szane ze sobą (0,3 : \%) indukowały znacznie wyższą produkcję celulaz niż gdy były 
w tych samych stężeniach stosowane oddzielnie jako źródła węgla podczas hodowli 
mikroorganizmu. Co więcej, takie samo zjawisko miało miejsce po łącznym 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 ciągłej mutanta M-7 nie powodował zwiększenia produkcji celulaz. Sorbo
za okazała się również w tym przypadku gorszym od laktozy induktorem tych enzy
mów. Odmienne zachowanie mutanta 7. reesei M-7 w porównaniu do PC-3-7 dowo
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dzi, że sorboza nie jest uniwersalnym induktorem celulaz Trichodemm reesei. Proces 
indukcji enzymów celulolitycznych przez ten substrat może zależeć od genealogii 
użytego mutanta, ukierunkowania procesu mutagenizacji i selekcji otrzymanych 
mutantów, a także stężenia i czasu dodania induktora do hodowli, rodzaju hodowli, 
obecności w podłożu innego źródła węgła i innych.

5. Wnioski

1. W przedstawionych w pracy wynikach badań potwierdzono możliwość użycia 
rozpuszczalnych cukrów jako induktorów biosyntezy celulaz i ksylanaz. Substraty 
te są łatwiejsze w porównaniu do celulozy do zastosowania, szczególnie podczas 
hodowli ciągłych T. reesei.

2. Sorboza okazała się gorszym od laktozy induktorem produkcji celulaz T. re
esei. Jej 0,75% dodatek do 0,25% laktozy powodował zmniejszenie produkcji enzy
mów celulolitycznych podczas hodowli ciągłej mutanta M-7.

3. Wzrost stężenia ksylozy w podłożu indukował produkcję ksylanaz podczas 
hodowli ciągłej T. reesei M-7. Najwyższą aktywność tych enzymów w filtratach poho- 
dowlanych oznaczono przy 0,5% stężeniach tego cukru w pożywce zasilającej i mini
malnie tylko niższe przy 0,75 i 1%.

Praca została wykonana w ramach projektu badawczego nr 6 P04B 026 10 finansowanego przez Ko
mitet Badań Naukowych.
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