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sposréd grzybow wydzielajacych zewnatrzkomérkowe celulazy najwiekszym zainteresowa-
niem cieszy sie Trichoderma reesei i jej mutanty. Biosynteza celulaz przez wiekszos¢ grzybéw
celulolitycznych jest zwigzana z obecnoscig w podtozu hodowlanym induktoréw syntezy tych
enzymow, do ktérych w pierwszym rzedzie zalicza sie celuloze, gdyz spetnia réwniez role zrédta
wegla i energii. W celu obnizenia kosztéw produkgcji celulaz, w miejsce dotychczas stosowanych
czystych substratow celulozowych, tj. Avicel, Solca Floc czy pulpy drzewnej, stosuje sie ogolnie
dostepne substraty lignocelulozowe (4). W zaleznosci od rodzaju uzytego substratu lignocelu-
lozowego, sposobu jego przygotowania do biokonwersji, uzyskuje sie z hodowli grzybéw, filtra-
ty o réznej aktywnosci celulolityczne;.

Tangnu i wsp. (8) stwierdzili, ze aktywnosci filtratbw pohodowlanych otrzymanych z 7. reesei
(RUT-C-30) na natywnych todygach kukurydzy wynosity 0,28 FPU/cm”, podczas gdy po ob-
rébce alkalicznej tych todyg uzyskano 2,0 FPU/cm”. Wysokie aktywnosci celulolityczne filtratow
pohodowlanych, wynoszace 3,7 FPU/cm” uzyskali Chahal i wsp. (4) w wyniku hodowli 7. reesei
na celulozie otrzymanej po parowoeksplozyjnym traktowaniu topoli.

Celem pracy bylo przebadanie wstepnie przygotowanej stomy pszennej oraz trocin brzozo-
wych i sosnowych jako zrédet wegla do biosyntezy celulaz przez 7. reesei QM 9414 i jej mutanty.

Materiaty i metody
Szczepy

Szczep Trichoderma reesei F-522 {QM-9414) otrzymano z Czechostowackiej Kolekcji Drob-
noustrojow w Brnie. Mutanty tego szczepu otrzymano w wyniku mutacji NTG i metody selekc;ji
opisanej przez Bujaka i wsp. (3).

Przygotowanie materiatow lignocelulozowych do biokonwersji

Stome pszennag, trociny brzozowe i sosnowe poddawano parowaniu w temp. 200°C w auto-
klawie przez 5 min dla stomy i 10 min dla trocin, jak opisat Targonski (9).

Przed obrébka surowiec rozdrabniano i przesiewano otrzymujac frakcje o wielkosci czastek
od 0,43 do 1,5 mm. Nastepnie, przemywano wodg, 1% roztworem NaOH i ponownie wodg do
uzyskania pH obojetnego. Potem material suszono w temp. 105°C przez 24 godz.

Biosynteza celulaz

Hodowle 7. reesei prowadzono na pozywce wg Mandels-Webera (5) stosujgc dodatek,
otrzymanych w wyniku obrobki, materiatéw lignocelulozowych w ilosci 1, 2 i 3% dla stomy i 1%
dla trocin. Ponadto do podioza ze stomg dodawano celuloze MN-300 (Macherey, Nagel Co.)
w stosunku 3:1. Inoculum stanowita zawiesina grzybni przygotowana ze skosu,

Hodowle prowadzono przez 14 déb pobierajgc okresowo prébki.
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Oznaczanie aktywnosci enzymatycznych

Aktywnosci celulolityczne oznaczano wg metody zalecanej przez IUPAC (11) z wykorzysta-
niem bibuty Whatman 1, ayS-glukozydaze z zastosowaniem salicyny.

Wyniki

1. Wplyw zwiekszonych dawek wstepnie przygotowanej stomy pszennej
na biosynteze celulaz

Warto$¢ pH podtoza hodowli T. reesei ma duzy wplyw na biosynteze celulaz i y*lukozydazy
dlatego oznaczono pH obok aktywnosci enzymatycznych we wszystkich kombinacjach hodow-
lanych.

W przypadku podioza zawierajacego w swoim sktadzie 1% stomy pH wzrosto z 5,3 do 6,3-
6,6 po trzech dobach, a nastepnie utrzymywato sie na poziomie okoto 6, aby w ostatnich dniach
ulec obnizeniu do pH 5,1-5,3, w hodowlach mutantéw M, i M3 (rys. la).

Najwyzsze aktywnosci uzyskano po 9 dobach hodowli dla szczepu wyjsciowego i mutanta
M3 (1,1 FPU), za$ dla mutanta M, - 0,8 FPL) i stanowity od 92 do 60% aktywnosci otrzymanych
w rownolegle prowadzonych hodowlach ze sproszkowang celulozg (rys. Ib). Natomiast
aktywnosci yS-glukozydazy byly wyzsze w hodowlach z 1% stomy pszennej od uzyskanych
w hodowlach z celulozg (tab. 1).

Po 9 dobach stwierdzono maksymalne wartosci /3-glukozydazy (34-38 nM/cm”min), wyzsze
0 130% dla szczepu wyjsciowego i od 40 do 80% dla mutantéw od wartosci uzyskanych
w 8 dniu hodowli z celuloza. Jest to zwigzane z wyzszym pH podtoza hodowlanego podczas na-
mnazania T. reesei na stomie, gdyz podwyzszone pH sprzyja biosyntezie tego enzymu.

W hodowlach zawierajacych 2% stomy pszennej pH podtoza utrzymywato sie prawie na jed-
nakowym poziomie 6,1-6,8, podczas gdy w hodowlach z 3% stomy bylo mniej stabilne i po
8 dobach, t. wéwczas gdy stwierdzono maksymalne aktywnosci celulolityczne, byto zdecydo-
wanie nizsze i wynosito od 4,5 do 5,6 (tab. 1). Wprowadzenie do pozywki zwiekszonej ilosci
stomy do 3% wptyneto na wzrost FPU od 2 do 4 razy w poréwnaniu do aktywnosci uzyskanych
w hodowlach zawierajgcych 1% tego substratu.

Aktywnosci /3-glukozydazy osiggnely najwzsze wartosci w hodowlach z 2% stomy i byly one
ok. 6-7- krotnie wyzsze od analogicznych uzyskanych w podtozach z 1% stomy. Natomiast, ob-

nizenie aktywnosci /{-glukozydazy w hodowlach z 3% stomy bylo zwiazane z obnizeniem pH
podtoza hodowlanego (tab. 1).

2. Wptyw dodatku czystej celulozy na biosynteze celulaz przez T. reesei

Struktura celulozy, a w szczegodlnosci wysoki stopien jej krystalicznosci, odpowiednia powie-
rzchnia wtasciwa, zawartos¢ innych sktadnikéw majg wptyw na koricowa aktywnos¢ filtratéw ho-
dowlanych badanego grzyba. Dodatek wysokokrystalicznej celuozy do substratéw lignocelulo-
zowych moze przyczynic¢ sie do zwiekszenia biosyntezy celulaz przez T. reesei. Dlatego tez w
nastepnych doswiadczeniach Zrédiem wegla, obok wstepnie przygotowanej stomy, byta celulo-
za dodana w stosunku 3:1. Wéwczas pH podiozy osiggneto po 9 dobach hodowli wartosci od
6,2 do 6,6 (tab. 1). Aktywnosci celulolityczne w hodowlach zawierajacych 1% stomy z celulozg
(3:1) nie ulegly zwiekszeniu w poréwnaniu do hodowli z 1% stomy. Wprowadzenie za$ do po-
zywki dwu- i trzykrotnej ilosci zrédta wegla spowodowato niewielki wzrost FPU od 10 do 20%
w stosunku do hodowli zawierajgcych stome pszenng. Natomiast dodanie celulozy do podioza
ze stoma wplyneto na zwiekszenie aktywnosci /3-glukozydazy Srednio o ok. 25% (tab. 1).
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3. Zastosowanie trocin brzozowych i sosnowych jako zrédet wegla
w hodowlach T. reese>

Aktywnosci celulolityczne w hodowlach zawierajacych 1% trocin brzozowych, przygotowa-
nych wg sposobu podanego w metodyce, byty o 45 i 37% nizsze od uzyskanych w hodowlach
z 1% stomy pszennej po 9 dobach dla szczepu wyjsciowego (W) i mutantow M,i M3 (tab. 1).

Najnizsze wyniki aktywnosci uzyskiwano, gdy w podtozu byly trociny sosnowe, wéwczas
FPL) stanowito od 22 do 30% tej aktywnosci jakg wykazano w hodowlach zawierajacych trociny
brzozowe. pH pozywki w czasie trwania hodowli grzybéw bylo wysokie i oscylowalo pomiedzy
6,7-6,9 (tab. 1).

Dyskusja

Liczne badania (1,3,7) wykazuja, ze grzyb T. reesei moze wykorzystywac¢ roézne zrodia
wegla. Jednak najlepszymi induktorami celuiaz jest celuloza i materiaty lignocelulozowe.

Istotng rzeczg jest przygotowanie do mikrobiologicznej degradacji surowcéw lignocelulozo-
wych tak, aby utatwi¢ penetracje enzymoéw do czgsteczek celulozy. Stosowano oprécz obrébki
mechanicznej obrébke alkaliczng stomy pszennej (1,7), promieniowanie jonizujgce (2), obrébke
alkaliczng i kwasng oraz 70% roztworem etylenodwuaminy (6), parowanie w autoklawie
w obecnosci 1% HCI i SOg (10) i in. Otrzymane wyniki byly rozne, ale zawsze wyzsze od uzyski-
wanych w pracach z surowcem nie poddawanym zadnym obrébkom. Dlatego w niniejszej pracy
stosowano rozdrobniong stome pszenng czy tez trociny poddane uprzednio obrébce termicz-
no-cisnieniowej (200°C i 14,5 atm.), a nastepnie chemicznej (gorgca woda i 1% roztwér NaOH)
w celu usuniecia lignin (9).

W hodowlach T. reesei - z tak przygotowang stoma pszenng - wykazano aktywnosci celu-
lolityczne dla szczepu wyjsciowego nizsze zaledwie o okoto 10% od aktywnosci w podtozach ze
sproszkowang celulozg MN-300. W hodowlach mutantéw réznice w FPL) byly wyzsze. Po zasto-
sowaniu trocin brzozowych aktywnos$ci celuiaz stanowily okoto 60% aktywnosci stwierdzonej
w hodowli ze slomag pszenng, natomiast gdy zostaly uzyte trociny sosnowe, aktywnos¢ FPL)
wynosita zaledwie 20% aktywnosci ze stomag

O stymulujgcym dziataniu krystalicznej celulozy na wydzielanie enzyméw wspominali w swo-
jej pracy Bujak i wsp. (3), stad wprowadzano do hodowli zawierajgcej jako zrédio wegla stome
pszenng i sproszkowang celuloze MN-300. Celuloza ta w stosowanej ilosci 0,25, 0,50 i 0,75%
w stosunku do substratu przy zachowaniu proporcji 1;3 nie wptywata w przewazajgcej ilosci
prob na wzrost aktywnosci FPL), w niektorych kombinacjach aktywnos$¢ celuiaz byta wyzsza o
10-20%. Stwierdzono natomiast podwyzszong o 20 do 50% - w stosunku do prob z sama
stomg - aktywnos¢ /3-glukozydazy w hodowlach zawierajacych 2% i 3% stomy z celuloza.

Mozna zatem stwierdzi¢, ze wstepnie przygotowana stoma wg metody podanej w tym opra-
cowaniu, ma zblizone wtasciwosci w indukcji celuiaz przez T. reesei, jak czysta celuloza MN-
300.

Uzycie do biosyntezy celuiaz substratow lignocelulozowych w znacznym stopniu przyczynia
sie do obnizenia kosztow produkcji preparatow celulotitycznych.

WhniosKki

1. sposréd przebadanych mutantow Trichoderma reesei, M, wykazywat najwyzszg
aktywnos¢ celulolityczng - 3,4 FPU po 8 dobach hodowli w podiozu zawierajgcym 3% stomy
pszennej

2. Dodatek sproszkowanej celulozy (MN-300) wptywal w nieznacznym stopniu na wzrost
aktywnosci FPU (do 20%).
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3. Wprowadzenie do podtoza zawierajacego 2,25% stomy - 0,75% sproszkowanej celutozy,
wplynelo na podwyzszenie aktywnos$ci yS-glukozydazy od 20 - do 50% w stosunku do
aktywnosci w pozywce ze stoma.

4. Wstepnie przygotowane trociny brzozowe okazaty sie stabszym niz stoma induktorem ce-
lulaz w hodowlach T. reesei (aktywnos¢ FPU stanowita 0,5-0,6 aktywnosci uzyskanej dla
stomy).
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The application of wheat straw and saw-dusts to celluiase biosynthesis
by Trichoderma reesei mutants

Sum mary

In biosynthesis of celluiase using T. reesei QM 9414 and its mutants, wheat straw and saw-dusts from
birch and common pine were applied. These substrates after milling were pretreated thermally under pres-
sure and chemically 1, 2, and 3% wheat straw and 1% saw-dusts were used. In the medium containing
wheat straw cellulose MN-300 was added at the ratio of 3:1. The highest activity of 3,4 FPU was obtained
using mutant-M, after 8 days of cultivation in the medium containing 3% wheat straw.

Addition of cellulose had a minimal effect on the level of FPU activity, but increased the *-glucosidase
activity. Saw dusts were weaker inductor than wheat straw in celluiase cultivation of T. reesei.
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