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Biosynthesis of proteolytic enzymes and its effect on the activity of cellulases
of Trichoderma reesei

ABSTRACT: Cultivation of three strains of Trichodermareesei was performed in the presence of
cellulose and casein. Maximum enzymatic activities of cellulases were estimated during the culti-
vation of all strains in the presence of cellulose as the source of carbon. The highest secretion of
proteases was observed during the cultivation of strains with addition of casein to the medium. The
proteases present in the culture fluids of 7. reesei strongly affected cellulases activities. Current
knowledge about the correlation between proteases and other enzymes is presented in the paper.
This work is an introduction for future studies on the correlation between proteases and other
enzymes in culture filtrates of Trichoderma reesei.
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Jednymi z najlepszych producentéw enzymow o znaczeniu przemystowym,
hydrolizujacych ligninocelulozg sa grzyby z rodzaju Trichoderma, a w szcze-
gblnosci takie gatunki, jak 7. reesei QM 6a i jego mutanty, 7. harzianum
i T. viride. Celulazy nie sg jednak jedynymi enzymami obecnymi w filtratach
pohodowlanych tych gatunkéw. Duze znaczenie w hydrolizie biomasy roslinne;
odgrywaja ksylanazy, arabanazy i pektynazy, ktore sa czgsto syntetyzowane
obok celulaz. Wazna rolg pehia takze enzymy lityczne, tj. proteazy, chitynazy
i beta-1,3-glukanazy, oddziatujace na $ciany komorkowe grzybow i drozdzy. Ich
obecno$¢ w filtratach pohodowlanych moze wptywaé niekorzystnie na wzrost
i zdolnosci produkcyjne komérek. Jednak enzymy te okazuja si¢ niezwykle po-
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mocne w otrzymywaniu enzymow wewnatrzkomorkowych, protoplastow, bada-
niach nad struktura Sciany komoérkowej, degradacji glonow, klarowaniu piwa
i wina. Sa one takze doskonatym narzedziem do otrzymywania protoplastow,
wykorzystywanych nastgpnie do transformacji, a takze inzynierii genetyczne;.
W ostatnich latach uwaga badaczy koncentruje si¢ na proteazach, ktére powo-
duja posekrecyjne modyfikacje celulaz i wptywaja na ich aktywnosci i stabil-
nos¢ podczas hodowli grzybow. Sa one wykorzystywane do wydzielania sktad-
nika kompleksu celulolitycznego — beta glukozydazy, zwiazanego ze $ciang
komorkowa grzyba. Enzymy te moga réwniez uczestniczy¢ w degradacji biatek
heterologicznych. Nie ma jednoznacznej opinii na temat wptywu proteaz za-
wartych w filtratach pohodowlanych grzybow strzgpkowych na potranslacyjne
modyfikacje celulaz i innych enzymoéw zewnatrzkomoérkowych. Wedtug hipo-
tezy Dunne [1992] proteazy moga wptywac na enzymy celulolityczne w trojaki
sposob: kontrolowaé proces sekrecji enzymow zewnatrzkomorkowych, oddzia-
tywaé na ich aktywno$¢ i stabilno$¢, bra¢ udzial w wytwarzaniu w wyniku pose-
krecyjnych modyfikacji pochodnych form celulaz.

Wystepowanie lub brak potranslacyjnych modyfikacji celulaz moze by¢ zwia-
zane z warunkami hodowli oraz wlasciwos$ciami proteaz Trichoderma reesei
nalezacymi do podklasy proteaz aspartylowych przejawiajacych maksymalna
aktywos$¢ przy pH ponizej 4. Potwierdzaja to wyniki badan nad modyfikacjami
proteolitycznymi celulaz podczas hodowli okresowych Trichodermareesei QM
9414, prowadzonych przez Hagspiel i in. [ 1989]. Badacze ci przy uzyciu przeciw-
ciat monoklonalnych stwierdzili obecnos¢ w filtratach z koncowych okresow ho-
dowli (niskie pH) grzyba obecnosc¢ czgsciowo zmodyfikowanych w wyniku prote-
olizy pochodnych form celobiohydrolazy I111. Podobnie odkrycia Dunne [1982],
ktory badat relacje pomigdzy zewnatrzkmorkowymi proteazami a zespotem celu-
laz Trichodermareesei , sugeruja, ze kwasne proteazy moga by¢ odpowiedzialne
za powstawanie pochodnych form celulaz, ale tylko wtedy gdy pH hodowli jest
nizsze od 4. Poglad ten kwestionuja Labudova i Farkas [1983] oraz i Kamel i Ku-
bicek [1985], ktorzy stwierdzili obecnos¢ licznych pochodnych form celulaz
w bardzo wczesnych stadiach hodowli przy wyzszych pH i braku proteolitycznej
aktywnosci. Jeszcze inng hipoteze na temat wptywu proteaz na enzymy celuloli-
tyczne przedstawili Lovrieniin. [ 1985]. Oznaczali oni aktywnosci proteolityczne
i celulolityczne w dostgpnych na rynku preparatach enzymatycznych. Na podsta-
wie przeprowadzonych badan zasugerowali, ze proteazy powoduja aktywacje
enzymow celulolitycznych. Moga one dziata¢ jak modulatory potranslacyjne,
przeksztatcajace nieaktywne zymogeny w aktywne enzymy. Trudno$ci w prowa-
dzeniu badan nad korelacjami mig¢dzy celulazami i proteazami Trichoderma
reesei wynikaja z niskich stgzen tych drugich w filtratach pohodowlanych grzyba
oraz wzajemnego silnego potaczenia tych dwoch grup enzymow.
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Celem pracy bylo porownanie aktywnosci enzymdw proteolitycznych i ce-
lulolitycznych, wydzielanych do podtoza podczas hodowli szczepoéw Tricho-
derma reesei w obecnosci celulozy i kazeiny. Zbadano rowniez wplyw proteaz
na aktywnos$¢ celulaz tego samego pochodzenia w zaleznosci od stosunku obje-
tosci filtratow pohodowlanych i czasu inkubacji.

METODY

W badaniach wykorzystano mutanty Trichoderma reesei , pochodzace z r6z-
nych zrédet. mutanta MCG 77 — wyselekcjonowanego po mutagenezie promie-
niami UV T. reesei QM 9414 w Katedrze Technologii Przemystu Rolno-Spo-
zywczego 1 Przechowalnictwa Akademii Rolniczej w Lublinie, mutanty
o symbolach:VTT-D-78085 1 VIT-D-79124 pochodzace z VTT-Collection of
Industrial Microorganism, Technical Research Centre of Finland. Mutanty prze-
chowywano na skosach brzeczkowych w temperaturze 2°C, okresowo je prze-
szczepiajac.

Hodowle mutantéw prowadzono na zmodyfikowanym podilozu Mandels
i Weber [1969] o sktadzie (w g/de): dla produkcji enzymow proteolitycznych
KH2POs4 (2,0), MgSO0s4 (0,3), (NH4)2S04 (1,4), CaClz (0,3), Tween 80 (1,0), eks-
trakt drozdzowy (1,0), sacharoza (9,0), kazeina (3,0) roztwor mikroelementow
0,5 cm’/dm’ zawierajacy: FeSOs 7H20 5 g/dm3 MnSO4+ H20 1,96 g/de, ZnCL
1,66 g/dm’, CoCl2 2 g/dm’, dla produkcji enzyméw celulolitycznych: wszystkie
sktadniki pozywki jak wyzej z wyjatkiem sacharozy 1 kazeiny zamiast ktorych
dodawano celulozg (10).

Przygotowanie inokulum do hodowli  grzybow. Hodowle poszcze-
gb6lnych mutantéw Trichoderma reesei prowadzono w kolbach Erlenmayera
o pojemnosci 500 cm3, zawierajacych 100 em’ pozywki wg Mandels i Weber
[1969]. pH pozywki ustalano po sterylizacji na poziomie 5. Jako zrodlo wegla
stosowano laktozg¢ w st¢zeniu 0,5%. Kolby zamykano korkami, bedacymi jedno-
czesnie filtrami mikrobiologicznymi, i sterylizowano w autoklawie w temperatu-
rze 110°C przez 30 minut. Po ochtodzeniu kolby szczepiono kawatkami o po-
wierzchni 1 cm’ ze skosu brzeczkowego z odpowiednim mutantem Trichoderma
reesei. Umieszczano je nastgpnie w pokoju termostatowym na wytrzasarce rota-
cyjnej (220 obr/min) i inkubowano w temperaturze 27°C az do catkowitego
wykorzystania zrodta wegla (2-6 dob).

Hodowle okresowe szczepow w kolbach Erlenmayera. Kolby Er-
lenmayera o pojemnosci 500 cm’ napetniano 100 cm’ pozywki wg Mandels
i Weber [1969] o pH 5 opisanej powyzej z odpowiednim zrodlem wegla i azotu
i sterylizowano w autoklawie w 110°C przez 30 minut. Kolby szczepiono 4 cm’
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wczesniej przygotowanego inokulum z grzybnia odpowiedniego mutanta. Ho-
dowle prowadzono na wytrzasarce rotacyjnej o czgstosci obrotow 250 obr./min
w temperaturze 27° przez 11 dob. Aby uzyska¢ klarowna ciecz pohodowlana,
probki wirowano przez 10 minut przy 14000 x g. W filtratach oznaczano aktyw-
no$ci enzymatyczne proteaz i celulaz.

Oznaczanie aktywnosci proteolitycznej odbylo si¢ w nastgpujacy sposob: do
probowek wprowadzano po 2,5 cm™ roztworu kazeinianu sodu (1 g w 1 dm’ bu-
foru Tris-HCL o pH 5,5). Nastgpnie dodawano 0,5 cm’ filtratu pohodowlanego i
in—kubowano przez 1 godzing w temperaturze 50°C. Po uptywie tego czasu do
probéwek wprowadzano 1 em’ 17,5% kwasu trojchlorooctowego. Po odwirowa-
niu biatka pobierano 2 em’ cieczy i dodawano 3 cm’ 1 mol Na2COs i 1 em’ trzy-
krotnierozcienczonego odczynnika fenolowego Folina-Ciocalteu. Po 10 minutach
odczytywano ekstynkcje¢ na spektrofotometrze ,,Spekol” przy dtugosci fali 720 nm
wobec proby slepej. Za jednostke aktywnosci przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra
w opisywanych warunkach reakcji powodowala wzrost 0 0,1 ggstosci optyczne;.

Ogo6lna aktywnos¢ celulolityczna (FPU) cieczy pohodowlanych oznaczano
w nastgpujacy sposob: 50 mg (1x6 cm) paski bibuly filtracyjnej Whatman No. 1
umieszczano w probowkach i dodawano 1 cm’ 0,1 mol buforu octanowego
opH=4,810,5 em’ odpowiednio rozcienczonego filtratu pohodowlanego. Mie-
szaning inkubowano przez godzing w temperaturze 50°C. [lo$¢ uwolnionych cu-
kroéw redukujacych oznaczano metoda kolorymetryczna przy uzyciu odczynnika za—
wierajacego kwas 3,5-dwunitrosalicylowy. Aktywno$¢ celulaz w filtratach pohodo—
wlanych wyrazano w jednostkach FPU (Filtre Paper Unit) wg TUPAC [Ghose 1987].
Za jednostkg FPU przyjeto ilos¢ enzymu, zawartego w 1 cm™ ptynu pohodowlanego,
ktéra uwalnia 1 umol (180 pg) glukozy w ciagu minuty w warunkach reakeji.

W celu zbadania wptywu proteaz na aktywnos¢ enzymow celulolitycznych
dodawano do cieczy pohodowlanej zawierajacej celulazy o okreslonej aktywno-
$ci ciecz pohodowlang z enzymami proteolitycznymi w réznych proporcjach —
1:1, 1:1,5, 1:4. Inkubacje¢ tak przygotowanych mieszanin prowadzono
w temperaturze 50°C. przez 1 godzing, 4 i 24 godziny. Nastgpnie oznaczano
aktywnos¢ celulaz wedtug metody opisanej wczesnie;.

WYNIKI

Zmiany aktywnos$ci enzymow proteolitycznych oznaczonych podczas ho-
dowli trzech szczepow Trichodermareesei w obecnosci celulozy i kazeiny
przedstawiono w tabelach 1 i 2. Maksymalne aktywnosci proteolityczne stwier-
dzono w filtratach pochodzacych z szostej doby hodowli 7. reesei MCG 77
i VIT-D-79127. Filtrat szczepu VTT-D-78085 charakteryzowal si¢ maksymalna
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aktywnoscia proteolityczna w siddmej dobie hodowli (6,6 jednostki). W nastep-
nych dobach aktywnosci proteaz wszystkich trzech szczepow malaty, osiagajac
najnizsze wartosci w ostatnich dniach hodowli grzybow. W nastgpnym ekspe-
rymencie zastosowano podioze z dodatkiem celulozy. Aktywnos$¢ proteolityczna
badanych szczepow wzrastala do szostej doby hodowli, osiagajac maksymalne
wartosci, ktore wynosity dla 7. reesei MCG 77 — 1,49 jednostki, dla T. reesei
VTT-D-79127 — 1,68 jednostki i dla T. reesei VTT-D-78085 — 1,21 jednostki.
Wartosci te byly okoto 4,5 razy nizsze od uzyskanych podczas hodowli grzybow
na podtozu z dodatkiem kazeiny. W nastgpnych dobach aktywnos$¢ proteaz
znacznie spadta, osiagajac w jedenastej dobie wartosci od 0,41 do 0,49 jed-
nostki. W kolejnym doswiadczeniu zbadano wptyw czasu hodowli w obecnosci
kazeiny i celulozy na produkcjg celulaz przez szczepy 7. reesei (tab. 3, 4). Mak-
symalne aktywnosci celulolityczne, oznaczone po hodowlach grzybow na pod-
tozach zawierajacych kazeing, byly okoto 6-krotnie nizsze od stwierdzonych
w cieczach po hodowlach z dodatkiem celulozy. Najwyzsze aktywnosci podczas
hodowli w obecnosci tego drugiego substratu oznaczono w siddmej dobie dla
T reesei MCG 771 VTT-D-79127 i w szostej dobie dla VTT-D-78085.

Tabela 1. Aktywnosci enzymow proteolitycznych wydzielanych podczas hodowli okresowych
szczepow Trichodermareesei do podtoza z kazeing
Table 1. Activities of proteolytic enzymes secreted during batch cultivation of Trichoderma reesei
strains to the medium with casein

Szczep Tricho- Aktywnosci proteolityczne filtratow po dobie hodowli (U)
derma reesei Proteolytic activities of culture filtrates after the day of cultivation (U)
Strain of Tricho-
derma reesei 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
MCG 77 1,02 241 3,73 481 57 69 6,05 51 391 3,11 242

VTT-D-79127 092 2,02 293 391 521 7,6 691 648 5,15 492 241
VTT-D-78085 0,75 1,02 2,13 2,67 2,84 507 6,6 575 521 352 3,07

Tabela 2. Aktywnos$ci enzymow proteolitycznych wydzielanych podczas hodowli okresowych
szczepOow Trichoderma reesei do podloza z celuloza
Table 2. Activities of proteolytic enzymes secreted during batch cultivation of Trichoderma reesei
strains to the medium with cellulose

Szczep Tricho- Aktywnosci proteolityczne filtratéw po dobie hodowli (U)
derma ree sei Proteolytic activities of culture filtrates after the day of cultivation (U)
Strain of Tricho -
derma reesei 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
MCG 77 0,21 046 0,69 092 1,03 149 091 0,64 0505 0,55 0,49

VTT-D-79127 0,25 0,51 0,75 097 1,49 168 1,15 096 0,69 0,53 0,41
VTT-D-78085 0,25 052 074 094 097 121 082 0,61 052 057 049
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Tabela 3. Niespecyficzne aktywnosci celulolityczne (FPU) enzyméw wydzielanych podczas
hodowli szczepdéw Trichoderma r eesei do podtoza z kazeing
Table 3. Nonspecific cellulolytic Activities of enzymes secreted during batch cultivation
of Trichoderma reesei strains to the medium with casein

Niespecyficzne aktywnosci celulolityczne filtratow
po dobie hodowli FPU/cm?®
Nonspecific cellulolytic activities of culture filtrates after the day
of cultivation FPU/cm®
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
MCG 77 0,031 0,061 0,10 0,142 0,175 0,247 0,123 0,098 0,073 0,069 0,057
VTT-D-79127 0,037 0,067 0,11 0,149 0,181 0,274 0,148 0,121 0,11 0,092 0,049
VTT-D-78085 0,051 0,085 0,135 0,167 0,221 0,301 0,227 0,217 0,147 0,093 0,056

Szczep Tricho-
derma reesei
Strain of Tricho-
derma reesei

Tabela 4. Niespecyficzne aktywnosci celulolityczne (FPU) enzymow wydzielanych
podczas hodowli szczepow Trichodermareesei do podtoza z celuloza
Table 4. Nonspecific cellulolytic activities of enzymes secreted during batch cultivation
of Trichoderma reesei strains to the medium with cellulose

Niespecyficzne aktywnosci celulolityczne filtratow
po dobie hodowli FPU/cm?
Nonspecific cellulolytic activities of culture filtrates after the day

Szczep Tricho-
derma reesei
Strain of Tricho -

J . of cultivation FPU/cm®
ermareeset 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
MCG 77 021 045 069 091 123 14 151 1,15 1,07 088 0,65

VTT-D-79127 0,22 051 086 1,02 135 1,67 1,82 1,64 147 0,105 0,71
VTT-D-78085 023 045 075 09 1,29 1,305 1,22 1,12 0,68 0,19 0,17

W celu zbadania wptywu proteaz na aktywno$¢ celulaz przeprowadzono do-
$wiadczenia, do ktérych wybrano ciecze pohodowlane o najwyzszych aktywno-
sciach proteolitycznych i celulolitycznych. W przypadku T. reesei MCG 77 byty
to ciecze z siodmej doby hodowli w obecnosci celulozy (maksymalna aktywnos¢
celulolityczna) i szostej doby hodowli w obecnos$ci kazeiny (maksymalna ak-
tywnos¢ proteolityczna). Podobnie w przypadku 7. reesei VIT-D-79127 filtraty
pochodzity z szostej doby hodowli w obecnosci kazeiny i siodmej doby hodowli
w obecnosci celulozy. W przypadku szczepu VTT-D-78085 filtraty pochodzity
z szesciu dob hodowli w obecnosci kazeiny i celulozy. Na filtraty uzyskane po
hodowlach w obecnosci celulozy o najwyzszej aktywnosci celulolitycznej od-
dzialywano filtratami wykazujacymi maksymalne aktywnos$ci proteolityczne.
Stosowano nastgpujace proporcje filtratow pohodowlanych z celulazami i prote-
azami: 1:1, 1:1,5, 1:4. Inkubacj¢ prowadzono przez 1 godzing, 4 i 24 godziny.
Nastgpnie oznaczano aktywnos$¢ celulolityczna w badanych filtratach. Wyniki
przedstawiono w tabeli 5. Analizujac wyniki, stwierdzono, ze dodanie cieczy
pohodowlanych zawierajacych proteazy o najwyzszych aktywnosciach do cieczy
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o maksymalnych aktywnosciach celulolitycznych spowodowalo obnizenie ak-
tywnosci tych ostatnich enzymow $rednio o okoto 62% w przypadku 7. reesei
MCG 77, 63% w przypadku 7. reesei VIT-D-79127 i 58% w przypadku
T. reesei VTT-D-78085. Najwyzsze aktywnosci FPU oznaczono, kiedy objgtosci
cieczy z proteazami i celulazami byly jednakowe. W miarg zwigkszania objgto-
$ci cieczy zawierajacej enzymy proteolityczne 1,5- i 4-krotnie w stosunku do
objetosci cieczy z celulazami aktywno$¢ FPU zmalata o okoto 62% i okoto 76%
w stosunku do aktywnos$ci wyjsciowej filtratow. Badajac zaleznos¢ aktywnosci
celulolitycznej badanych filtratow od czasu inkubacji, stwierdzono, ze w miarg
wydtuzania czasu oddziatywania proteaz na celulazy aktywnos$¢ FPU spadata
srednio o okoto 62% w przypadku 4 godzin i okoto 70% w przypadku wydtuze-
nia czasu inkubacji do 24 godzin. Wartosci te obliczono w stosunku do aktyw-
nos$ci uzyskanej po godzinie inkubacji.

Tabela 5. Wplyw enzymow proteolitycznych na aktywno$é celulaz tego samego pochodzenia
Table 5. Effect of proteolytic enzymes on the activity of cellulases of the same descent

Aktywnos¢ celulolityczna umol glukozy/min x cm?

Czas inkuba- Cellulolytic activity pmol glucose/min x cm®
Szcze cji Stosunek obj. cieczy pohodowl. z celulazami do objgtosci cieczy
p .
Strain (h) pohodowl. z proteazami
Time of Ratio of culture filtrate volume of cellulases to culture filtrate
incubation volume of proteases

1:1 1:1,5 1:4
Trichoderma 1 1,05 0,83 0,48
reesei 4 0,90 0,62 0,33
MCG 77 24 0,38 0,25 0,24
Trichoderma 1 1,26 0,98 0,64
reesei 4 0,81 0,57 0,30
VTT-D-79127 24 0,45 0,32 0,28
Tricho derma 1 1,04 0,79 0,49
reesei 4 0,76 0,50 0,26
VTT-D-78085 24 0,35 0,27 0,20

Badania nad zalezno$ciami migdzy proteazami i réznymi enzymami z filtra-
tow pohodowlanych byty prowadzone u innych mikroorganizmow (grzybow
strzgpkowych 1 bakterii). Fiedurek i in. [1985] otrzymat po mutagenizacji przy
uzyciu promieniowania UV i dziatania NTG szczepu rodzicielskiego Aspergillus
niger C sze$¢ mutantow. Pi¢¢ z nich charakteryzowalo si¢ obnizeniem lub cal-
kowitym brakiem aktywno$ci proteolitycznej. Aktywnos¢ enzymu glukoamy-
lazy i sekrecja biatka u badanych mutantéw byty proporcjonalne do ich aktyw-
nosci proteolitycznych. Na podstawie analizy elektroforetycznej biatek u nisko-
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proteazowych mutantow stwierdzono obecno$¢ dwoch frakcji glukoamylazy
sposrod czterech rozdzielonych u szczepu rodzicielskiego. Sugeruje to, Ze prote-
azy moga by¢ odpowiedzialne za powstawanie pochodnychizoenzymatycznych
form glukoamylazy. Proteazy moga rowniez wptywac na produkcje biatek ho-
mologicznych i heterologicznych przez grzyby strzgpkowe i bakterie. Stosuje si¢
rozne sposoby w celu przezwycigzenia tych probleméw. Papagianni i Moo-
-Young [2002] badali wptyw morfologii grzybni na sekrecj¢ proteaz przez dziki
szczep Aspergillus niger — producenta homologicznej glukoamylazy. Zmiany
poziomu i jako$ci inokulum miaty wplyw na morfologi¢ grzyba. Wzrost myce-
lium w postaci duzych skupisk (pellets — ang) byt zwiazany z obnizeniem ak-
tywnosci proteaz i jednoczesnym podwyzszeniem glukoamylazy. Zmniejszenie
sekrecji proteaz obserwowano podczas immobilizowanej hodowli Aspergillus
niger [Liuiin. 1998]. Lehmbeck [J. Lehmbeck, 1997. Filamentous fungus with
reduced or lacking endogenous recombinant alkaline protease activity. Patent
No. 97-13450.] inaktywowat przez delecje, insercj¢ i substytucje geny kodujace
alkaliczne proteazy u licznych grzybow, jak: Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger, Aspergillus awamori, Aspergillus phoenicis, Aspergillus nidulans,
Trichodermareesei, Trichoderma harzianum, Humicolainsolens, Candida sp,
Fusasarium solani. Grzyby te byly wykorzystywane do sekrecji wielu rekombi-
nowanych biatek, m.in.: beta amylazy, celulaz, endo-1,4-beta-ksylanaz, alfa-
galaktozydazy. Escherichia coli jest rdOwniez dobrym gospodarzem do ekspresji
biatek rekombinowanych. Liczne proteazy sa obecne w ro6znych kompartmen-
tach komérkowych bakterii (cytoplazmie, przestrzeni periplazmatycznej, we-
wngetrznej i zewngtrznej btonie cytoplazmatycznej). Endoproteazy te moga spel-
nia¢ wiele waznych funkcji. Dla przyktadu sa one odpowiedzialne za degradacje
nieprawidlowo sfadowanych biatek w przestrzeni periplazmatycznej. Enzymy te
sa takze zaangazowane w degradacj¢ wielu rekombinowanych biatek syntety-
zowanych w Escherichia coli (proteaza OmT). Jiang i in. [2002] zamienit gen
kodujacy OmT genem opornosci na chloramfenikol. Otrzymane w ten sposob
rekombinanty charakteryzowaty si¢ zwigkszona stabilno$cia biosyntezy biatka
fosfolipazy D. Janas i in [2003] po mutagenizacji promieniowaniem uv i NTG
szczepu Trichodermareesei M-7 i selekcji na podtozu z dodatkiem zelatyny
wyizolowat okoto 960 niskoproteazowych mutantow. Testowany podczas ho-
dowli ciaglej niskoproteazowy mutant o symbolu Mp5 charakteryzowat si¢ duza
oporno$cia na zmiany temperatury [Janas 2003]. Aktywnos$ci FPU filtratow po-
hodowlanych byly stabilne w szerokim zakresie temperatury hodowli
(26-34°C).
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WNIOSKI

1. Praca potwierdzita indukcyjny wptyw celulozy na produkcje celulaz przez
Trichoderma reesei.

2. Najwyzsze aktywnosci proteaz oznaczono w szostej dobie hodowli 7ri-
choderma reesei VTT-D-79127 w obecnosci kazeiny.

3. Po inkubacji cieczy pohodowlanych grzybow o najwyzszych aktywno-
$ciach proteolitycznych i celulolitycznych stwierdzono obnizenie aktywnosci
celulaz o od 58% do 76% (w zaleznosci od szczepu, stosunku objgtosci filtratow
pohodowlanych i czasu inkubac;ji).
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