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Biosynteza lakazy i wzrost Cerrena unicolor
w hodowli wgtebne;

Wprowadzenie

Dobér odpowiednich warunkéw hodowli mikroorganizméw
jest szczegdlnie istotny, gdyz od niego zalezy wzrost biomasy
1 aktywno$¢é metabolitéw. Wielokrotnie wykazano, ze synteza
grzybowych enzyméw ligninolitycznych jest écisle zwiazana
z iloScig zrodla wegla 1 azotu w podtozu [1-3]. Stwierdzono, ze
u grzybow przemiany metabolizmu wtérnego inicjowane sg
niedoborem tych substratéow w podtozu hodowlanym [4]. Po-
wodem wydzielania lakazy jest potrzeba znalezienia nowego
substratu stanowiacego zrédlo tatwo przyswajalnego wegla.
W warunkach naturalnych wigze sie to z procesem rozktadu
ligninocelulozy. Natomiast w hodowlach na podtozach synte-
tycznych pojawienie sie lakazy jest najczedciej zwiazane ze
zuzyciem zrédta wegla [5]. Jak wykazano uprzednio na pod-
stawie proceséw prowadzonych w kolbach wstrzasanych [5]
w momencie wyczerpania glukozy nastepuje przyrost pozio-
mu aktywnoséci lakazy, czyli produkcja enzyméw zewnatrzko-
moérkowych. Towarzyszy temu nagly spadek stezenia bioma-
sy wskazujacy na negatywna zalezno$§¢ pomiedzy wzrostem
biomasy a produkcja enzymu.

Hodowle w 100 cm?® kolbach sg jednak niewystarczajace,
aby moéc w pelni ocenié¢ 1 zbada¢ wpltyw wszystkich parame-
trow warunkujacych wzrost grzybni i biosynteze enzymow.
Aby tego dokonaé nalezy powiekszy¢ skale procesu i przepro-
wadzi¢ weryfikacje otrzymanych zaleznosci. Dlatego tez ce-
lem niniejszej pracy bylo zbadanie procesu wzrostu C. unico-
lor 1 biosyntezy lakazy w hodowli wgtebnej w 15-sto litrowym
reaktorze zbiornikowym. Ponadto przeprowadzono analize
poréwnawcza hodowli reaktorowej wzgledem wczesniejszych
wynikéw uzyskanych z proceséw prowadzonych w kolbach
wstrzasanych.

Materialy i metody

Hodowle prowadzono w bioreaktorze zbiornikowym BIO-
STAT ED firmy B-Braun (Niemcy) sterowanym komputero-
wo. Bioreaktor mial objetoéé robocza réwna, 15 dm?® i wyposa-
zony byl w mechaniczne mieszanie z zainstalowanym mie-
szadlem topatkowym. Hodowle prowadzono na zmodyfikowa-
nym podtozu wg Lindeberg i Holm [5, 6] sterylizowanym ter-
micznie w bioreaktorze. Zaszczepiano homogenizowang
grzybnia, (inokulum) w iloéci 750 cm® Hodowle prowadzono
w temperaturze 28°C, przy poczatkowym natezeniu prze-
plywu powietrza 0,5 Ndm?®-min, predkoéé obrotowa mie-
szadla wynosila 100 obr - min™. Podczas hodowli mozliwy byt
pomiar on-line nastepujacych parametréw: temperatury, pH
podloza, nasycenia podloza tlenem (pO,), predkoéci obrotowe;j
mieszadla wyrazonej w obrotach na minute, natezenia prze-
plywu doprowadzanego powietrza. Prébki w iloSci okoto

60 cm® pobierano poczatkowo co 8 badz 12 godzin, a nastep-
nie wraz ze zmniejszeniem szybkos$ci procesu co 1-2 dni
w dwoch powtdrzeniach. Po oddzieleniu grzybni metoda fil-
tracji na filtrach bibutowych 389 firmy Filtrak w otrzymanym
przesaczu pohodowlanym oznaczano stezenie glukozy, azotu,
aktywnos$¢ lakazy, sucha mase oraz pH.

Zawarto$¢ glukozy oznaczano za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC (Waters 600, USA) w warun-
kach izokratycznych. Stezenie azotu oznaczano alkacyme-
trycznie po uprzedniej mineralizacji i oddestylowaniu proby
z para wodna przy uzyciu aparatu do destylacji B 324 firmy
Biichi (Szwajcaria) zgodnie z metoda podawang przez firme
(Biichi, 2000). Biomase oznaczano metoda grawimetryczna
jako sucha mase. Aktywno$é lakazy oznaczano metoda, spek-
trofotometryczna z 0,5 mM syryngaldazyna [7] w buforze
Mecllvaine'a pH 5,6 przy dltugoéci fali 525 nm w temperaturze
25°C uzywajac spektrofotometru firmy UNICAM. Czas reak-
¢ji wynosit 60 sekund. Tak wyznaczong aktywnos$¢ lakazy wy-
razano w nkat/l.

Dyskusja wynikow

Warunki hodowli reaktorowej zostaly tak dobrane, aby od-
powiadaly optymalnym parametrom wyznaczonym dla ho-
dowli w kolbach wstrzasanych [5]. Pozostate parametry, jak
szybko§é obrotéw mieszadla, czy ilo§¢ dostarczanego powie-
trza, zostaly przyjete na podstawie wynikéw eksperymentow
prowadzonych uprzednio w Katedrze Inzynierii Bioprocesowej
[8].

Zmiany stezen substratéow, produktu i wzrostu biomasy
przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Zmiany stezenia glukozy, azotu, biomasy i aktywnosci
lakazy w czasie hodowli C. unicolor
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Wzrost C. unicolor (Rys. 1) rozpoczynata wyrazna faza ad-
aptacji (lag-faza) trwajaca okolo 48 godz., podczas ktérej nie
nastepowal ani wzrost grzybni, ani asymilacja substratow.
Faza ta, w przypadku opisywanej hodowli reaktorowej, byta
dwukrotnie dluzsza niz to miato miejsce dla hodowli wstrza-
sanych w kolbach. Swiadczy to o tym, 1z zwiekszenie objetosci
hodowli powoduje wydtuzenie czasu adaptacji organizmu do
srodowiska. Po tym okresie nastepowala typowa faza wyktad-
niczego wzrostu biomasy, podczas ktérej obserwowano row-
nomierne zuzycie zrodel wegla 1 azotu. W 84 h procesu wraz
z wyczerpaniem sie substratow nastapit koniec fazy wzrostu
i réwnoczesnie byt to moment bardzo wyrazistego maksimum
stezenia biomasy, ktére wyniosto 5,3 g-dm™. Po tym czasie
stezenie biomasy gwaltownie malalo, zeby w ok. 200 h proce-
su osiagnaé warto$é ponizej 2 g - dm™. Krzywa obrazujaca ste-
zenie azotu do chwili osiagniecia warto$ci minimalnej od-
zwierciedla zuzycie L-asparaginy a ponowny jej wzrost repre-
zentuje produkcje enzymu.

W przeprowadzonej hodowli reaktorowej zaobserwowano
duzo wczeéniejsze niz dla hodowli w kolbach pojawienie sie
zewnatrzkomoérkowej lakazy. Produkcja enzymu rozpoczeta
sie juz w 60 h procesu i dalej aktywnos$¢ lakazy gwaltownie
wzrastala az do osiaggniecia w 120 h hodowli wartosci maksy-
malnej réwnej okoto 20000 nkat - dm™.

Zaskakujaco wydzielanie lakazy rozpoczeto sie w momen-
cie, kiedy oba substraty byly jeszcze obecne w podlozu. Taka
obserwacja wydaje sie by¢ niezgodna z wnioskami wysnutymi
na podstawie hodowli wstrzasanych, gdzie lakaza byla wy-
dzielana w momencie braku substratow, a gltéwnie glukozy
w podlozu [4, 5]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze mo-
ment rozpoczecia wydzielania lakazy do uktadu koreluje sie
doktadnie z chwila, gdy w podlozu ma miejsce nagly spadek
stezenia tlenu (Rys. 2).

Nasycenie podloza tlenem spadlo gwattownie w drugiej do-
bie tak, ze w 60 godzinie trwania procesu osiagneto wartosé
okoto 2% (Rys. 2). Prawdopodobnie fakt ten stanowi dla grzy-
ba stres, nastepuje zaklécenie metabolizmu 1 odpowiedzig na
to jest wydzielenie zewnatrzkomoérkowej lakazy.

W hodowlach wstrzasanych w kolbach, gdzie objeto$¢ byta
150 razy mniejsza, problem napowietrzenia hodowli w ogéle
nie wystepowal. Uznawano w nich, ze stezenie tlenu jest na
wystarczajacym poziomie. Dlatego tez nie dalo sie zaobserwo-
waé wplywu odpowiedniego natlenienia na hodowle, a pierw-
szym czynnikiem stymulujacym produkcje lakazy byt brak
substratow gléwnie zrodta wegla w podiozu.
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Rys. 2. Zmiany natlenienia podloza i aktywnosci lakazy w czasie
hodowli C. unicolor

Podsumowanie

Szczep z gatunku Cerrena unicolor nalezacy do grzybow
z klasy Basidiomycetes jest wrazliwy na warunki wzrostu
w hodowli wgtebne;j.

Wyniki otrzymane z hodowli w reaktorze z mieszadlem
topatkowym ukazaly kolejny czynnik przyspieszajacy wydzie-
lenie zewnatrzkomoérkowej lakazy, a mianowicie niska za-
wartoéé tlenu rozpuszczonego w podtozu hodowlanym. Para-
metr ten, nie uwzgledniany w hodowlach wstrzasanych, oka-
zal sie zatem bardzo istotny dla wzrostu mikroorganizmu
1 produkcji metabolitéw wtérnych. Ponadto, w hodowli reak-
torowej otrzymano wyzsze aktywnosci lakazy, niz w hodow-
lach wstrzasanych.
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