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Biosynteza lakazy i wzrost Cerrena unicolor
w hodowli wg³êbnej

Wprowadzenie

Dobór odpowiednich warunków hodowli mikroorganizmów
jest szczególnie istotny, gdy¿ od niego zale¿y wzrost biomasy
i aktywnoœæ metabolitów. Wielokrotnie wykazano, ¿e synteza
grzybowych enzymów ligninolitycznych jest œciœle zwi¹zana
z iloœci¹ Ÿród³a wêgla i azotu w pod³o¿u [1–3]. Stwierdzono, ¿e
u grzybów przemiany metabolizmu wtórnego inicjowane s¹
niedoborem tych substratów w pod³o¿u hodowlanym [4]. Po-
wodem wydzielania lakazy jest potrzeba znalezienia nowego
substratu stanowi¹cego Ÿród³o ³atwo przyswajalnego wêgla.
W warunkach naturalnych wi¹¿e siê to z procesem rozk³adu
ligninocelulozy. Natomiast w hodowlach na pod³o¿ach synte-
tycznych pojawienie siê lakazy jest najczêœciej zwi¹zane ze
zu¿yciem Ÿród³a wêgla [5]. Jak wykazano uprzednio na pod-
stawie procesów prowadzonych w kolbach wstrz¹sanych [5]
w momencie wyczerpania glukozy nastêpuje przyrost pozio-
mu aktywnoœci lakazy, czyli produkcja enzymów zewn¹trzko-
mórkowych. Towarzyszy temu nag³y spadek stê¿enia bioma-
sy wskazuj¹cy na negatywn¹ zale¿noœæ pomiêdzy wzrostem
biomasy a produkcj¹ enzymu.

Hodowle w 100 cm3 kolbach s¹ jednak niewystarczaj¹ce,
aby móc w pe³ni oceniæ i zbadaæ wp³yw wszystkich parame-
trów warunkuj¹cych wzrost grzybni i biosyntezê enzymów.
Aby tego dokonaæ nale¿y powiêkszyæ skalê procesu i przepro-
wadziæ weryfikacjê otrzymanych zale¿noœci. Dlatego te¿ ce-
lem niniejszej pracy by³o zbadanie procesu wzrostu C. unico-
lor i biosyntezy lakazy w hodowli wg³êbnej w 15-sto litrowym
reaktorze zbiornikowym. Ponadto przeprowadzono analizê
porównawcz¹ hodowli reaktorowej wzglêdem wczeœniejszych
wyników uzyskanych z procesów prowadzonych w kolbach
wstrz¹sanych.

Materia³y i metody

Hodowle prowadzono w bioreaktorze zbiornikowym BIO-
STAT ED firmy B-Braun (Niemcy) sterowanym komputero-
wo. Bioreaktor mia³ objêtoœæ robocz¹ równ¹ 15 dm3 i wyposa-
¿ony by³ w mechaniczne mieszanie z zainstalowanym mie-
szad³em ³opatkowym. Hodowle prowadzono na zmodyfikowa-
nym pod³o¿u wg Lindeberg i Holm [5, 6] sterylizowanym ter-
micznie w bioreaktorze. Zaszczepiano homogenizowan¹
grzybni¹ (inokulum) w iloœci 750 cm3. Hodowlê prowadzono
w temperaturze 28°C, przy pocz¹tkowym natê¿eniu prze-
p³ywu powietrza 0,5 Ndm3 � min-1, prêdkoœæ obrotowa mie-
szad³a wynosi³a 100 obr � min-1. Podczas hodowli mo¿liwy by³
pomiar on-line nastêpuj¹cych parametrów: temperatury, pH
pod³o¿a, nasycenia pod³o¿a tlenem (pO2), prêdkoœci obrotowej
mieszad³a wyra¿onej w obrotach na minutê, natê¿enia prze-
p³ywu doprowadzanego powietrza. Próbki w iloœci oko³o

60 cm3 pobierano pocz¹tkowo co 8 b¹dŸ 12 godzin, a nastêp-
nie wraz ze zmniejszeniem szybkoœci procesu co 1–2 dni
w dwóch powtórzeniach. Po oddzieleniu grzybni metod¹ fil-
tracji na filtrach bibu³owych 389 firmy Filtrak w otrzymanym
przes¹czu pohodowlanym oznaczano stê¿enie glukozy, azotu,
aktywnoœæ lakazy, such¹ masê oraz pH.

Zawartoœæ glukozy oznaczano za pomoc¹ wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC (Waters 600, USA) w warun-
kach izokratycznych. Stê¿enie azotu oznaczano alkacyme-
trycznie po uprzedniej mineralizacji i oddestylowaniu próby
z par¹ wodn¹ przy u¿yciu aparatu do destylacji B 324 firmy
Büchi (Szwajcaria) zgodnie z metod¹ podawan¹ przez firmê
(Büchi, 2000). Biomasê oznaczano metod¹ grawimetryczn¹
jako such¹ masê. Aktywnoœæ lakazy oznaczano metod¹ spek-
trofotometryczn¹ z 0,5 mM syryngaldazyn¹ [7] w buforze
McIlvaine’a pH 5,6 przy d³ugoœci fali 525 nm w temperaturze
25�C u¿ywaj¹c spektrofotometru firmy UNICAM. Czas reak-
cji wynosi³ 60 sekund. Tak wyznaczon¹ aktywnoœæ lakazy wy-
ra¿ano w nkat/l.

Dyskusja wyników

Warunki hodowli reaktorowej zosta³y tak dobrane, aby od-
powiada³y optymalnym parametrom wyznaczonym dla ho-
dowli w kolbach wstrz¹sanych [5]. Pozosta³e parametry, jak
szybkoœæ obrotów mieszad³a, czy iloœæ dostarczanego powie-
trza, zosta³y przyjête na podstawie wyników eksperymentów
prowadzonych uprzednio w Katedrze In¿ynierii Bioprocesowej
[8].

Zmiany stê¿eñ substratów, produktu i wzrostu biomasy
przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Zmiany stê¿enia glukozy, azotu, biomasy i aktywnoœci
lakazy w czasie hodowli C. unicolor
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Wzrost C. unicolor (Rys. 1) rozpoczyna³a wyraŸna faza ad-
aptacji (lag-faza) trwaj¹ca oko³o 48 godz., podczas której nie
nastêpowa³ ani wzrost grzybni, ani asymilacja substratów.
Faza ta, w przypadku opisywanej hodowli reaktorowej, by³a
dwukrotnie d³u¿sza ni¿ to mia³o miejsce dla hodowli wstrz¹-
sanych w kolbach. Œwiadczy to o tym, i¿ zwiêkszenie objêtoœci
hodowli powoduje wyd³u¿enie czasu adaptacji organizmu do
œrodowiska. Po tym okresie nastêpowa³a typowa faza wyk³ad-
niczego wzrostu biomasy, podczas której obserwowano rów-
nomierne zu¿ycie Ÿróde³ wêgla i azotu. W 84 h procesu wraz
z wyczerpaniem siê substratów nast¹pi³ koniec fazy wzrostu
i równoczeœnie by³ to moment bardzo wyrazistego maksimum
stê¿enia biomasy, które wynios³o 5,3 g � dm-3. Po tym czasie
stê¿enie biomasy gwa³townie mala³o, ¿eby w ok. 200 h proce-
su osi¹gn¹æ wartoœæ poni¿ej 2 g � dm-3. Krzywa obrazuj¹ca stê-
¿enie azotu do chwili osi¹gniêcia wartoœci minimalnej od-
zwierciedla zu¿ycie L-asparaginy a ponowny jej wzrost repre-
zentuje produkcjê enzymu.

W przeprowadzonej hodowli reaktorowej zaobserwowano
du¿o wczeœniejsze ni¿ dla hodowli w kolbach pojawienie siê
zewn¹trzkomórkowej lakazy. Produkcja enzymu rozpoczê³a
siê ju¿ w 60 h procesu i dalej aktywnoœæ lakazy gwa³townie
wzrasta³a a¿ do osi¹gniêcia w 120 h hodowli wartoœci maksy-
malnej równej oko³o 20000 nkat � dm-3.

Zaskakuj¹co wydzielanie lakazy rozpoczê³o siê w momen-
cie, kiedy oba substraty by³y jeszcze obecne w pod³o¿u. Taka
obserwacja wydaje siê byæ niezgodna z wnioskami wysnutymi
na podstawie hodowli wstrz¹sanych, gdzie lakaza by³a wy-
dzielana w momencie braku substratów, a g³ównie glukozy
w pod³o¿u [4, 5]. Nale¿y jednak zwróciæ uwagê na fakt, ¿e mo-
ment rozpoczêcia wydzielania lakazy do uk³adu koreluje siê
dok³adnie z chwil¹, gdy w pod³o¿u ma miejsce nag³y spadek
stê¿enia tlenu (Rys. 2).

Nasycenie pod³o¿a tlenem spad³o gwa³townie w drugiej do-
bie tak, ¿e w 60 godzinie trwania procesu osi¹gnê³o wartoœæ
oko³o 2% (Rys. 2). Prawdopodobnie fakt ten stanowi dla grzy-
ba stres, nastêpuje zak³ócenie metabolizmu i odpowiedzi¹ na
to jest wydzielenie zewn¹trzkomórkowej lakazy.

W hodowlach wstrz¹sanych w kolbach, gdzie objêtoœæ by³a
150 razy mniejsza, problem napowietrzenia hodowli w ogóle
nie wystêpowa³. Uznawano w nich, ¿e stê¿enie tlenu jest na
wystarczaj¹cym poziomie. Dlatego te¿ nie da³o siê zaobserwo-
waæ wp³ywu odpowiedniego natlenienia na hodowlê, a pierw-
szym czynnikiem stymuluj¹cym produkcjê lakazy by³ brak
substratów g³ównie Ÿród³a wêgla w pod³o¿u.

Podsumowanie

Szczep z gatunku Cerrena unicolor nale¿¹cy do grzybów
z klasy Basidiomycetes jest wra¿liwy na warunki wzrostu
w hodowli wg³êbnej.

Wyniki otrzymane z hodowli w reaktorze z mieszad³em
³opatkowym ukaza³y kolejny czynnik przyspieszaj¹cy wydzie-
lenie zewn¹trzkomórkowej lakazy, a mianowicie nisk¹ za-
wartoœæ tlenu rozpuszczonego w pod³o¿u hodowlanym. Para-
metr ten, nie uwzglêdniany w hodowlach wstrz¹sanych, oka-
za³ siê zatem bardzo istotny dla wzrostu mikroorganizmu
i produkcji metabolitów wtórnych. Ponadto, w hodowli reak-
torowej otrzymano wy¿sze aktywnoœci lakazy, ni¿ w hodow-
lach wstrz¹sanych.
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Rys. 2. Zmiany natlenienia pod³o¿a i aktywnoœci lakazy w czasie
hodowli C. unicolor
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