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Synteza barwnikow
przez unieruchomiong biomase grzybowa

Wstep

Biotechnologia przemystowa jest wiodacg technologig prak-
tycznego zastosowania komoérek lub ich komponentéw do pro-
dukcji substancji chemicznych, tworzyw oraz artykulow po-
wszechnego uzytku. Wlasciwosci katalityczne wielu enzyméow
z grupy oksydoreduktaz wykorzystane zostaly w procesach
technologicznych zwigzanych z przemystem tekstylnym, pro-
dukcja zywnosci oraz z diagnostyka medyczna [1, 2]. Niestety
zaréwno pozyskiwanie enzymdw jak i ich stosowanie w proce-
sach technologicznych jest nadal zbyt kosztowne. Alterna-
tywa syntezy enzymatyczne] moze by¢ zastosowanie catych
komorek, jako biokatalizatora transformacji. Doskonalym
przyktadem biokatalizatoréw komérkowych moga by¢ komér-
ki grzybéw nalezacych do ekologicznej grupy grzybow biate)
zgnilizny drewna o naturalnej zdolnoSci wydzielania enzy-
moéw oksydoredukeyjnych. Synteza zwigzkow przy uzyciu bio-
katalizatorow grzybowych zachodzi in situ a dodatkowe unie-
ruchomienie biomasy na no$niku pozwala na tatwe oddziele-
nie produktéw od érodowiska reakcji. Biokataliza przy udzia-
le biomasy grzybowe]j poprzez eliminacje chemicznych sub-
stancji utleniajacych stwarza podstawy do otrzymania pro-
duktéw o zmniejszonej toksycznosci.

Celem badan bylo zastosowanie unieruchomionej biomasy
grzybowe] do przeksztalcen prostych zwigzkéw fenolowych
w barwne produkty reakcji.

Materialy i metody

Unieruchamianie biomasy grzybowej

Homogenatem 14-dniowej hodowli grzybéw Cerrena unico-
lor 1 Fomes fomentarius zaszczepiono 50 ml pozywki hodowla-
nej PDA (Potato Dextrose Broth, Sigma) umieszczonej
w 100-ml kolbach stozkowych. Grzybnie unieruchomiono na
noéniku wykonanym z zytki polipropylenowej o nieregular-
nym ksztalcie. Wytrzasane hodowle prowadzono w temp.
28°C przy 140 obr/min. Ponadto prowadzono hodowle unieru-
chomionej biomasy C. unicolor w 2000-ml cylindrze szklanym
zawierajacym 1000-ml pozywki PDA. Hodowle w cylindrze
napowietrzano za pomocg bulgotek szklanych (2 1/min).

Transformacje substratow przez biomase grzybowq

Po 5-7 dniach obrastania nosnika przez biomase grzybowa
plyn pohodowlany zdekantowano, a nastepnie dodano mie-
szanine substratéw zawieszonych w 5-krotnie rozcieniczonym
jalowym podiozu PDA. Po 24-godzinnej transformacji prekur-
soréw plyn pohodowlany zawierajacy produkt reakcji zlewa-
no i dodawano §wieza porcje substratéw w pozywce. Ilo§¢ po-
wstalego produktu w czasie 24 godzin mierzono spektrofoto-
metrycznie. W czasie hodowli monitorowano aktywno§cé
zewnatrzkomoérkowej lakazy (wobec ABTS) w réwnoleglych

hodowlach prowadzonych bez dodatku substratéw. Unieru-
chomione hodowle prowadzono 5 lub 4 tygodnie odpowiednio
dla C. unicolor i F. fomentarius. W ciagu kazdego tygodnia
czterokrotnie powtarzano 24-godzinne transformacje nowych
porcji prekursoréw oraz trzydniowy okres regeneracji za po-
moca podioza bez dodatku prekursoréw.

Analizy chromatograficzne

Produkty transformacji analizowano z zastosowaniem
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC) na zlozu krze-
mionkowym oraz elektrokinetycznej chromatografii micelar-
nej (MEKC).

Wyniki i dyskusja

W wyniku dzialania biomasy grzybowej na pojedyncze sub-
straty tj. kwas 4-metyloaminobenzoesowy (A) oraz kwas
1,2-dihydroksybenzoesowy (B) powstal nowy, barwny pro-
dukt (max 505-520 nm) tylko w przypadku zastosowania
mieszaniny substratéw (A+B) (Rys.1).
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Rys. 1. Spektrum UV-Vis produktu powstalego w wyniku 24-go-
dzinnej transformacji pojedynczych prekursorow (A, B) oraz ich
mieszaniny (A+B) przez biomase grzybowa

Unieruchomiona biomasa grzybowa byla stosowana jako
biokatalizator reakcji w systemie intensywnych wymian sub-
stratow. Po 24-godzinnej transformacji mieszanina reakcyjna
poddana byta analizie spektrofotometrycznej oraz chromato-
grafii cienkowarstwowej. Rys. 2 przedstawia zmiany w ilo§ci
syntetyzowanego produktu w czasie 5 1 4 tygodni intensyw-
nych wymian odpowiednio dla C. unicolor i F. fomentarius.
Tloé¢ produktu poréwnano z aktywnosScia zewnatrzkomorko-
wej lakazy (LAK) w hodowlach kontrolnych prowadzonych
bez dodatku prekursoréw.



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 87-88

Str. 88 INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA Nr 3/2009
W pierwszym tygodniu intensywnych wymian odnotowano 10 4
najwieksza aktywno§é LAK zaréwno w przypadku hodowli 9 1
C. unicolor jak i F. fomentarius (odpowiednio 1800 U/l i 704 3
U/) i zaobserwowano korelacje pomiedzy aktywnoscig LAK s -]
a iloécia powstatego produktu. Podczas kolejnych dni aktyw- & 1o
no$¢ LAK systematycznie malata do poziomu 50-100 U/l, na- 2 ¢
tomiast iloéé powstatego produktu byta nadal bardzo wysoka & ° 1 Ffl
(Rys. 2). § 4
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a ~§ Rys. 3. Obraz chromatograficzny (MEKC) produktéw reakcji
8 40 1 40 5 powstalych w wyniku transformacji substratow przez biomase
2 £ C. unicolor w czasie pierwszego (Cul) i trzeciego (Cu3) tygodnia
2 4 L ® intensywnych wymian oraz biomase F. fomentarius (Ffl); glowny
produkt reakcji — I, dodatkowy produkt reakeji — IT
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Rys. 2. Zmiany ilosci produktu powstalego w wyniku transforma-
cji substratow przez biomase grzybowa C. unicolor (A) i F. fomen-
tarius (B), w porownaniu z ilo$cia zewnatrzkomorkowej lakazy
w hodowlach kontrolnych C. unicolor (LAK A) i F. fomentarius
(LAK B)

W przypadku transformacji przez biomase C. unicolor jej
wydajnos¢ ksztaltowata sie na poziomie od 70 do 80% w cza-
sie drugiego 1 trzeciego tygodnia intensywnych wymian w po-
réwnaniu z wydajnoScig wymian w pierwszym tygodniu
(przyjeta za 100%). Wydajnoéé transformacji przez biomase
F. fomentarius oscylowata w przedziale od 40 do 90% w kolej-
nych wymianach. Po okresie regeneracji miedzy drugim
a trzecim tygodniem wymian zanotowano wyzsza efektyw-
no$¢ procesu syntezy, ktora osiagnela warto$é 96%. Jednocze-
$nie nie zanotowano wzrostu aktywnosci zewnatrzkomorko-
we) LAK, ktéra w dalszym ciagu nie przekraczata 10% mak-
symalnej aktywno$ci uzyskanej podczas trwania ekspery-
mentu. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna wniosko-
wac, ze transformacja substratow moze zachodzi¢ nie tylko
przy udziale zewnatrzkomoérkowej lakazy, ale takze przy
udziale lakazy zwigzanej z blonami komérkowymi (Rys. 2).

Analiza chromatograficzna HPTLC otrzymanego produktu
wykazata jego homogennoéé tylko w przypadku transformacji
przy udziale F. fomentarius. Produkt otrzymany w hodowlach
C. unicolor byt homogenny tylko w poczatkowym okresie ho-
dowli (1 1 2 tydzien) natomiast produkt powstaly w trzecim
tygodniu byt mieszanina dwdéch substancji. Wyniki otrzyma-
ne z analizy cienkowarstwowej zostaly potwierdzone przez
elektroforeze kapilarng MEKC. W mieszaninie poreakcyjnej
powstale] w wyniku biotransformacji przy uzyciu biomasy
C. unicolor stwierdzono obecnos¢ dwéch produktow reakeji
(I'110I), ktore réznily sie zaréwno wielkoscia piku jak 1 czasem
migracji, podczas gdy dla F. fomentarius stwierdzono obec-
noé¢ jedynie gtéwnego produktu reakeji (I) (Rys. 3).

W celu 20-krotnego zwigkszenia skali transformacji sub-
stratow w kolejnym etapie badan transformacje przeprowa-
dzono w bioreaktorze (cylinder o pojemnosci 2000 ml), zawie-
rajacym unieruchomiona biomase grzybowa. Tablica 1 przed-
stawia ilo§¢ produktu powstatego w kolejnych wlewach sub-
stratéw. Najwieksza wydajno§é procesu ok. 70% odnotowano
w pierwszym tygodniu transformacji, dla 1 mM stezenia sub-
stratéw. Zastosowanie wiekszego stezenia prekursoréw
w dalszych tygodniach eksperymentu skutkowato duzo
nizsza wydajno$cig syntezy od okoto 12 do 23% dla stezenia
5 mM 1 od 20 do 45% dla stezenia 2,5 mM.

Tablica 1
Zmiany ilo$ci produktu powstalego w kolejnych wlewach
Numer Stezenie Abs % syntezy
wlewu substratow [mM] A =520 nm enzymatycznej*

I 1 4,2 56,2
11 1 4,5 59,4
111 1 4,5 60,7
v 5 8,8 23,6
\% 5 7,5 19,9
VI 5 4,5 11,9
VII 5 4,8 12,7
VIII 2,5 8,6 45,7
IX 2,5 6,9 36,7
X 2,5 5,6 30,1
XI 2,5 3,9 20,7

* ilo§¢ produktu powstatego w hodowli grzybowej poréwnano do ilosci

otrzymanej z transformacji prowadzonej przez lakaze z C. unicolor wyko-
nanej dla analogicznego stezenia substratu.
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