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Synteza barwników
przez unieruchomion¹ biomasê grzybow¹

Wstêp

Biotechnologia przemys³owa jest wiod¹c¹ technologi¹ prak-
tycznego zastosowania komórek lub ich komponentów do pro-
dukcji substancji chemicznych, tworzyw oraz artyku³ów po-
wszechnego u¿ytku. W³aœciwoœci katalityczne wielu enzymów
z grupy oksydoreduktaz wykorzystane zosta³y w procesach
technologicznych zwi¹zanych z przemys³em tekstylnym, pro-
dukcj¹ ¿ywnoœci oraz z diagnostyk¹ medyczn¹ [1, 2]. Niestety
zarówno pozyskiwanie enzymów jak i ich stosowanie w proce-
sach technologicznych jest nadal zbyt kosztowne. Alterna-
tyw¹ syntezy enzymatycznej mo¿e byæ zastosowanie ca³ych
komórek, jako biokatalizatora transformacji. Doskona³ym
przyk³adem biokatalizatorów komórkowych mog¹ byæ komór-
ki grzybów nale¿¹cych do ekologicznej grupy grzybów bia³ej
zgnilizny drewna o naturalnej zdolnoœci wydzielania enzy-
mów oksydoredukcyjnych. Synteza zwi¹zków przy u¿yciu bio-
katalizatorów grzybowych zachodzi in situ a dodatkowe unie-
ruchomienie biomasy na noœniku pozwala na ³atwe oddziele-
nie produktów od œrodowiska reakcji. Biokataliza przy udzia-
le biomasy grzybowej poprzez eliminacjê chemicznych sub-
stancji utleniaj¹cych stwarza podstawy do otrzymania pro-
duktów o zmniejszonej toksycznoœci.

Celem badañ by³o zastosowanie unieruchomionej biomasy
grzybowej do przekszta³ceñ prostych zwi¹zków fenolowych
w barwne produkty reakcji.

Materia³y i metody

Unieruchamianie biomasy grzybowej

Homogenatem 14-dniowej hodowli grzybów Cerrena unico-
lor i Fomes fomentarius zaszczepiono 50 ml po¿ywki hodowla-
nej PDA (Potato Dextrose Broth, Sigma) umieszczonej
w 100-ml kolbach sto¿kowych. Grzybniê unieruchomiono na
noœniku wykonanym z ¿y³ki polipropylenowej o nieregular-
nym kszta³cie. Wytrz¹sane hodowle prowadzono w temp.
28oC przy 140 obr/min. Ponadto prowadzono hodowlê unieru-
chomionej biomasy C. unicolor w 2000-ml cylindrze szklanym
zawieraj¹cym 1000-ml po¿ywki PDA. Hodowle w cylindrze
napowietrzano za pomoc¹ bulgotek szklanych (2 l/min).

Transformacje substratów przez biomasê grzybow¹

Po 5–7 dniach obrastania noœnika przez biomasê grzybow¹
p³yn pohodowlany zdekantowano, a nastêpnie dodano mie-
szaninê substratów zawieszonych w 5-krotnie rozcieñczonym
ja³owym pod³o¿u PDA. Po 24-godzinnej transformacji prekur-
sorów p³yn pohodowlany zawieraj¹cy produkt reakcji zlewa-
no i dodawano œwie¿¹ porcjê substratów w po¿ywce. Iloœæ po-
wsta³ego produktu w czasie 24 godzin mierzono spektrofoto-
metrycznie. W czasie hodowli monitorowano aktywnoœæ
zewn¹trzkomórkowej lakazy (wobec ABTS) w równoleg³ych

hodowlach prowadzonych bez dodatku substratów. Unieru-
chomione hodowle prowadzono 5 lub 4 tygodnie odpowiednio
dla C. unicolor i F. fomentarius. W ci¹gu ka¿dego tygodnia
czterokrotnie powtarzano 24-godzinne transformacje nowych
porcji prekursorów oraz trzydniowy okres regeneracji za po-
moc¹ pod³o¿a bez dodatku prekursorów.

Analizy chromatograficzne

Produkty transformacji analizowano z zastosowaniem
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC) na z³o¿u krze-
mionkowym oraz elektrokinetycznej chromatografii micelar-
nej (MEKC).

Wyniki i dyskusja

W wyniku dzia³ania biomasy grzybowej na pojedyncze sub-
straty tj. kwas 4-metyloaminobenzoesowy (A) oraz kwas
1,2-dihydroksybenzoesowy (B) powsta³ nowy, barwny pro-
dukt (max 505–520 nm) tylko w przypadku zastosowania
mieszaniny substratów (A+B) (Rys.1).

Unieruchomiona biomasa grzybowa by³a stosowana jako
biokatalizator reakcji w systemie intensywnych wymian sub-
stratów. Po 24-godzinnej transformacji mieszanina reakcyjna
poddana by³a analizie spektrofotometrycznej oraz chromato-
grafii cienkowarstwowej. Rys. 2 przedstawia zmiany w iloœci
syntetyzowanego produktu w czasie 5 i 4 tygodni intensyw-
nych wymian odpowiednio dla C. unicolor i F. fomentarius.
Iloœæ produktu porównano z aktywnoœci¹ zewn¹trzkomórko-
wej lakazy (LAK) w hodowlach kontrolnych prowadzonych
bez dodatku prekursorów.
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Rys. 1. Spektrum UV-Vis produktu powsta³ego w wyniku 24-go-
dzinnej transformacji pojedynczych prekursorów (A, B) oraz ich

mieszaniny (A+B) przez biomasê grzybow¹
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W pierwszym tygodniu intensywnych wymian odnotowano
najwiêksz¹ aktywnoœæ LAK zarówno w przypadku hodowli
C. unicolor jak i F. fomentarius (odpowiednio 1800 U/l i 704
U/l) i zaobserwowano korelacjê pomiêdzy aktywnoœci¹ LAK
a iloœci¹ powsta³ego produktu. Podczas kolejnych dni aktyw-
noœæ LAK systematycznie mala³a do poziomu 50–100 U/l, na-
tomiast iloœæ powsta³ego produktu by³a nadal bardzo wysoka
(Rys. 2).

W przypadku transformacji przez biomasê C. unicolor jej
wydajnoœæ kszta³towa³a siê na poziomie od 70 do 80% w cza-
sie drugiego i trzeciego tygodnia intensywnych wymian w po-
równaniu z wydajnoœci¹ wymian w pierwszym tygodniu
(przyjêt¹ za 100%). Wydajnoœæ transformacji przez biomasê
F. fomentarius oscylowa³a w przedziale od 40 do 90% w kolej-
nych wymianach. Po okresie regeneracji miêdzy drugim
a trzecim tygodniem wymian zanotowano wy¿sz¹ efektyw-
noœæ procesu syntezy, która osi¹gnê³a wartoœæ 96%. Jednocze-
œnie nie zanotowano wzrostu aktywnoœci zewn¹trzkomórko-
wej LAK, która w dalszym ci¹gu nie przekracza³a 10% mak-
symalnej aktywnoœci uzyskanej podczas trwania ekspery-
mentu. Na podstawie otrzymanych wyników mo¿na wniosko-
waæ, ¿e transformacja substratów mo¿e zachodziæ nie tylko
przy udziale zewn¹trzkomórkowej lakazy, ale tak¿e przy
udziale lakazy zwi¹zanej z b³onami komórkowymi (Rys. 2).

Analiza chromatograficzna HPTLC otrzymanego produktu
wykaza³a jego homogennoœæ tylko w przypadku transformacji
przy udziale F. fomentarius. Produkt otrzymany w hodowlach
C. unicolor by³ homogenny tylko w pocz¹tkowym okresie ho-
dowli (1 i 2 tydzieñ) natomiast produkt powsta³y w trzecim
tygodniu by³ mieszanin¹ dwóch substancji. Wyniki otrzyma-
ne z analizy cienkowarstwowej zosta³y potwierdzone przez
elektroforezê kapilarn¹ MEKC. W mieszaninie poreakcyjnej
powsta³ej w wyniku biotransformacji przy u¿yciu biomasy
C. unicolor stwierdzono obecnoœæ dwóch produktów reakcji
(I i II), które ró¿ni³y siê zarówno wielkoœci¹ piku jak i czasem
migracji, podczas gdy dla F. fomentarius stwierdzono obec-
noœæ jedynie g³ównego produktu reakcji (I) (Rys. 3).

W celu 20-krotnego zwiêkszenia skali transformacji sub-
stratów w kolejnym etapie badañ transformacjê przeprowa-
dzono w bioreaktorze (cylinder o pojemnoœci 2000 ml), zawie-
raj¹cym unieruchomion¹ biomasê grzybow¹. Tablica 1 przed-
stawia iloœæ produktu powsta³ego w kolejnych wlewach sub-
stratów. Najwiêksz¹ wydajnoœæ procesu ok. 70% odnotowano
w pierwszym tygodniu transformacji, dla 1 mM stê¿enia sub-
stratów. Zastosowanie wiêkszego stê¿enia prekursorów
w dalszych tygodniach eksperymentu skutkowa³o du¿o
ni¿sz¹ wydajnoœci¹ syntezy od oko³o 12 do 23% dla stê¿enia
5 mM i od 20 do 45% dla stê¿enia 2,5 mM.

Tablica 1
Zmiany iloœci produktu powsta³ego w kolejnych wlewach

Numer
wlewu

Stê¿enie
substratów [mM]

Abs

* = 520 nm
% syntezy

enzymatycznej*

I 1 4,2 56,2

II 1 4,5 59,4

III 1 4,5 60,7

IV 5 8,8 23,6

V 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

* iloœæ produktu powsta³ego w hodowli grzybowej porównano do iloœci
otrzymanej z transformacji prowadzonej przez lakazê z C. unicolor wyko-
nanej dla analogicznego stê¿enia substratu.
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Rys. 2. Zmiany iloœci produktu powsta³ego w wyniku transforma-
cji substratów przez biomasê grzybow¹ C. unicolor (A) i F. fomen-

tarius (B), w porównaniu z iloœci¹ zewn¹trzkomórkowej lakazy
w hodowlach kontrolnych C. unicolor (LAK A) i F. fomentarius

(LAK B)

Rys. 3. Obraz chromatograficzny (MEKC) produktów reakcji
powsta³ych w wyniku transformacji substratów przez biomasê
C. unicolor w czasie pierwszego (Cu1) i trzeciego (Cu3) tygodnia
intensywnych wymian oraz biomasê F. fomentarius (Ff1); g³ówny

produkt reakcji – I, dodatkowy produkt reakcji – II
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