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Unieruchomiona biomasa grzybowa jako biokatalizator
w syntezie barwnikdw tekstylnych

Wstep

Nowoczesne metody biotechnologii przemystowej wykorzystujace
wlasciwosci katalityczne organizmow lub ich komponentéw np. en-
zymow, czynia te procesy bardziej przyjazne $rodowisku naturalne-
mu [Xu, 2005]. Wsrdd katalizator6w enzymatycznych szczegdlna roleg
pelnia oksydoreduktazy wytwarzane przez grzyby nalezace do bialej
zgnilizny drewna. Do tej grupy enzymow nalezy lakaza, oksydoreduk-
taza o niskiej specyficznosci substratowej, co powoduje, ze enzym ten
ma ogromny potencjat aplikacyjny w procesach biotransformacji [Mi-
kolasch i Schauer, 2009]. W wyniku lakazowego utleniania prostych
substratow fenolowych dochodzi do wytworzenia niestabilnej i bardzo
reaktywnej formy rodnikowej substratu, ktora moze ulegaé reakcji
sprzggania z innymi substratami organicznymi. Taka wlasciwos¢ wy-
kazuje rowniez biomasa grzybow ligninolitycznych, o naturalnej zdol-
no$ci wydzielania lakazy. Biotransformacja zwiazkoéw przez grzyby
zachodzi in situ, nie wymaga kosztownego i czasochtonnego procesu
pozyskiwania i oczyszczania enzymu oraz angazuje dodatkowe ukta-
dy enzymatyczne, ktore poprawiaja wydajnos$¢ procesu transformacji.
Unieruchomienie biomasy na trwalym nosniku ogranicza swobodna
migracj¢ komoérek i umozliwia dziatanie uktadu w systemie ciagltym.
Nosnikami wykorzystywanymi w tej metodzie moga by¢ migdzy inny-
mi gabka poliuretanowa oraz siatka wykonana z zylki polipropyleno-
wej lub stali nierdzewnej [Couto i in., 2004]. Unieruchomione hodowle
grzybow ligninolitycznych znalazly zastosowanie zar6wno w degrada-
cji jak i w syntezie barwnikéw tekstylnych [Couto i in., 2004, Polak
i Jarosz-Wilkotazka, 2010].

W niniejszej pracy podsumowano badania dotyczace unieruchamia-
nia biomasy grzybowej na trzech rodzajach nosnikow oraz jej zastoso-
waniu do transformacji prostych substratéw organicznych w barwniki
tekstylne.

Materiaty i metody

Unieruchamianie biomasy grzybowej

Cztery gatunki grzybow ligninolitycznych charakteryzujace si¢ na-
turalng wlasciwoscia wydzielania lakazy (Trametes versicolor — TV7,
Fomes fomentarius — FF25, Abortiporus biennis — AB123 i Cerrena
unicolor — CU139) zostaty unieruchomione na no$nikach o porowate;j
strukturze siatki lub gabki. Siatka wykonana byta z zytki polipropyleno-
wej (A) o $rednicy oczka od 3 do 5 mm, natomiast jako gabki uzyto filtr
celulozowy (B) oraz gabke poliuretanowa (C) (Rys. 1).

(140 obr/min), w temperaturze 28+2°C. W czasie 40-dniowej hodowli
monitorowano zdolno$¢ grzybni do trwatego obrosnigcia nosnika oraz
poziom lakazy zewnatrzkomorkowej. W 20. i 36. dniu hodowli podto-
ze hodowlane dekantowano i nastgpnie dodawano $wieza porcj¢ po-
zywki.

Synteza barwnika fenoksazynowego

W ramach pracy przeprowadzono transformacje kwasu 3-amino-4-
hydroksybenzenosulfonowego (AHBS) przy zastosowaniu plynnych
hodowli wytrzasanych, zawierajacych biomasg szczepow TV7, FF25,
AB123 oraz CUI39, unieruchomiona na siatce polipropylenowej lub
filtrze celulozowym. Transformacj¢ AHBS przeprowadzono w trakcie
trzech nastgpujacych po sobie 48-godzinnych wymian (wymiana I, II,
I1I). Do siedmiodniowych hodowli, charakteryzujacych sig catkowitym
unieruchomieniem biomasy, dodawano mieszaning transformacyjna,
ktoéra stanowit roztwor substratu (1 mM) rozpuszczony w 10-krotnie
rozcienczonej pozywce glukozo-ziemniaczanej (wymiana I). Po 48 go-
dzinach inkubacji ptyn pohodowlany, ktory zawieral powstaty produkt,
dekantowano i dodawano kolejna porcj¢ mieszaniny transformacyjne;j
(wymiana II). Pomigdzy II a III wymiana zastosowano przerwg regene-
racyjna (R), polegajaca na 24-godzinnej inkubacji grzybni w 10-krotnie
rozcienczonej pozywce bez dodatku substratu. Ilo$¢ produktu monito-
rowano przy dtugosci fali 436 nm i wyrazono w jednostkach absorban-
cji w przeliczeniu na 1 gram suchej masy grzybni (Abs;¢/g).

Pomiar aktywno$ci lakazy zewnatrzkomorkowej

Aktywno$¢ lakazy oznaczano spektrofotometrycznie z zastosowa-
niem soli dwuamonowej 2,2 bis-azyno-bis(3-etylobenzo-tiazolino-6-
kwasu sulfonowego) (ABTS) jako substratu; powstaty produkt moni-
torowano przy dlugosci fali 414 nm a aktywnos¢ enzymu wyrazano
w jednostkach U w przeliczeniu na litr. Jeden U to taka ilo$¢ enzymu,
ktéra przeksztalca 1 pmol ABTS do jego rodnika ABTS' lub/i ABTS®
w ciagu jednej minuty.

Wyniki i dyskusja

Wszystkie przebadane gatunki grzybow wykazaty zdolno§¢ do ob-
rastania testowanych no$nikow oraz wydzielania zewnatrzkomorkowe;j
lakazy juz w czasie pierwszych siedmiu dni hodowli. Najlepszy wzrost
biomasy zaobserwowano na siatce polipropylenowej oraz na filtrze
celulozowym i w tych wariantach nie zaobserwowano obecnosci wol-
nych fragmentow grzybni w ptynie hodowlanym w czasie catej hodowli
(Rys. 2).

Rys. 1. Rodzaje no$nikow zastosowanych do unieruchomienia biomasy grzybowe;j:
siatka polipropylenowa (A), filtr celulozowy (B) oraz gabka poliuretanowa (C)

Nosniki umieszczono w szklanych kolbach stozkowych (250 ml)
zawierajacych 100 ml pozywki glukozo-ziemniaczanej [4]. Calo$¢ ste-
rylizowano, a nastgpnie szczepiono homogenatem grzybni stanowia-
cym 3% calkowitej objetosci ptynu hodowlanego. Obrastanie no$nika
przez grzybnig trwato od 5 do 7 dni w warunkach hodowli wytrzasanej

Rys. 2. Zdjgcia grzybni CUI39 unieruchomionej na siatce polipropylenowej (A),
filtrze celulozowym (B) oraz gabce poliuretanowej (C) w 4. dniu hodowli

Natomiast w przypadku zastosowania gabki poliuretanowej zaobser-
wowano fragmenty grzybni niecobrastajace no$nik i zawieszone w plynie
hodowlanym. Podczas hodowli grzybowych monitorowano aktywnos¢
zewnatrzkomorkowej lakazy. Najwigksze aktywnosci niespecyficzne
lakazy (U/1) odnotowano dla hodowli AB123, unieruchomionych na
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filtrze celulozowym lub gabce poliuretanowej (Rys. 3). We wszystkich
wariantach hodowlanych gatunkow 7V7, FF25 oraz CU139 aktywno$¢
lakazy nie przekraczata wartosci 300 U/L.
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Rys. 3. Wplyw unieruchomienia biomasy grzybowej na aktywnos$¢ niespecyficzna
lakazy (U/l) w czasie 40-dniowej hodowli wytrzasanej Abortiporus biennis (AB123)
i Cerrena unicolor (CU139)

Hodowle kontrolne, czyli rosnace bez dodatku nosnikow, wykazy-
waty zdolno$¢ do wydzielania ponad 10-krotnie wigkszej aktywnosci
lakazy niz hodowle, w ktérych biomasa byta unieruchamiana na no-
$nikach.

Transformacje substratu AHBS przeprowadzono przy zastosowaniu
ptynnych hodowli wytrzasanych, zawierajacych biomasg¢ grzybowa
szczepow TV7, FF25, AB123 oraz CUI39 unieruchomiona na nosni-
kach. Przy zastosowaniu metod spektrofotometrycznych monitorowa-
no zaréwno intensywnos¢ barwy powstatego produktu (Abssen,) jak
i aktywnos¢ lakazy w hodowlach kontrolnych bez dodatku substratu.
Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna jednoznacznie stwierdzié,
iz gatunek grzyba ma duzy wplyw na wydajno$¢ transformacji sub-
stratu AHBS w barwne produkty (Tab. 1). Najwigksza ilos¢ produktu
w przeliczeniu na gram suchej masy grzybni zaobserwowano w trzech
kolejnych wymianach w uktadzie zawierajacym unieruchomiona bio-
mas¢ FF25 (Tab. 1). Najmniej produktu uzyskano w czasie wymiany
I dla wariantu z biomasa CUI39 unieruchomiona na filtrze celulozo-
wym. Ponadto zaobserwowano, ze absorbancja produktu powstatego
w trakcie wymiany Il byta nieznacznie wyzsza od absorbancji produktu,
uzyskanego podczas transformacji zachodzacej w wymianach 11 111, co
moglo by¢ zwiazane z adsorpcja barwnika w przestrzeniach mig¢dzyko-
morkowych grzybni.

Rownolegle prowadzono hodowle kontrolne bez dodatku substratu
AHBS, w ktérych monitorowano aktywnos¢ zewnatrz komorkowej la-
kazy. Maksymalna aktywno$¢ wydzielonej lakazy w hodowlach kontro-
Inych uzyskano dla uktadu zawierajacego biomas¢ AB123 unierucho-
miong na filtrze celulozowym w wymianie I (Tab. 2).

Tab. 1. Wplyw zastosowanego gatunku grzyba na ilo$¢ produktu powstatego
w wyniku transformacji substratu AHBS

. Tlo$¢ produktu (Absyse/g)
Szczep Nosénik - - -
wymiana [ wymiana II wymiana III
p— siatka 251+14 30,2 £0,7 21,2+0,2
filtr 229+1,7 27,1+22 22,5+1,0
siatka 74,1 £ 8,4 76,7 £ 6,3 65,6 £ 6,9
FF25
filtr 47,0+9,6 60,5+7,7 50,2+ 11,9
siatka 249 £5,6 34,6 +8,1 31,4+13,2
ABI23
filtr 19,1+7,5 25,9 +10,7 22,0+6,8
siatka 24,7+ 19,1 38,4+0,3 38,1+1,3
CUI39
filtr 53+38 36,4 +3,7 40,0 £4,5

Tab. 2. Maksymalna aktywnos¢ lakazy (U/l) uzyskana w hodowlach unieruchomio-
nych grzybow (TV7, FF25, AB123, CU139), R — regeneracja hodowli, (24) — czas
inkubacji [h], podczas ktorego uzyskano maksymalng aktywnos$¢ enzymu

Maksymalna aktywno$¢ lakazy (U/I)

Grzyb Nosnik
wymiana [ wymiana II R wymiana 11
- siatka 47 +15(24) 34+5(48) 40+3 61 +24 (24)
filtr 110+ 7 (24) 70 7 (24) 47+12 52+4(24)
FRs siatka 46 +32(24) 66 + 40 (48) 49+ 18 54+9(24)
filtr 65+21(24) 35+18(24) 11£20 42 + 15 (48)
B2 siatka 47 +12 (24) 59 +27 (48) 60+ 52 31+£27 (48)
filtr 159+1(24) 58 £36 (48) 36+ 12 16 + 14 (24)
cUI39 siatka 94 + 11 (48) 63 + 12 (48) 33+12 48 + 18 (48)
filtr 94 + 33 (48) 94 +2 (48) 46 +11 53+1(24)

Minimalnie wigksze aktywno$ci uzyskano w hodowlach z biomasa
unieruchomiona na filtrze celulozowym szczegélnie w czasie wymiany
1. Nie miato to wigkszego znaczenia dla syntezy barwnika, albowiem
najwigksze jego ilo$ci uzyskane zostaty w hodowlach z zastosowaniem
siatki polipropylenowej jako nos$nika.

Whioski

Biomasa wszystkich przebadanych grzybow ligninolitycznych wyka-
zala zdolno$¢ do obrastania testowanych no$nikow.

Najlepsze rezultaty osiagnigto w przypadku zastosowania siatki po-
lipropylenowej, ktora charakteryzowala si¢ porowata struktura umozli-
wiajaca adhezjg grzybni, dobry wzrost podczas hodowli wytrzasanych
i bardzo dobra aktywnos$¢ enzymatyczna i biotransformacyjna.

Biomasa unieruchomiona na nosnikach zdolna byta do transformacji
prostych zwiazkéw fenolowych w produkty barwne bez koniecznosci
pozyskiwania i oczyszczania biokatalizatora enzymatycznego.

Proces transformacji substratu w barwnik zachodzi in situ z wydaj-
no$cia pordwnywalng do procesu z uzyciem wyizolowanego enzymu,
pomimo niskich aktywnosci lakazy zewnatrzkomoérkowej obserwowa-
nych w ptynie pohodowlanym hodowli grzybowych. Moze si¢ to wia-
za¢ z angazowaniem dodatkowych ukladow enzymatycznych i kofak-
torow, ktore usprawniaja proces przenoszenia elektrondw z substratu na
tlen czasteczkowy i1 zwigkszaja proces biotransformacji bezbarwnego
substratu AHBS w barwnik fenoksazynowy.
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