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Warunki hodowli Penicillium chrysogenum
do produkcji poligalakturonazy na surowcu odpadowym

Wstep

Fermentacja na podlozu stalym SSF (Solid State Fermentation)
jest jednym z systeméw hodowli mikrobiologicznych. Gtéwnym
zalozeniem tego procesu jest wykorzystanie stalego surowca jako
podloza dla komérek mikroorganizméw oraz zrédta wody i niezbed-
nych sktadnikéw budulcowych i odzywczych [Pandey, 2003]. Bio-
masa roslinna spetnia powyzsze wymagania ze wzgledu na stosun-
kowo duza zawarto$¢ zaréwno wilgoci, jak i weggla organicznego
w postaci m.in. z celulozy, hemicelulozy czy pektyn.

Wsréd mikroorganizméw rosnacych na statej powierzchni naj-
czgsciej wystepuja grzyby, ktére takie warunki preferuja znacznie
bardziej anizeli hodowle wgtebne. Dla mniej niz 1% izolowanych
grzybéw $Srodowiskiem zycia jest woda [Holker i in., 2004].

Fermentacja na podtozu stalym moze odnosi¢ si¢ do proceséw
zar6wno tlenowych, jaki i beztlenowych. Hodowla prowadzona
w SSF z natury przebiega jak proces okresowy, ktéry konczy si¢ po
wyczerpaniu zrédta wegla lub w wyniku braku innego sktadnika,
wtym tez wody. Na poczatku procesu woda wystgpuje gtownie
w formie wilgoci w surowcu. W trakcie procesu uzupelniana jest
z powietrza, co przy rozbudowanej grzybni jest nierzadko czynni-
kiem limitujacym. Proces zachodzacy w SSF rozpatruje sig¢ jako
reakcj¢ w ukladzie heterogenicznym z réwnoczesnym wielosktadni-
kowym transportem masy i ciepla [Szewczyk i in., 1989].

Czgsto SSF prowadzi si¢ w celu rozktadu ciektych [Polak i Ja-
rosz-Wilkotazka] oraz statych odpadéw z przemystu spozywczego lub
gorzelniczego z towarzyszaca produkcja uzytecznych zwiazkow
i enzyméw. Nierzadko hodowle te cechuje wysoka produktywno$é
oraz wyzsza w stosunku do hodowli wgtgbnych stabilno$¢ produktu
[Holker i in., 2004, Couto i Sanroman, 2006].

W pracy przedstawiono wyniki badan nad doborem warunkéw
produkcji poligalakturonazy (PG) przez Penicillium chrysogenum
w SSF na skdrkach pomaranczy. Okre$lono wptyw temperatury,
aktywnosci wody oraz obecnosci soli nieorganicznych.

Dla uzyskanych korzystnych warunkéw hodowli w systemie
okresowym wykonano badania majace na celu zaprojektowanie
procesu szarzowego. Dotyczyly one sposobu zaszczepienia podtoza,
wielko$ci inokulum i czasu wymaganego na zaszczepienie kolejnej
szarzy.

Badania doswiadczalne

Mikroorganizm i przygotowanie inokulum

Organizm wykorzystywany w badaniach byt dzikim szczepem ple-
$ni wyizolowanym z rozkladajacej si¢ pomaranczy.

Identyfikacjg¢ przeprowadzono na podtozach selekcyjnych oraz ob-
serwacjach mikroskopowych dzigki uprzejmosci Zaktadu Fitopatolo-
gii i Mikologii w Katedrze Ochrony Roslin Uniwersytetu Przyrodni-
czego we Wroctawiu. Szczep zidentyfikowano jako Penicillium
chrysogenum. Plesn przechowywano w podtozu Czapek-dox z 0,1%
pektynami w temperaturze otoczenia i rutynowo przesiewano co trzy
tygodnie.

Zawiesing spor do hodowli przygotowano w wodnym roztworze
0,1% Tween80®, przeptukujac 12-14 dniowa ptytke 30 cm® roztwo-
ru. Kolby zaszczepiano w proporcji 1 cm” innokulum — 15 g surowca.

Surowiec

Swieze skérki pomaranczy chinskiej (Citrus sinensis zastosowano
jako surowiec. Skorki pokrojono w kostkg o krawgdzi ~5 mm i pod-
dano sterylizacji w kolbach 250 cm® przez 20 min. (121 °C).

Metody analityczne

Stezenie biatka okre$lono za pomoca metody Lowry’ego [Lowry
iin., 1951], wykorzystujac krzywa standardowa dla albuminy woto-
wej o réwnaniu:

Abs(750) = 2,273 Cpiana [g-dm™] (€))]

Aktywno$¢ PG badano analizujac stgzenie produktu hydrolizy
kwasu poli-D-galakturonowego za pomoca odczynnika DNS [Miller,
1959]. Substrat o stezeniu 8,0 g-dm™ przygotowano zgodnie z opisa-
ng procedurg [Worthington Biochemical Corp., 2015]. Reakcjg pro-
wadzono w proporcji objgtosci preparatu i substratu 1:1, w 37°C,
pH 5,0 przez 15 min. Postgp reakcji — ilo$¢ uwalnianych grup reduku-
jacych okre$lono, wykonujac pomiary absorbancji przy A = 550 nm.
Stezenie cukréw skorelowano z krzywa standardowa wykonana dla
kwasu D-galakturonowego o réwnaniu:

Abs(550) = 0,634 C,rouin — 0,0654 [g:dm™] 2)

Za jednostke aktywnoéci przyjeto: 1 U-cm™ = uwolnienie 1 pg
kwasu galakturonowego w czasie 1 min przez 1 cm’® preparatu
w warunkach reakcji.

Odczyn fermentujacej biomasy badano w odstgpach dobowych
przez S dni, na podstawie pomiaréw pH wodnych ekstraktéw hodow-
li za pomoca elektrody wodorowej. Oznaczenia wykonano w dwdch
powtdrzeniach.

Wilgotno$¢ surowca zmierzono wykorzystujac zestaw sondy
HydroClip2 do pomiaru aktywnosci wody a, polaczonej z mierni-
kiem HP23-AW-A Rotronic. Pomiary wykonano w trzech powtdrze-
niach dla 3,0+3,5 g skdrek bezposrednio po sterylizacji oraz dla
skorek o zwigkszonej wilgotnosci, do ktérych na 3,0 g dodano 1 cm®
wody lub roztworu soli (10 g~dm’3 (NHy),SO4, MgS0,). Przed po-
miarem skorki o zwigkszonej wilgotno$ci pozostawiono na 120 min
do nasiaknigcia w zamknigtej kolbie okresowo wstrzasajac.

Warunki hodowli i izolacja produktu

Przeprowadzono 5 serii hodowlanych Penicillium chrysogenum
zgodnie z warunkami podanymi w Tab. 1. Hodowle prowadzono
w szerokoszyjnych kolbach ptaskodennych (250 cm’) zamknigtych
korkami celulozowymi. Masa degradowanego surowca wynosita
15 g. Hodowle monitorowano w odstgpach dobowych przez 5 dni.

Biomase tugowano buforem Mcllvaina o pH 5,0 (6 cm®na 1 g
$wiezego podtoza). Ekstrakcje prowadzono w 24°C w mieszalniku
przy 230 rpm przez 60 min. Nastgpnie zawarto$¢ kolby przesaczano
przez jalowa gazg. Tak uzyskany ekstrakt odwirowano przy 9000
rpm przez 30 min. w temperaturze 4°C w celu usunigcia sta-
tych pozostatosci. Uzyskany supernatant poddano dializie
(MEMBRACEL MD 44 — 14x100 CLR, 14 kDa) wobec tego samego
buforu przez 10 h, wymieniajac bufor co najmniej 2-krotnie.

Tab. 1. Warunki prowadzonych hodowli okresowych

Hodowla a, Temperatura. [°C]
1 0,997 30
2 0,997 24
3 0,997 37
4 0,973 24
0,997
5 < 3 24
(NH4),SO4, MgSOy, roztwér 10 g-dm
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Sposob zaszczepienia podtoza

Przeprowadzono eksperyment z trzema szklanymi cylindrami po-
numerowanymi I-III (50 cm®), w objetosci ktérych badano stopien
porastania surowca grzybnia P. chrysogenum. W cylindrach usypano
skorki z pomaranczy (23,4 g) i poddano sterylizacji, nastgpnie za-
szczepiono 1 cm?® innokulum: 1. od géry, II. w catej objetosci i III. od
dotu. Hodowle monitorowano przez 7 dni, po tym czasie cylindry
oprézniono, podtoze tugowano (230 rpm, 60 min) buforem Mcllvaina
o pH 5,0 w celu okreslenia masy biatka i jego aktywnosci w dializo-
wanym ekstrakcie.

Objetos¢ innokulum

W celu dobrania objgtosci inokulum wykorzystano 4 dniowa ho-
dowlg o znacznym stopniu kolonizacji podtoza i obecnosci zarodni-
kéw. Na sterylne podtoze (15 g) przeniesiono 1,1 g, 2,1 glub 4,3 g
hodowli. Zaszczepione kolby pozostawiono na 3 dni, wizualnie mo-
nitorujac stopien porastania skoérek. Nastgpnie hodowle lugowano
(230 rpm, 60 min) buforem Mcllvaina o pH 5,0 w celu oznaczenia
masy biatka i jego aktywnos$ci w dializowanym ekstrakcie.

Proces szarzowy

Eksperyment przeprowadzono w dwdch etapach. I etap odnosit si¢
do okres$lenia czasu hodowli i masy podtoza do przenoszenia innoku-
lum na nastgpng szarzg. Il etap obejmowal przeprowadzenie cyklu
w zadanych odstgpach dobowych. Aby okresli¢ poprawno$¢ wyni-
kéw, prowadzono przynajmniej trzy kolejne szarze.

Wyniki i dyskusja

W trakcie prowadzonych do$wiadczen przebieg poszczegdlnych
hodowli monitorowano na podstawie wizualnych obserwacji oraz
oznaczen dwéch wielkosci — zawarto$ci biatka ogélnego w dializo-
wanych preparatach, wyrazonej w mg biatka z 1 g podtoza oraz
zawarto$ci w mieszaninie reakcyjnej produktu hydrolizy enzyma-
tycznej, wyrazonej w jednostkach aktywno$ci enzymatycznej
w 1 cm’ preparatu.

Dobor warunkow hodowli

Sposréd parametréw hodowli najwigkszy wptyw na produkcje
PG ma temperatura (Tab. 2). Zakres temperatury 24-37 °C przyjgto
na podstawie prac eksperymentalnych nad hodowlami Penicillium
sp. na surowcu statym, w ktérych stosowano temperatury 28+30°C
[Diaz i in., 2007, Silva i in., 2002]. W badanym zakresie 24+37°C,
najnizsza temperatura wpltywa najkorzystniej na produkcje PG.
W przeciwienstwie do cytowanych publikacji, powyzej 30 °C obser-
wowano zahamowanie zaréwno wzrostu szczepu, jak i produkcji PG.

W tab. 2 pokazano, ze wilgotno$¢ surowca ma réwniez znaczny
wplyw na przebieg hodowli. Swieze skérki z pomaranczy sa dobrym
podtozem do prowadzenia hodowli w SSF ze wzgledu na znaczna
dostgpno$¢ wegla (substancje pektynowe), zrédta azotu (5,3 mg
biatka /g podtoza) oraz wody. Aktywnos$¢ wody w skérkach bezpo-
$rednio po sterylizacji wynosita 0,973. Aktywno$¢ wody wymagana
dla podtoza do hodowli Penicillium chrysogenum powinna by¢ za-
warta w przedziale od 0,970 do 0,995. Wraz ze wzrostem warto$ci-

Tab.2. Wplyw temperatury i wilgotnosci surowca na aktywno$¢ PG.

24°C, 30°C 37°C 24°C 24°C
Dziefi a,=0,997 a,=0997 | a,=0,997 a,=0,973 a,, = 0,997, sole
jednostka aktywnosci PG [U-cm™]
0 0 0 0 0 0
1 24,7 25,5 17,0 23,1 22,6
2 158,8 100,8 22,5 96,0 189,9
3 120,3 81,7 17,3 96,4 148,8
4 117.4 46,2 10,6 102,5 146,6
5 57,0 33,5 0 81,6 111,7

parametru a,, zaobserwowano bardziej intensywny wzrost mikroor-
ganizmu [Burgain i in., 2013]. W omawianych hodowlach zauwazo-
no podobna zalezno$¢ w produktywnosci biatka. Hodowle z dodat-
kowa porcja wody lub roztworu soli wykazywaty a, = 0,997.
W hodowlach tych obserwowano o okoto 40% wigksza produkcje
biatka w tym biatka enzymatycznego. Obecno$¢ soli (NH,),SO, oraz
MgSO, dodatkowo polepsza produktywno$¢ o stabilno$¢ preparatu.
Podobna zalezno$¢ przedstawiono w pracy [Rajmane i Korekar,
2012], gdzie badano wptyw réznych zrédet wegla i azotu na wzrost
produkcji pektynaz m.in. przez P. chrysogenum.

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych badan wybrano
temperaturg 24 °C i zwigkszona wilgotno$¢ podloza z solami nie-
organicznymi.

Jak zaprezentowano w tab. 2, prawie we wszystkich hodowlach
najwigksza aktywnos$¢ PG zostata oznaczona w drugiej dobie. Dhuz-
sze prowadzenie hodowli skutkuje spadkiem aktywnos$ci enzyma-
tycznej, prawdopodobnie na skutek inaktywacji enzymu (masa biatka
w tym czasie praktycznie nie ulega zmianie). Podazajac za tym
stwierdzeniem, przez 5 dni wykonywano pomiary odczynu hodowli
w odstgpach dobowych. Z oznaczen pH wynika, ze odczyn §wiezych
skérek z pomaranczy waha si¢ w granicach 4,0+4.4. Po 2 dobie wi-
doczny jest jego najwigkszy spadek do wartosci ~3,3, odczyn ten
utrzymuje si¢ wzglednie stalym poziomie i w dniu 5 osiaga wartos$¢
pH 3.0.

Wyniki pomiaréw aktywnosci enzymatycznej preparatu PG poka-
zuja, ze enzym wykazuje niewielka aktywnos¢ w pH 3,0. W tym pH
po 72 h inkubacji (w pH 3,0) traci w przyblizeniu 40% wyjsciowej
aktywnosci (badanej w pH 5,0). Warto$¢ ta bardzo dobrze koreluje
z aktywnoscia uzyskana w piatym dniu hodowli (111,7 U cm™ wobec
189,9 U cm™ w dobie drugiej). Na podstawie tych wynikéw ustalono,
ze pH jest krytycznym parametrem hodowli P. chrysogenum i prze-
prowadzono eksperyment, w ktérym w drugim dniu hodowli wpro-
wadzono bufor Mcllvaina o pH 6,5 pozwalajacy na doprowadzenie
odczynu podloza do wartosci 4,0. Wyniki pomiaréw jednoznacznie
wskazuja, ze podniesienie odczynu podioza pozwolito na wydtuzenie
produkcji biatka do piatej doby i uzyskanie w tym dniu 4,76 mg
biatka na 1 g podtoza przy aktywnosci PG 474,8 U-cm™. W kolej-
nych etapach badan prowadzono hodowle ze zmiana pH podloza
w drugim dniu.

Szarzowa produkcja PG

Hodowle na poditozu statym sa z natury procesami okresowymi
i przeprowadzenie ich w procesie ciagtym, w sposéb analogiczny dla
hodowli wgtebnych, jest znacznie ograniczone. Niemniej jednak
podjeto prébg przeprowadzenie procesu szarzowego z pominigciem
czasu na adaptacj¢ mikroorganizméw dzigki podawaniu czgsci me-
dium z szarzy poprzedniej na nowe podloze.

Wstepne badania dotyczyty okreslenia wptywu sposobu inokulacji
ztoza oraz masy podloza przenoszonego do kolejnej szarzy. W celu
okreslenia sposobu zaszczepienia podioza, przez 7 dni prowadzono
obserwacje wizualne wzrostu plesni w trzech cylindrach. W kazdym
cylindrze biala grzybnia widoczna byla w 2 dobie. Dla cylindréw
zaszczepionych na powierzchni i od spodu, w ciagu 7 dni nie doszto
do catkowitej kolonizacji surowca. Hodowla zaszczepiona w calej
objgtosci charakteryzowala si¢ réwnomiernym wzrostem na po-
wierzchni skérek. Po 7 dobach masa wyprodukowanego biatka (mg
biatka/1 g podioza) oraz aktywno$é PG (U/cm®) wynosity odpowied-
nio: zaszczepienie od goéry — 2,85 i 164,2, w objetosci — 2,56 i 163,8
oraz od dotu — 2,37 i 147,2. Wartosci te pokazuja, ze sposéb zaszcze-
pienia podtoza nie ma bardzo istotnego wptywu na ilo$¢ biatka ak-
tywnego. Fakt ten zostal wykorzystany w nastgpnych dos$wiadcze-
niach, w ktérych podtoze w kolejnej szarzy zaszczepiano na po-
wierzchni warstwy surowca, co jest najprostszym rozwiazaniem
w skali przemyslowej. W nastgpnym etapie okreslono, w sposéb
ilosciowy, wielko$¢ innokulum potrzebng do zapoczatkowania kolej-
nej szarzy. Poréwnano efekt zaszczepienia 7,0, 13 i 27% wag. masy
w stosunku do masy podtoza. Na podstawie wizualnych obserwacji
okreslono, ze migdzy 14 i 27% nie ma widocznej réznicy w pokryciu
podloza, dla najmniejszej ilosci pokrycie byto zauwazalnie mniejsze.
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Pomiary ilosci biatka [mg g™'] i aktywnosci preparatéw [U-cm™]
wyniosty odpowiednio: 7,0% — 3,9 i1 229,5; 13% — 3,7 1293,3 oraz
dla 27% — 4,4 1313,7. Réznice migdzy uzyskanymi warto$ciami przy
131 27% sa nieznaczne. Stad w dalszych badaniach przyjgto innoku-
lum o 13% wag. masy podtoza, jako odpowiednia dla zaszczepienia
nastgpnych szarzy.

Celem ponizszych badan bylo przeprowadzenie produkcji PG
w systemie szarzowym SSF. Kluczowym zagadnieniem bylo zatem
okre$lenie interwatu czasu przenoszenia innokulum do nastgpnych
szarzy, ktéry umozliwi z jednej strony uzyskanie biatka o stalej wy-
sokiej aktywnosci katalitycznej, z drugiej — na wzglgdnie wysoki
stopien wykorzystania surowca. Na rys.l poréwnano wyniki dla
dwdch serii hodowli.
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Rys.1. Aktywno$¢ PG preparatéw z hodowli zaszczepianej klasycznie
(I seria) i inokulum z hodowli poprzedniej (II seria)

I seria przedstawia pierwsza szarz¢ zaszczepiang klasycznie (inoku-
lum z ptytki) monitorowana przez 7 dni z dodaniem buforu w 2. do-
bie. W poréwnaniu z danymi zawartymi w tab. 2 (24 °C, a,,= 0,997,
sole), I seria rézni si¢ dodatkiem buforu w drugim dniu hodowli.
Skutkuje to wzrostem aktywnos$ci PG z maksimum w 5. dniu
(474,8 U-cm™). II seria odpowiada drugiej szarzy, ktéra zostata
rozpoczgta poprzez zaszcezepienie podtozem z 5 dnia hodowli serii 1.
Jak przedstawiono na rys. 1 hodowla zaszczepiona podtozem z po-
przedniej szarzy (seria II) charakteryzuje si¢ odmiennym przebiegiem
aktywnosci PG, w poréwnaniu z hodowla zaszczepiana klasycznie
(seria I). W II serii, zaszczepienie podioza inokulum zlozonym ze
ztoza z poprzedniej szarzy pozwolito na uzyskanie wysokiej aktyw-
nosci PG juz w drugim dniu hodowli (584,5 U-cm™). Na warto$é tg
ma wplyw biatko enzymatyczne przeniesione z pierwszej szarzy
(ok. 66,5 U-cm™), stad mozna uzna¢, ze produktywnos¢ w drugim
dniu 2 szarzy, byla poréwnywalna z produktywnos$cia w 5. dniu
pierwszej szarzy.

Na rys.2 przedstawiono symulacj¢ ciagéw technologicznych dla
dwéch wariantéw, wyrazona w jednostkach aktywnosci PG. Ozna-
czenia 5-2-2-2 i 5-5-5-5 odnosza si¢ do dni przenoszenia innokulum
na nastgpne szarzg.

Dla kazdego cyklu wykonano cztery szarze. Wyniki z dalszych
szarzy nie byly juz tak zadawalajace jak przy dwoéch szarzach.
W cyklu 5-2-2-2 jeszcze tylko w szarzy II udato si¢ uzyska¢ wysoka
aktywno$¢ preparatu. W przypadku ciagu 5-5-5-5 w dalszych cyklach
uzyskano zblizone wzglednie wysokie aktywnosci PG, 350 U-cm™.

Whnioski

Na podstawie badan sformutowano nastgpujace wnioski:

= Skérki z pomarafczy sa surowcem o korzystnych wiasciwo-
Sciach podloza do produkcji pektynaz w hodowli SSF ze
wzgledu na znaczng dostgpnos¢ substratu pektynowego, bia-
tek oraz duza wilgotnos¢.
W badanym zakresie temperatury (24+37 °C) i aktywnosci
wody (0,973+0,997) najkorzystniejszymi warunkami hodowli
P. chrysogenum do otrzymywania PG jest temperatura 24°C,
a,,= 0,997 i obecnos¢ soli (NH4),SOy, i MgSO,.
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Rys.2. Aktywnos¢ PG preparatéw w cyklach technologicznych
o interwatach czasowych 2 lub 5 dni

* Odczyn podioza jest kluczowym parametrem hodowli
P. chrysogenum 1 jego utrzymanie na poziomie pH ~4,0 jest
konieczne do uzyskania biatka o wysokiej aktywnosci poliga-
lakturonazowe;j.

= Sposéb zaszczepienia podtoza i wielko§¢ innokulum majq
istotny wplyw na szybko$¢ utylizacji podioza i wytwarzanie
bialek enzymatycznych. W przeprowadzonych eksperymen-
tach uzyskano najlepsze wyniki dla podtoza zaszczepionego
na powierzchni stosujac innokulum 13% mas. w stosunku do
poczatkowej masy surowca.

= Proces szarzowy z 5-dniowymi interwatami czasu pozwolit
uzyskaé stosunkowo wysokie aktywnosci PG oraz niemalze
petne wykorzystanie surowca odpadowego.
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