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STRESZCZENIE

W pracy wykorzystano metode ptaszczyzny odpowiedzi w celu zoptymalizowania biosyntezy 2,3-buta-
nodiolu przez szczep Bacillus licheniformis NCIMB 8059. Oceniono wptyw stezenia ekstraktu drozdzo-
wego oraz jonéw CH_COO, Fe’*i Mn** na koricowga zawartos¢ 2,3-butanodiolu w ptynie pohodowlanym.
Doswiadczenie optymalizacyjne zaprojektowano w oparciu o plan D-optymalny obejmujgcy 25 warian-
téw hodowli. Zaobserwowano istotny (p < 0,05) wptyw stezenia ekstraktu drozdzowego oraz jondéw
CH,COO" i Mn** na synteze diolu. Na podstawie analizy statystycznej uzyskano optymalne wartosci ana-
lizowanych zmiennych, wynoszace (g-dm?): ekstrakt drozdzowy — 4, CH,COONH,— 4, FeSO,-7H,.0 - 0,1
oraz MnSO,-H,0 - 0,3, ktére odpowiadaty koricowemu stezeniu 2,3-butanodiolu na poziomie 8,9 g-dm=.

Optimisation of 2,3-butanediol production by Bacillus licheniformis
NCIMB 8059 strain using response surface method
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ABSTRACT

Response surface method was used in this work in order to optimise the biosynthesis of 2,3-butanediol
by strain Bacillus licheniformis NCIMB 8059. The effect of yeast extract and concentration of CH,COO,
Fe? and Mn?* ions was evaluated on the final level of 2,3-butanediol in fermentation broth. The opti-
misation experiment was planned according to D-optimal design and consisted of 25 runs. Obtained
results showed significant influence (p < 0,05) of the yeast extract, CH,COO" and Mn** concentration on
the studied process. On the basis of statistic analysis, optimal values of analyzed variable were deter-
mined as follows (g-dm?): yeast extract — 4, CH,COONH, — 4, FeSO,-7 H.O - 0,1, MnSO,-H,0 - 0,3, that
corresponded to 8,9 g-dm? final 2,3-butanediol concentration.
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1. WPROWADZENIE

Rosngce ceny ropy naftowej jako surowca do
produkcji wielu powszechnie stosowanych ma-
teriatdbw wymuszajg konieczno$¢ poszukiwania
alternatywnych metod ich pozyskiwania. W osta-
tnich latach obserwuje sie coraz szybszy rozwdj
proceséw opartych o biotechnologie, w ktérych
wykorzystywane sg mikroorganizmy lub ich sktad-
niki jako naturalne katalizatory proceséw produk-
cyjnych [1, 2]. Mikrobiologiczna biokonwersja su-
rowcow odnawialnych, jak np. odpady z przemy-
stu rolno-spozywczego, coraz czesciej zastepuje
tradycyjne metody syntezy chemicznej w odnie-
sieniu do coraz wiekszej liczby wartosciowych
substancji [3]. Jedng z takich substancji jest 2,3-
butanodiol (butan-2,3-diol), stabo lotny zwigzek
z grupy alkoholi dihydroksylowych, o masie cza-
steczkowej 90,12 g-mol? i wzorze chemicznym
C,H, 0O,, pozyskiwany na duzg skale z ropy nafto-
wej i stosowany w produkcji miedzy innymi syn-
tetycznej gumy, plastyfikatorow, zwigzkéw zmiek-
czajgcych wode, rozpuszczalnikéw, dodatkow do
paliw oraz jako sktadnik kosmetykéw i farmaceu-
tykow [4].

Pierwsze doniesienia na temat produkcji 2,3-BD
z wykorzystaniem mikroorganizméw pochodzg
z poczatku XX wieku. Harden i Walpole w 1906 r.
uzyskali ten zwigzek na drodze biokonwersji z uzy-
ciem bakterii z rodzaju Klebsiella. W pdZniejszych
latach odkryto, ze réwniez szczep z gatunku Ba-
cillus polymyxa jest w stanie produkowac¢ 2,3-BD
w hodowlach zawiesinowych. Pierwsze préby ho-
dowli na skale przemystowg zostaty przeprowa-
dzone w 1933 r. przez Fulmera i wspotpracowni-
kow. Rozwéj badan, w tym udoskonalenie metod
produkcji na skale przemystowa, nastgpit w okre-
sie ll wojny Swiatowej, co wigzato sie zduzym zain-
teresowaniem 2,3-butanodiolem jako surowcem
do produkcji syntetycznej gumy. Po zakoriczeniu
wojny badania nie byty kontynuowane ze wzgle-
du na mozliwos¢ pozyskiwania 2,3-BD z taniego
zrédfta, jakim byta ropa naftowa. Wzrost cen tego
surowca, ktory nastgpit w latach 70. XX wieku
i trwa do dzis, przyspieszyt badania nad mikrobio-
logiczng produkcjg tego zwigzku [2, 4].
Mikrobiologiczna produkcja 2,3-BD opiera sie na
wykorzystaniu naturalnego metabolizmu bakterii,
zdolnych do asymilacji monosacharydéw (heksoz
i pentoz) w tzw. mieszanej fermentacji kwaso-
wej [5]. W trakcie jej trwania formuje sie kilka
produktéw posrednich, miedzy innymi diacetyl
i acetoina [4]. Wspdlng cechg obu szlakow jest

konieczno$¢ wstepnej biokonwersji cukrow do
pirogronianiu, co nastepuje w szlaku metabolicz-
nym Embdena-Meyerhofa [6]. Kluczowa role
w dalszej konwersji pirogronianu do 2,3-BD
i produktédw pobocznych odgrywaja: syntaza a-
acetomleczanowa [EC 4.1.3.18], dekarboksylaza
a-acetomleczanowa [EC 4.1.1.5] oraz dehydro-
genaza 2,3-BD [EC 1.1.1.4] [7]. Wysoka wrazli-
wosc kilku enzymoéw tego szlaku na obecnosc tle-
nu sprawia, ze 2,3-BD syntetyzowany jest tylko
w warunkach silnej limitacji tlenowej, ktéra wy-
stepuje zwykle w pdinej fazie logarytmicznej
wzrostu drobnoustrojow. W tych warunkach pi-
rogronian jest wstepnie przeksztatcany do aceto-
iny z a-acetomleczanem jako produktem posred-
nim. Acetoina ulega nastepnie redukcji do 2,3-BD
przy uzyciu dehydrogenazy 2,3-BD [4].

Celem badan byfta ocena przydatnosci szczepu
Bacillus licheniformis NCIMB 8059 do biosynte-
zy 2,3-butanodiolu na podtozu syntetycznym. Do-
datkowo, podjeto prébe okreslenia wptywu ste-
Zenia poszczegolnych sktadnikdéw podtoza na kon-
cowa zawartos$é 2,3-BD w ptynie pohodowlanym.

2. MATERIALY | METODY

W badaniach wykorzystano szczep Bacillus liche-
niformis NCIMB 8059. Czystg kulture mikroorga-
nizmu przechowywano w 4 °C na skosach agaro-
wych (2% bacto-microbial agar, Difco). Bakterie
pasazowano na $wieze skosy co dwa miesigce.
Przed rozpoczeciem fermentacji zasadniczej prze-
prowadzono etap propagacji mikroorganizmow,
ktory polegat na wykonaniu w odstepach 24 h
dwdch kolejnych pasazy biomasy bakteryjnej do
Swiezej porcji pozywki ptynnej (Nutrient Broth,
Biocorp, Polska). Nastepnie wykonano kolejny pa-
saz komadrek do bulionu o zwiekszonej zawartosci
glukozy (30 g-dm?3). Medium to stanowito inoku-
lat dla hodowli produkcyjnych.

W dalszej czesci badan szczep Bacillus lichenifor-
mis NCIMB 8059 wykorzystano w testach opty-
malizacyjnych sktadu pozywki produkcyjnej. Do-
Swiadczenia zaplanowano i wykonano zgodnie
metodologia ptaszczyzny odpowiedzi, w oparciu
o plan D-optymalny. Analize wynikdéw przeprowa-
dzono z wykorzystaniem pakietu Design-Expert®
Software 8.0 (Stat-Ease, USA). Medium hodow-
lane wzbogacono zatozonymi ilosciami ekstraktu
drozdzowego (YE, ang. Yeast Extract) oraz jonami
CH,COO, Fe**i Mn*" w postaci soli siarczanowych
lub octanowych (Tab. 1).
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Tabela 1 Poziomy minimalny (-1), posredni (0)
oraz maksymalny (+1) dla badanych zmiennych w procesie
optymalizacji sktadu pozywki produkcyjnej dla szczepu
Bacillus licheniformis NCIMB 8059
Table 1 Minimal (-1), medium (0) and maximal (+1) levels
of studied variables in Bacillus licheniformis NCIMB 8059
production medium optimisation process

Wartos¢ kodowa
Zmienna Kod T v
Variable Code
-1 0 1

Ekstrakt

drozdzowy A 0,50 2,25 4,00
[g-dm?]

CH3COO,|3\IH4 B 0,50 2,25 4,00
[g-dm?]

FesO, 7H,0 | ¢ 0,10 0,20 0,30
[g:dm?]

MnSO,H,0 | 0,10 0,20 0,30
[g-dm?]

Hodowle prowadzono w kolbach stozkowych Er-
lenmayera o objetosci 250 cm?3. Sktadniki pozy-
wek, zgodnie z planem doswiadczenia (Tab. 2),
rozpuszczono w 100 cm wody destylowanej, po
czym suplementowano zrédtem wegla w posta-
ci glukozy (30 g-dm?) oraz CaCO, (3 g-dm?) jako
czynnikiem zapewniajgcym buforowosé¢ medium.
Nastepnie za pomocg stezonych roztworéw NaOH
oraz H,SO, regulowano pH medium do wartosci
6,8. Catos¢ poddawano procesowi steryliza-
cji termicznej w autoklawie (121°C, 30 min). Po
wystudzeniu, do kolb dodawano 10 cm? inoku-
lum bakteryjnego i inkubowano przez 24 godziny
w 37°C, przy czestosci wytrzgsania 150 obr-min™.
Po zakoniczeniu procesu fermentacji analizowano
ptyn pohodowlany pod katem zawartosci cukréw,
kwasow i dioli oraz produkcji biomasy.

Kinetyke produkcji 2,3-BD wyznaczono w 3,5-li-
trowym bioreaktorze BIOFLO Il (New Brunswick
Scientific, USA) dla pozywki o najwyzszej produk-
cji diolu (wariant 3, Tab. 2). Kultywacje prowa-
dzono w objetosci roboczej 1,3 dm?3, przy szybko-
Sci przeptywu powietrza 0,2 vvm, szybkosci ob-
rotéw mieszadta 150 obr-min?, w temperaturze
37°C. W czasie procesu utrzymywano wartos¢ pH
na poziomie 6,8 za pomocg 40% (w/w) NaOH.
Préby pobierano co 1 h i okreslono w nich zawar-
tosci cukrow, kwaséw i dioli oraz produkcje bio-
masy.

Analize zawartosci cukrow, kwasow i dioli wykona-
no metodg wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) za pomoca chromatografu Merck-

Hitachi (zestaw zawierat: automatyczny podajnik
probek L-7250, pompe L-7100 z detektorem RI
L-7490). Do oznaczen uzyto kolumny Aminex HPX-
87H300x 7,8 mm (BIORAD). Jako eluent stosowa-
no 0,001 N H,SO, przy przeptywie 0,5 ml-min™.
Oznaczenia wykonano w temperaturze 50°C.
Identyfikacji jakosciowej i ilosciowej dokonano
metodg standardu zewnetrznego z wykorzysta-
niem pomiaru powierzchni pikdéw (pomiar i in-
tegracja komputerowa z zastosowaniem Merck-
Hitachi Chromatography Data Station Software).

Analize zawartosci biomasy bakteryjnej przepro-
wadzano wyznaczajgc suchg mase probki meto-
dg wagowa wedtug normy PN-90/A-75101/03.
Oznaczenie polegato na bezposrednim suszeniu
substancji do statej masy, w okreslonej tempera-
turze i w okreslonych warunkach cisnienia.

3. WYNIKI | DYSKUSJA

W Tabeli 2 przedstawiono wyniki uzyskane w po-
szczegolnych wariantach hodowlanych. Na ich
podstawie, w oparciu o analize wariancji (Tab. 3),
wyznaczono wielko$¢ wspotczynnikdw w réwna-
niu regresji opisujgcym produkcje 2,3-BD [g-dm3]:

Y=154A+1,46B-0,27C+0,57D +1,01 AB + (1)
0,18 AC+0,15AD-0,1BC+0,26 BD + 0,02 CD

Réwnanie to przedstawia zaleznosci pomiedzy
zawartoscig sktadnikow podtoza a iloscig uzyska-
nego produktu i pozwolito obliczyé teoretycznag
wielkos¢ stezenia 2,3-BD, ktdre powinno zostaé
osiggniete w poszczegdlnych wariantach hodow-
lanych.

Najwyzsze stezenie produktu (8,9 g-dm3) uzyska-
no w wariancie numer 3 hodowli w podtozu o na-
stepujgcym sktadzie: ekstrakt drozdzowy 4 g-dm=3,
CH,COONH, 4 g-dm*, FeSO,-7H,0 0,1 g-dm™ oraz
MnSO,-H,0 0,3 g-dm™. Wartosc¢ spodziewana ste-
zenia 2,3-BD w tym wariancie wynosita 8,2 g-dm
i réznita sie od wyniku rzeczywistego o okoto 8%,
co wskazywato, ze uzyskany model zostat dobrze
dopasowany do danych doswiadczalnych. Wyso-
kie rzeczywiste stezenie produktu uzyskano réw-
niez w wariancie numer 11 (7,9 g-dm3), w ktérym
pozywka sktadata sie z nastepujgcych sktadnikdw:
ekstrakt drozdzowy 4 g-dm~, CH,COONH, 4 g-dm?,
FeSO,-7H,0 0,3 g-dm~oraz MnSO,-H,00,3 g-dm".
Wynik ten byt w znacznej mierze zblizony do
wartosci oczekiwanej, ktéra wynosita 7,8 g-dm?=.
Z kolei, najnizsze rzeczywiste stezenie 2,3-BD (0,2
g-dm?3) odnotowano w wariancie numer 15, gdzie
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Tabela 2 Sktad pozywek fermentacyjnych stosowanych w do$wiadczeniu optymalizacyjnym wraz z teoretyczng
oraz uzyskang w doswiadczeniu produkcjg 2,3-BD

Table 2 The composition of the fermentation media used in optimisation experiment with theoretical
and obtained 2,3-BD production

Numer Variable Concantration 2,580 (g4 okt
wariantu : Wydajn.osc
Run Wartosé Warto$é rzeczywista
number A B C D przewidywana uzyskana Obtained efficiency
Predicted value | Obtained value (8, ;50! (]
1 4,00 2,25 0,20 0,20 4,50 5,00 0,18
2 0,50 2,25 0,10 0,30 2,30 3,00 0,11
3 4,00 4,00 0,10 0,30 8,20 8,90 0,33
4 0,50 4,00 0,20 0,30 2,60 2,20 0,08
5 4,00 4,00 0,10 0,30 8,20 7,80 0,28
6 4,00 0,50 0,20 0,30 2,50 1,70 0,06
7 4,0 0,50 0,30 0,10 1,60 1,20 0,04
8 2,25 0,50 0,10 0,30 2,10 1,70 0,06
9 4,00 0,50 0,10 0,10 1,60 2,20 0,08
10 0,50 4,00 0,30 0,10 0,70 0,60 0,02
11 4,00 4,00 0,30 0,30 7,80 7,90 0,29
12 0,50 4,00 0,10 0,10 1,80 2,70 0,10
13 0,50 0,50 0,10 0,20 1,30 1,20 0,04
14 0,50 0,50 0,30 0,30 0,80 0,40 0,01
15 0,50 0,50 0,20 0,10 0,80 0,20 0,01
16 4,00 0,50 0,10 0,10 1,60 1,20 0,04
17 2,25 2,25 0,15 0,20 3,10 3,40 0,13
18 0,50 0,50 0,30 0,30 0,80 1,20 0,04
19 4,00 4,00 0,20 0,10 6,10 5,70 0,21
20 2,25 4,00 0,20 0,20 4,40 3,70 0,14
21 0,50 4,00 0,10 0,10 1,80 1,30 0,05
22 0,50 4,00 0,30 0,10 0,70 1,10 0,04
23 2,25 0,50 0,20 0,20 1,60 3,40 0,13
24 0,50 2,25 0,20 0,20 1,30 0,70 0,03
25 2,25 2,25 0,30 0,20 2,80 3,80 0,14

poszczegdlne sktadniki pozywki dodawano w mi-
nimalnych ilosciach (ekstrakt drozdzowy 0,5 g-dm?,
CH,COONH, 0,5 g-dm?, FeSO,7H,0 0,2 g-dm?
oraz MnSO,-H,00,1 g-dm?). Wartos¢ spodziewa-
na w tym przypadku wynosita 0,8 g-dm™ 2,3-BD.
Szczegdtowa analiza statystyczna otrzymanych re-
zultatéw pozwolita stwierdzi¢, ze produkcja 2,3-BD
w najwiekszym stopniu uzalezniona byfa od ste-
zenia ekstraktu drozdzowego oraz jondéw octa-
nowych i manganianowych obecnych w pozywce
fermentacyjne;j.

W czasie fermentacji obserwowano prostolinio-
we zwiekszanie syntezy diolu wraz ze wzrostem

ilosci ekstraktu drozdzowego obecnego w ptynie
hodowlanym (Rys. 1).

Zjawisko to zwigzane byto w sposéb posredni ze
wzrostem biomasy bakteryjnej. Ekstrakt drozdzo-
wy, jako jedno ze Zrédet azotu organicznego
najefektywniej wykorzystywanych przez mikroor-
ganizmy, zawiera w swoim sktadzie tatwo przys-
wajalne krétkotancuchowe polipeptydy oraz wol-
ne aminokwasy i dzieki temu bierze udziat w pro-
cesach biosyntezy komdrkowej. Biorgc pod uwa-
ge fakt, ze produkcja 2,3-BD, ktéry jest tzw. me-
tabolitem pierwszorzedowym, zwigzana jest ze
wzrostem komorek drobnoustrojow, sadzi¢ moz-
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Tabela 3 Analiza wariancji dla procesu optymalizacji sktadu pozywki produkcyjnej

Table 3 Analysis of variance of production medium optimisation process

Suma Stopnie Sredni
Zrédto kwadratow swobody kwadrat | Wartosc F Prawdopodobienstwo
Source Sum of Degree of Mean F value Probability
squares freedom square
Model 132,61 10,00 13,26 16,96 <0,0001
A-YE [g-dm?] 37,39 1,00 37,39 47,83 <0,0001
B - CH,COONH, [g-dm?] 33,20 1,00 33,20 42,47 <0,0001
C-FeSO,-7H,0 [g-:dm?] 1,09 1,00 1,09 1,39 0,2583
D - MnSO,-H,0 [g:dm?] 4,35 1,00 4,35 5,57 0,0338
Reszta 10,94 14,00 0,78
Residual
Brak dopasowania
Lack of fit 8,20 9,00 0,91 1,66 0,3
Blad czysty 2,75 5,00 0,55
Pure error
5.0_ 35
4.5 30_" —— Glukoza
ﬁ?; 4.0 | —— 2,3-BD
ok o & 257 —— Biomasa
80 1 £ 4
o 3.0 EQ 20-
cr'1 2.5—_ Q 1
o 2.0 g 157
g 157 3 10-
N, i
b 1.0—_ 1
0.5 2]
0-0 J T v T J T g T ! | L T ! I Y T ! 0 i T T T T T T T T T T T T T
0.0 2015 1.0; 2.5 200 2.5 3:0; 3.5 4.0 S 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Ekstrakt drozdzowy [g-dm™]
Rysunek 1 Wptyw dodatku ekstraktu drozdzowego na
efektywnos¢ procesu fermentacji 2,3-butanodiolowe;j

Figure 1 Effect of yeast extract addition level
on 2,3-butanediol fermentation efficiency

na, ze ekstrakt drozdzowy wptywat posrednio na
produkcje diolu wtasnie poprzez stwarzanie od-
powiednich warunkéw do namnazania komodrek
bakteryjnych. Potwierdzita to réwniez obserwa-
cja kinetyki produkcji 2,3-BD, gdzie obserwowa-
no wzrost stezenia diolu skorelowany ze wzro-
stem biomasy (Rys. 2).

Podobne wnioski przedstawit Xiao i wsp. twier-
dzac, ze produkcja acetoiny, bezposredniego in-
termediatu w procesie syntezy 2,3-BD, zwigzana
jest ze wzrostem biomasy bakteryjnej [8]. Szczep
Bacillus subtilis CICC 10025, ktory wykorzystywa-
no w tych badaniach, tym efektywniej produko-
wat pozadany zwigzek, im wiecej biomasy komor-
kowej obecnej byto w ptynie hodowlanym, a to
z kolei zwigzane byto z suplementowaniem me-
dium organicznego zrédtem azotu.

Czas hodowli [h]
Rysunek 2 Kinetyka procesu syntezy 2,3-butanodiolu
przez szczep Bacillus licheniformis NCIMB 8059

Figure 2 Kinetic of 2,3-butanediol synthesis by strain
Bacillus licheniformis NCIMB 8059

Yu i Saddler réwniez zaobserwowali wzrost pro-
dukcji 2,3-BD przy zwiekszajgcej sie ilosci bioma-
sy komorkowej w ptynie hodowlanym [9]. W swo-
jej pracy wykorzystali oni szczep Klebsiella pneu-
moniae ATCC 8724, badajgc wptyw rodzaju zro-
dta azotu na przyrost biomasy i produkcje diolu.
W tym wypadku azot organiczny w postaci eks-
traktu drozdzowego okazat sie znacznie lepszym
i wydajniejszym suplementem pozywki produk-
cyjnej niz zwigzki nieorganiczne, takie jak np.
(NH,).SO,.

Na podstawie analizy wariancji stwierdzono, ze
w badanym zakresie zmiennych istotny staty-
stycznie wptyw na efektywnos¢ procesu produk-
cji 2,3-BD miata réwniez zwiekszona dawka kwa-
su octowego (Rys. 3).

Optymalizacja produkcji 2,3-butanodiolu przez szczep Bacillus licheniformis NCIMB 8059...
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CH3COONH, [g-dm™]
Rysunek 3 Wptyw dodatku soli octanowej na efektywnos¢
procesu fermentacji 2,3-butanodiolowe;j

Figure 3 Effect of acetate salt addition level
on 2,3-butanediol fermentation efficiency
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Rysunek 4 Wptyw soli manganianowej na efektywnos$¢
procesu fermentacji 2,3-butanodiolowe;j
Figure 4 Effect of manganese salt on 2,3-butanediol
fermentation efficiency

Powigzaé¢ to mozna z rolg tego skfadnika, kté-
ry jest aktywatorem ekspresji genéw kodujgcych
biatka enzymatyczne biorgce udziat w syntezie
diolu (m.in. dehydrogenazy 2,3-BD). Jony octano-
we sg rowniez wtgczane do szlaku metaboliczne-
go produkcji 2,3-BD w postaci a-acetomleczanu.
Ich obecnos¢ wptywa na szybkos¢ tworzenia sie
acetoiny — bezposredniego prekursora diolu [4].
Réwniez Nakashimada i wspot. zaobserwowali, na
podstawie badan szczepu Peanibacillus polymyxa
ATCC 12321, ze suplementowanie pozywki kwa-
sem octowym znaczgco podnosito wydajnosc¢ syn-
tezy 2,3-BD w stosunku do innych testowanych
sktadnikéw (kwasy: mlekowy, mastowy, burszty-
nowy, walerianowy, propionowy) [10]. Dodatko-
wo, obecnos¢ jondw octanowych w medium ho-
dowlanym inhibowata znaczgco produkcje innych
metabolitdw, takich jak kwas mlekowy, oraz obni-
zata wydzielanie sie wodoru. Podobne rezultaty
osiggnieto réwniez w przypadku szczepu Entero-
bacter aerogenes [11]. Na skutek suplementacji
pozywki produkcyjnej kwasem octowym stwier-
dzono wzrost wydajnosci 2,3-BD oraz obnizenie
syntezy pozostatych produktéw dodatkowych
(kwasoéw organicznych). Wykazano jednak, ze
proces ten byt zalezny od stopnia dysocjacji kwa-
su octowego.

Czynnikiem warunkujagcym wydajng produkcje
2,3-BD przez szczep Bacillus licheniformis NCIMB
8059 okazata sie réwniez odpowiednia dawka jo-
now pierwiastkébw dwuwartosciowych. Na pod-
stawie badan Garga i Jaina jako czynniki podda-
wane testom wytypowano zwigzki soli manga-
nu i zelaza [12]. Otrzymane rezultaty pozwolity
stwierdzi¢, ze istotny statystycznie wptyw na pro-
ces syntezy metabolitu posiadat tylko ten pierw-
szy sktadnik (Rys. 4), przy czym wzrost jego ste-
zenia w ptynie hodowlanym skutkowat propor-
cjonalnym zwiekszeniem syntezy 2,3-BD. W ba-
danym zakresie (0,1 — 0,3 g:dm) jony zelaza nie
miaty wptywu na produkcje 2,3-BD (Rys. 5).
Dwuwartosciowe jony manganu jako kofaktor en-
zymoéw szlaku metabolicznego fermentac;ji 2,3-BD
(dekarboksylazy a-acetomleczanum, dehydroge-
nazy acetoiny i reduktazy acetoiny) zapewniaty
prawidtowe ich funkcjonowanie. Sprowadzato sie
to do utrzymywania wtasciwej konformacji i spe-
cyficznodci centréw aktywnych enzyméw, przez
co zapewniona byta odpowiednia dostepnos¢
enzymoéw dla substratéw [13, 14]. Juni i Heym
dodatkowo sprawdezili interakcje innych kofakto-
réw z enzymami szlaku metabolicznego produkgji
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Rysunek 5 Wptyw soli zelazowej na efektywnos¢
procesu fermentacji 2,3-butanodiolowe;j
Figure 5 Effect of ferric salt on 2,3-butanediol
fermentation efficiency
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2,3-BD [15]. Na podstawie tych badan stwierdzo-
no, ze jony Mn? obok jonéw Mg* oraz Co?** za-
pewniaty najefektywniejszg konwersje substra-
téw do diolu. Mniejszy efekt uzyskano stosujac
jony Ca*, Ni* oraz Cd*.

4. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan optyma-
lizacyjnych wykazano zdolnos¢ szczepu Bacillus li-
cheniformis NCIMB 8059 do efektywnej biosyn-
tezy 2,3-butanodiolu na podtozu syntetycznym.
Wydajnos$¢ produkcji wynosita 0,33 g2,3_BD/gglukozy
i byta zblizona do rezultatéw osigganych przy za-
stosowaniu innych mikroorganizmdéw, rowniez
patogennych.

Dodatkowo stwierdzono, ze produkcja 2,3-BD
przez szczep Bacillus licheniformis NCIMB 8059

zalezata od obecnego w ptynie hodowlanym ste-
zenia ekstraktu drozdzowego, CH,COONH, oraz
MnSO,-H,0. Dla kazdego z tych sktadnikow, wraz
ze zwiekszaniem jego zawartosci w pozywce, od-
notowywano wzrost syntezy 2,3-BD. Czynnikiem
istotnie zwiekszajgcym wydajnos¢ procesu fer-
mentacji 2,3-BD byt kwas octowy, petnigcy funk-
cje aktywatora szlaku metabolicznego syntezy
diolu. Z kolei odpowiednio wysokie stezenie jo-
noéw dwuwartosciowych (w postaci MnSO,-H,0)
zapewniato prawidtowe funkcjonowanie enzy-
mow tego szlaku, a poprzez to wptywato na kon-
cowy poziom 2,3-BD. Ponadto zaobserwowano,
ze produkcja 2,3-BD skorelowana byta ze wzros-
tem biomasy komérkowej bakterii, przy czym za-
leznos¢ ta wykazywata charakter prostoliniowy.
Suplementacja medium FeSO,-7H,O nie wptywa-
fa istotnie na produkcje diolu.
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