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Woprowadzenie

Nauki biologiczne, w tym biotechnologia, mikrobiologia i dyscy-
pliny pokrewne, naleza do jednych z najszybciej rozwijajacych sie
obszaréw nauki w drugiej potowie XX wieku i w czasach obec-
nych. Przyczynilo sie do tego zaréwno odkrycie struktury DNA
w 1953 roku przez Watsona i Cricka, jak i rozw6j nowoczesnych
technik i metod badawczych, pozwalajacych na analizowanie
i opisywanie proceséw zachodzacych w organizmach z duza do-
kladno$cig w krotkim okresie czasu. Odzwierciedleniem tego jest
stale wzrastajaca w obiegu miedzynarodowym liczba publikacji
naukowych, a takze pojawianie sie na uczelniach nowych kie-
runkoéw nauczania, czesto o charakterze interdyscyplinarnym,
umozliwiajacych studentom zdobycie wiedzy z réznych obszarow
nauki i ulatwiajgcych odnalezienie sie na ciagle zmieniajacym sie
rynku pracy. Taka role spelnia m.in. biotechnologia, laczaca naj-
nowsze osiagniecia intensywnie rozwijajacych sie nauk przyrod-
niczych z ich wykorzystaniem w réznych dziedzinach dzialalno-
Sci czlowieka, co zobrazowano na rycinie ponizej, uwzgledniajac
zaréwno w gornym, jak i dolnym polu przede wszystkim obszary
wiedzy i praktyki omawiane w tym podreczniku.

W pierwszych dwoch rozdziatach oméwiono zasady pozyskiwa-
nia szczepow drobnoustrojow wykorzystywanych w praktyce, me-
tody ich hodowli, ulepszania pod wzgledem wtaéciwo$ci przydat-
nych z aplikacyjnego punktu widzenia oraz najistotniejsze kwestie
zwigzane z przechowywaniem w warunkach sprzyjajacych prze-
zyciu drobnoustrojoéw i utrzymaniu ich pozadanych cech. W tej
czesSci podrecznika pominieto podstawowe techniki mikrobiolo-
giczne, zakladajac, ze sg one znane z kurséw og6lnych mikrobio-
logii. Natomiast skoncentrowano sie na zaznajomieniu Czytelnika
z najnowszymi technikami analitycznymi stosowanymi w mikro-
biologii, biotechnologii i naukach pokrewnych — z mikroskopig
konfokalng, fluorescencyjna, spektrofluorymetria, technikami
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izotopowymi, chromatograficznymi, absorpcyjna spektrometria
atomow3. Przedstawiono tutaj rowniez zasady teledetekcji lotni-
czej i satelitarnej, umozliwiajace szybkie wykrycie i obiektywna
ocene zagrozen spowodowanych przez patogeny bakteryjne, wi-
rusowe i grzybowe na terenach upraw rolniczych, leSnych, a takze
w obrebie obszaréw zieleni miejskiej (ryc. 2.6.1.4).

DYSCYPLINY NAUKOWE

BIOTECHNOLOGIA

ZASTOSOWANIA

Rozdzial trzeci po$§wiecony zostat identyfikacji uprzednio
wyizolowanych bakterii i grzybow z uwzglednieniem wykorzy-
stania najnowszych technik, w tym przedstawionych juz w po-
przednim rozdziale metod MALDI-TOF/TOF i LC-MS/MS.

W rozdziale czwartym przedstawiono mozliwo$ci wykorzy-
stania drobnoustrojow w skali przemyslowej. Ta cze$¢ publi-
kacji zostala w duzej mierze oparta na poprzednio wydanym

12
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podreczniku Biotechnologia mikrobiologiczna. Cwiczenia i pra-
cownie specjalistyczne pod redakcja Jerzego Dtugonskiego, kto-
ry ukazal sie w 1997 roku w Wydawnictwie Uniwersytetu Lodz-
kiego. Ze wzgledu na to, ze uklad tamtego podrecznika zyskal
aprobate zaréwno dydaktykow, jak i studentéw, utrzymano po-
dzial omawianych zagadnien na procesy biosyntezy, fermenta-
cji i biotransformacji, uaktualniajgc jednoczesnie zawarte tam
tresci oraz wprowadzajac dodatkowe podrozdzialy dotyczace
produkcji biosurfaktantéw i zywnos$ci wytwarzanej z udzialem
mikroorganizmoéw.

Przestanka przy opracowywaniu rozdziatu piatego, najob-
szerniejszego i jednoczeénie odzwierciedlajacego interdyscy-
plinarne podejécie autoréw poszczegdlnych podrozdziatlow do
rozwiazywania probleméw zwigzanych z ochrong zdrowia i §ro-
dowiska czlowieka, byly zarowno wczesniejsze publikacje, w tym
obszerna monografia Microbial Biodegradation. From Omics
to Function and Application (edited by Jerzy Dtugonski, Caister
Academic Press, Norfolk 2016), jak i wspdlpraca z naukowcami
z innych dziedzin nauki, w kraju i za granica.

Rozdzial szosty stanowi zbior przykladow uwidaczniajacych
korzysci wynikajace z wykorzystania najnowszych technik ana-
litycznych w badaniach naukowych oraz w szeroko rozumianej
ochronie zdrowia i Srodowiska.

Koncowa cze$é podrecznika (rozdzial siddmy i 6smy) to wy-
kaz podléz i buforéw wraz z ich skladem, stosowanych w czesci
praktycznej poszczegblnych podrozdzialow, a takze zdjecia ma-
kroskopowe i mikroskopowe szczepdw grzyboéw wykorzystywa-
nych przez autoré6w podrecznika w badaniach i dydaktyce.

Podrecznik zostal przygotowany na podstawie wieloletnie-
go doswiadczenia dydaktycznego i naukowego autoréw, prowa-
dzacych zajecia na roznych kierunkach i specjalnoéciach, co za-
owocowalo wielostronnym charakterem opracowania. Z tego
wzgledu autorzy podrecznika wyrazaja przekonanie, ze bedzie
on przydatny zaréwno dla studentéw biotechnologii, mikrobio-
logii, ekologii, jak i kierunkéw o charakterze interdyscyplinar-
nym, takich jak ekomiasto, ochrona §rodowiska, biomonitoring
i biotechnologie ekologiczne czy rewitalizacja miast.

Autorzy podrecznika pragng wyrazi¢ serdeczne podzieko-
wania Recenzentce, prof. dr hab. Grazynie Plazie, ktorej cenne
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uwagi i komentarze przyczynily sie owocnie do przygotowania
jego koncowej wersji. Szczegdlne podziekowania kierowane sa
takze do mgr Aleksandry Géralczyk-Binkowskiej, dr Anny Ja-
sinskiej, mgr Malgorzaty Krokockiej i dr Katarzyny Zawadz-
kiej za zatroszczenie sie o staranng szate edytorska i graficzng
podrecznika.

Majac na wzgledzie ewentualne kolejne wydanie podreczni-
ka, autorzy beda wdzieczni za nadsylanie uwag krytycznych do
redaktora naukowego (jerzy.dlugonski@biol.uni.lodz.pl).

Jerzy Dlugonski
E6dzZ, 12 grudnia 2019 1.
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Wstep do wydania podrecznika
Biotechnologia mikrobiologiczna
Cwiczenia i pracownie specjalistyczne
z 1997 roku

Zgodnie z definicja przyjeta przez Europejska Federacje Biotech-
nologii ,,biotechnologia jest dziedzing integrujaca nauki przyrod-
nicze i inzynieryjne w celu wykorzystania organizmoéow komo-
rek, ich skladnikéw oraz analogéw molekularnych w produke;ji
i ushugach”. Jedna z nauk wchodzacych w sklad biotechnologii
jest mikrobiologia przemyslowa zajmujaca sie wykorzystaniem
drobnoustrojow w praktyce. Do najwazniejszych czynnikow
sprzyjajacych szerokiemu stosowaniu drobnoustrojow w pro-
cesach biotechnologicznych naleza stosunkowo latwe techniki
prowadzenia hodowli w duzej skali, zdolno$é do wykorzystania
roznych surowcow jako zrodla wegla i energii, duza szybko$¢ me-
tabolizmu, dobrze poznana struktura genetyczna niekt6rych ga-
tunkéw oraz tatwo$¢ manipulacji genetycznych. Nalezy jednak
nadmieni¢, ze do pelnego wykorzystania wlasciwosci drobno-
ustrojow niezbedna jest znajomos¢é fizjologii szczepow przemy-
stowych oraz mechanizméw regulujacych przemiany zachodzace
we wnetrzu komorki. Zagadnienia te stanowia gtowng tematyke
pracowni specjalistycznych oraz ¢wiczen z mikrobiologii prze-
mystowej dla studentéow IV roku specjalno$ci biotechnologia
i mikrobiologia na kierunku biologia Wydzialu BNZ UL. Studen-
ci, przystepujac do zaje¢ prowadzonych w semestrze 8 i 9, posia-
daja juz znaczny zasob wiedzy z zakresu chemii, mikrobiologii
ogolnej, biochemii, mikologii, genetyki drobnoustrojow. Dlatego
tez w skrypcie nie oméwiono podstawowych technik stosowa-
nych w pracy laboratoryjnej, a skoncentrowano sie gtéwnie na
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zagadnieniach dotyczacych fizjologii drobnoustrojow przemysto-
wych i ich wykorzystaniu w procesach biotechnologicznych.

Skrypt zostal opracowany w oparciu o wieloletnie dos§wiad-
czenie dydaktyczne i naukowe pracownikéw Zaktadu Mikro-
biologii Przemystowej UL. Autorzy pragna w tym miejscu
wyrazic¢ gleboka wdzieczno$¢ organizatorowi i wieloletnie-
mu kierownikowi Zakladu Mikrobiologii Przemystowej, prof.
dr. hab. Leonowi Sedlaczkowi, bez ktérego wkladu w dorobek
dydaktyczny i naukowy Zakladu nie byloby mozliwe opracowa-
nie niniejszego skryptu.

Niemniej serdeczne podziekowania naleza sie Recenzentowi
tego opracowania, prof. dr. hab. Aleksandrowi Chmielowi, dzieki
ktbérego cennym uwagom i sugestiom powstala ostateczna wer-
sja skryptu.

Skrypt zostal napisany przede wszystkim z mys$la o studen-
tach specjalizujacych sie w zakresie biotechnologii i mikrobiolo-
gii. Niemniej bedzie on przydatny dla studentéw innych specjal-
noéci zainteresowanych biotechnologia mikrobiologiczna oraz
dla r6znych osdb zajmujacych sie wykorzystaniem drobnoustro-
jow w praktyce.

Jerzy Dlugonski
L6dz, 27 czerwca 1996 .
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Metody pozyskiwania, hodowli,
doskonalenia i przechowywania
drobnoustrojéw o znaczeniu przemystowym
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1.1. Ogélna charakterystyka drobnoustrojéow
wykorzystywanych w procesach
biotechnologicznych

Mimo ze od czasu stworzenia przez Ludwika Pasteura pod-
staw mikrobiologii i biotechnologii minelo juz ponad péttora
wieku, ocenia sie, ze znanych jest obecnie tylko 5% grzybow
mikroskopijnych (grzybow strzepkowych i drozdzy) oraz 12%
gatunkow eubakterii i archeondw, zdolnych do wzrostu w wa-
runkach laboratoryjnych. Stwarza to duze pole do dzialania
dla biologdw, zwlaszcza mikrobiologéw, tym bardziej ze drob-
noustroje charakteryzuja sie szeregiem cennych wtasciwosci,
korzystnych z punktu widzenia ich wykorzystania w procesach
technologicznych:

szybki, w stosunku do innych organizmoéw, przebieg proce-
sow metabolicznych;

poznany dobrze genom licznych gatunkéw drobnoustrojow
i latwo$¢ manipulacji genetycznych;

dobrze opracowane sposoby hodowli w skali laboratoryjne;j
i przemystowej;

tanie i powszechnie dostepne skladniki podt6z hodowla-
nych;

roznorodno$c metabolizmu (z tych samych surowcow, sto-
sujac rozne szczepy drobnoustrojéw, mozna uzyskaé rézne
produkty);

przystosowalno$¢ drobnoustrojow (stosujac ten sam drob-
noustrdj, z r6znych surowcéw mozna uzyskaé ten sam
produkt, np. w fermentacji alkoholowej — produkcja eta-
nolu).
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Do cech ograniczajacych wykorzystanie drobnoustrojow nalezy
zaliczy¢:

« wytwarzanie duzej biomasy i tym samym zuzycie sklad-
nikéw podloza oraz koszty utylizacji biomasy i/lub plynu
pohodowlanego;

« nieoplacalno$¢ produkeji wiekszos$ci substancji niskocza-
steczkowych (za wyjatkiem przemystu spozywezego oraz
zwigzkéw stosowanych w lecznictwie).

Przy izolowaniu mikroorganizméw z r6znych srodowisk,

a nastepnie ocenianiu ich przydatnosci do wykorzystania w r6z-
nych procesach technologicznych, brane sg pod uwage nie tyl-
ko zdolnoé¢ do syntezy, przeksztalcania czy degradacji réznych
zwigzkow, ale rowniez:

 wlhadciwoéci pokarmowe (niskie wymagania odzywcze);

« wlaSciwo$ci temperaturowe (preferowane sa szczepy ter-
mofilne, ze wzgledu na brak koniecznos$ci chltodzenia ho-
dowli prowadzonej w bioreaktorach o duzej objetoSci);

« typ procesu (hodowle ciagte);

« brak szkodliwego oddzialywania mikroorganizmu z ele-
mentami urzadzen (korozja biologiczna);

» stabilno$é cech morfologicznych i biochemicznych;

« oporno$¢ na bakteriofagi i zakazenia bakteryjne;

« podatno$¢ na manipulacje genetyczne (pozyskiwanie na
bazie szczepu wyj$ciowego mutantéw oraz GMM);

« wysoka wydajno$é¢ (na bazie konwersji substratu);

+ wysoka produktywno$¢ (wydajnos¢ produktu w przelicze-
niu na jednostke czasu);

« odzysk produktu (koszty ekstrakcji oraz usuwania obec-
nych w ekstrakcie produktéw ubocznych).

Analizujgc wlasciwosci wyodrebnionych drobnoustrojow oraz
ich przydatnosc¢ do zastosowania w okreslonych procesach techno-
logicznych, nalezy tez pamieta¢, ze ten sam mikroorganizm (lub
zespoty wspoldzialajacych ze sobg mikroorganizméw) moze byé
przydatny w kilku r6znych dziatach przemystu czy ochronie éro-
dowiska, jak réwniez by¢ przyczyng powaznych szkdd. Przykladem
moga by¢ tzw. bakterie octowe z rodzaju Acetobacter i Gluconobac-
ter, stosowane do produkcji kwasu octowego czy sorbozy, a jedno-
cze$nie stanowigce powazne zagrozenie w trakcie produkeji wina
czy piwa. Inne, podobne przyklady przedstawiono w tab. 1.1.
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Drobnoustroje (dominujace)

Zastosowanie w praktyce

Aktywnos¢ niekorzystna

Claviceps purpurea

biosynteza lekow
psychotropowych

zatrucie sporyszem
(,ogien $w. Antoniego”)

Liczne gatunki Bacillus, Pseudomo-
nas, Micrococcus, Flavobacterium,
Streptomyces, Aspergillus

produkcja kompleksow licznych,
utylizacja odpadéw przemystu rol-
no-spozywczego, kompostowanie,
oczyszczanie sciekow

rozktad surowcow i produktéw
spozywczych

Bacillus, Pseudomonas, Acinetobac-
ter Micrococcus, Sphingomonas Mu-
cor, Phanerochaete

bioremediacja terenéw skazonych
substancjami ropopochodnymi,
produkcja, biosurfaktantow

Sluzowacenie i degradacja pro-
duktéw naftowych (oleje, smary,
benzyny)

Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma
harzianum, Paecilomyces marquan-
dii, Cunninghamella echinulata, Um-
belopsis isabellina, Nectriella pironii,
Myrothecium roridum

biodegradacja toksycznych kse-
nobiotykéw, w tym z grupy EDCs
(Endocrine Disruptig Compounds),
dekoloryzacja sciekow przemy-
stowych, biosynteza hydrolaz, la-

korozja biologiczna materiatéw bu-
dowlanych, zasobow bibliotecz-
nych, wyposazenia wnetrz, cho-
roby roslin

kaz iinnych enzymow

Tabela 1.1. Przyktady
negatywnych

i pozytywnych
przejawow aktywnosci
drobnoustrojow

(z punktu widzenia
zdrowia i dziatalnosci
cztowieka)

1.2. Pozyskiwanie drobnoustrojow przydatnych
w procesach mikrobiologicznych

1.2.1. Przydatnos¢ réznych srodowisk do izolacji
drobnoustrojow wykorzystywanych w procesach
przemystowych

Drobnoustroje o okreslonych cechach metabolicznych sg szero-
ko stosowane w nowoczesnych procesach biotechnologicznych.
Glownym Zrédlem mikroorganizméw jest srodowisko naturalne,
a zwlaszcza gleba. Wystepujace w niej bakterie wlasciwe, pro-
mieniowce i grzyby mikroskopowe zdolne sa do biosyntezy, roz-
kladu i biotransformacji wielu zwiazkéw waznych dla czlowieka
(antybiotykéw, witamin, kwaséw organicznych, zwigzkow ste-
roidowych), a takze eliminacji zanieczyszczen, w tym toksycz-
nych ksenobiotykéw. R6znorodnos$é genetyczna drobnoustrojow
glebowych moze by¢ doskonalym Zrodlem szczepéw o uznanych
wlasciwoéciach biotechnologicznych, wykorzystywanych w no-
woczesnych technologiach.

Poszukujac szczepoéw przydatnych w procesach przemysto-
wych, nalezy rowniez mie¢ na uwadze mniej typowe (ekstremal-
ne) siedliska drobnoustrojow, np. zbiorniki wodne o duzym za-
soleniu, wody jezior polarnych i wysokogorskich, gorace zrodla,
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okolice gejzerow. Izolujac drobnoustroje z miejsc skazonych
ksenobiotykami, takich jak np. sktadowiska odpadéw przemy-
stowych, mozemy pozyskac szczepy zdolne do ich detoksykacji
i rozkladu. Wiekszo$¢ nisz ekologicznych jest przydatnym re-
zerwuarem mikroorganizméw o unikatowych wlasciwos$ciach,
czesto bardzo cennych z biotechnologicznego punktu widzenia.
Zwlaszcza mikroorganizmy zdolne do przezycia w nietypowych,
czesto ekstremalnych warunkach (ekstremofile), moga by¢ zro-
dlem enzymoéw wykorzystywanych dla celéw przemystowych,
leczniczych, naukowych (tab. 1.2.1).

Termofile (organizmy przystosowane do zycia w temperatu-
rze powyzej 80°C) sa z powodzeniem wykorzystywane w roz-
nych galeziach przemystu. Izolowane sg najcze$ciej z terendow
(gleb) wulkanicznych. Klasycznym przykladem jest Thermus
aquaticus — producent termostabilnej polimerazy DNA, uzy-
wanej do przeprowadzenia reakcji PCR. Bardzo duzo enzyméw
pozyskiwanych przy udziale tej grupy drobnoustrojow (np. pro-
teazy, lipazy) jest stosowanych w przemysle, np. spozywczym,
chemicznym, galanteryjnym. Réwniez drobnoustroje bytujace
w Srodowiskach o bardzo niskich temperaturach, takich jak ob-
szary polarne, zimne wody oceaniczne, lodowce czy podziemne
jaskinie (to mikroorganizmy psychrofilne) sa zr6dlem enzymow,
powszechnie stosowanych jako dodatek do proszkéw do prania,
wykazujacych aktywno$¢ w niskich temperaturach. Natomiast
proteazy i lipazy, otrzymywane z psychrofili, wykorzystywane
sg takze w przemysle spozywczym, np. do produkcji serow.

Kolejna grupa mikroorganizmow, zasiedlajaca nietypowe
srodowiska, sa mikroorganizmy acidofilne bytujace w §rodowi-
skach kwasnych. Po raz pierwszy zostaly one zidentyfikowane
w wodach powstalych w procesie odwadniania kopaln. Ta gru-
pa bakterii utlenia nieorganiczne zwiazki siarki, pelnigc istotng
role w cyklu geochemicznym tego pierwiastka. Znalazly one tak-
ze praktyczne zastosowanie w gérnictwie do odsiarczania wegla
kamiennego czy do odzyskiwania rzadkich metali, w tym meta-
li 0 znaczeniu startegicznym, np. uranu. Do omawianej grupy
zalicza sie rowniez bakterie fermentacji mlekowej, ktore znala-
zly zastosowanie w przemy$le spozywczym i farmaceutycznym,
np. probiotyki (podrozdzial 4.2.2). Alkalofile — mikroorganizmy
zamieszkujace Srodowiska o odczynie zasadowym — sa bardzo
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cennym zrédlem proteaz wykorzystywanych w przemysle spo-
zywezym, produkeji srodkow czystoSci oraz amylaz stosowanych
w przemys$le piwowarskim, spozywczym, piekarniczym. Ponad-
to, dzieki obecnosci reduktaz NO, i NO,, moga by¢ wykorzysty-
wane w procesie oczyszczania silnie zasolonych Sciekow.

1.2.2. Gleba jako Zrédto potencjalnych producentéw
zwigzkéw biologicznie aktywnych

Gleba stanowi bogate i niewyczerpane zroédto drobnoustrojow.
W 1 g gleby uprawnej wystepuje okolo 10-108 komérek bakterii,
10%-10°konidi6éw promieniowcow, 102-10* zarodnikow grzybow.
Maja one bardzo duze znaczenie w przebiegu cykli biogeoche-
micznych oraz mineralizacji resztek organicznych pochodze-
nia ro$linnego i zwierzecego, poprawiajac jednoczeénie zyznosé
(tworzenie prdochnicy) i produkeyjnos$é gleb. Mikroorganizmy
glebowe wplywaja takze na funkcjonowanie ekosystemow oraz
kondycje roslin. Ponadto, ze $rodowiska glebowego od lat izo-
lowane sa drobnoustroje o wlasciwos$ciach stanowiacych o ich
przydatnosci biotechnologiczne;j.

Gleba jest naturalnym $rodowiskiem zycia wielu gatunkow
drobnoustrojow. Sklada sie ona ze zwigzkdéw mineralnych i sub-
stancji organicznych (stanowigcych 50% skladu gleby), powietrza
glebowego (okolo 35%) i roztworu glebowego (15%). W sktad cze-
Sci stalej gleby wchodza glownie koloidy glebowe. Najwazniej-
sza funkcje pelnia koloidy organiczne (zwiazki humusowe), ktore
powstaja na skutek rozkladu materii organicznej przez drobno-
ustroje. Koloidy mineralne natomiast decyduja o stosunkach
wodno-powietrznych. Wode glebowa, zawierajaca rozpuszczo-
ne substancje organiczne i mineralne, nazywamy roztworem gle-
bowym. Ta frakcja gleby ma wlaéciwosci buforowe i warunkuje
pH gleby. Przestrzen pomiedzy czasteczkami stalymi gleby (nie-
zajetymi przez roztwor glebowy) wypelnia powietrze glebowe.
W skiad powietrza glebowego wchodza gtéwnie NH,, CO,, N,
i 0,, w mniejszych iloSciach rowniez H,S i CH,. Struktura gleby
sklada sie z ziaren mineralnych, zlepionych przez zwiazki humu-
sowe i §luz, ktére tworzg gruzelki o wielko$ci 0,5—-5 mm. Drob-
noustroje znajduja sie na powierzchni gruzelek w substancjach
humusowych, a takze w kompleksach organiczno-mineralnych.
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Bogata mikrobiota jest obecna takze w czeSciowo rozlozonej ma-
terii organicznej. Z gruzelek glebowych zbudowane sg wieksze
skupiska, tzw. agregaty glebowe. Na ich zewnetrznej czeSci obec-
ne sa glownie bakterie przetrwalnikujace, promieniowce i grzyby
strzepkowe. W czeSci wewnetrznej bytuja bakterie asymilujgce
mineralne zwigzki azotu, inne bakterie, glbwnie Gram-ujemne
oraz plesnie z rodzaju Fusarium.

Mikrobiota gleby jest bardzo bogata i zalezy od typu gleby,
w tym skladu chemicznego (zwiazki nieorganiczne i organicz-
ne), pH, dostepnosci tlenu, wilgotnosci, temperatury, glteboko-
$ci, strefy geograficznej, obecnosci roslin. Ogolnie mikrobiote
gleby dzielimy na: mikrobiote autochtoniczng (stale bytujaca
w danej glebie) oraz mikrobiote zymogenna (wprowadzang okre-
sowo). Zrodtem wegla i energii dla mikrobioty autochtonicznej
sg substancje humusowe (zwigzki powstale z rozkladu materii
organicznej pochodzenia roslinnego i zwierzecego). Rozw¢j mi-
krobioty zymogennej zalezny jest od doplywu z zewnatrz latwo
przyswajalnej materii organiczne;.

Grzyby strzepkowe oraz znaczna cze$¢ bakterii preferuja
srodowiska wilgotne. W glebach przesuszonych rozwijaja sie
drobnoustroje o niskim zapotrzebowaniu na wode — sa to mi-
kroorganizmy kserofilne. Promieniowce, a takze bakterie ni-
tryfikacyjne z rodzaju Arthrobacter rowniez zasiedlaja suche
podloza (grunty). Gleby podmokle, ktére majg ograniczona
ilo$¢ substancji pokarmowych i tlenu, obfituja w drobnoustro-
je wzglednie i bezwzglednie beztlenowe (mikroorganizmy ana-
erobowe). R6znorodnos¢ mikrobioty gleby zalezy rowniez od
temperatury. Najlepsza pora roku do izolacji drobnoustrojow
jest wiosna. Zimg mikrobiota gleby jest znacznie ograniczona.
Istotnym parametrem, decydujacym o rozwoju drobnoustro-
jow w glebie, jest tez jej odczyn. Gleby o odczynie alkalicznym
lub obojetnym zawieraja kilkakrotnie wieksza liczbe drobno-
ustrojow w poréwnaniu do gleb kwasénych (np. torfowisk). Gle-
ba zyzna, bogata w substancje prochnicze, rowniez charakte-
ryzuje sie bogata mikrobiota w poréwnaniu do zbitych gleb
tagkowych.

Drobnoustroje sa bardzo wrazliwe na stonice (promienio-
wanie UV) i wiatr (wysuszenie), dlatego tez na powierzchni
gleby jest ich zdecydowanie mniej. Najwiecej drobnoustrojow

24

Kup ksigzke


http://ebookpoint.pl/page354U~rt/e_2uaz_ebook

Metody pozyskiwania, hodowli, doskonalenia i przechowywania... I

jest w strefie przykorzeniowej (ryzosferze) i na powierzchni
korzeni (ryzoplanie). Natomiast w glebszych warstwach gle-
by (1-2 m pod powierzchnig ziemi) liczba drobnoustrojow jest
znacznie mniejsza.

1.2.3. Skrining drobnoustrojow

W celu pozyskania nowych szczepow ze Srodowiska opracowa-
no specjalne metody skriningowe. Skrining mozemy zdefinio-
wac jako zespot selektywnych procedur majacych na celu wyizo-
lowanie spoérdod duzej liczby drobnoustrojow tylko tych, ktore
spelniaja konkretne wymagania technologiczne. Skrining obej-
muje takze wstepng ocene ich przydatnosci do danego proce-
su, np. ocene potencjatu biodegradacyjnego. W poczatkowym
etapie skriningu mamy do czynienia z drobnoustrojami o nie-
okreslonej przynalezno$ci systematycznej, wsrod ktorych moga
by¢ rowniez szczepy patogenne. Zazwyczaj szczepy wyizolowa-
ne bezposrednio ze Srodowiska wytwarzaja niewielkie ilosci in-
teresujacych nas metabolitow. Dopiero po ich udoskonaleniu,
z zastosowaniem technik genetycznych i mikrobiologicznych
(patrz podrozdzial 1.6), uzyskuje sie szczepy wykorzystywane
w skali przemyslowej. Skuteczna i prosta technika stuzaca do
izolacji drobnoustrojow jest metoda selektywnego namnazania
kultur. W tym przypadku stosuje sie Scile zdefiniowane podlo-
za i okreslone warunki hodowli, tj. sklad podloza, temperatura,
PH, ci$nienie osmotyczne, dostepno$¢ §wiatla, dostepnosé tlenu,
ktére umozliwiaja wzrost konkretnej grupie mikroorganizmoéow
(tab.1.2.1).

Warunki hodowli Rodzaj izolowanych

drobnoustrojow
Ekstremalnie kwasny odczyn (pH 2-4) | acidofile
Niska temperatura (4-15°C) psychrofile
Wysoka temperatura (42-100°C) termofile
Wysokie stezenie NaCl Nocardia, halofile
Brak tlenu beztlenowce
Chityna jako substrat wzrostu Lysobacter
Kora drzewa, korzenie myksobakterie
Pytki zboz Actinoplanes
Podtoza z dodatkiem metali ciezkich | drobnoustroje akumulujace metale
ciezkie
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Poszukiwanie drobnoustrojow o pozadanych cechach moze
byc¢ tez przyspieszone przez wysiew pobranych probek z przygo-
towanego wyciggu bezposrednio na plytki z podlozem rbéznicu-
jacym, umozliwiajacym izolacje mikroorganizmoéow o okreslonej
aktywno$ci metabolicznej (tab. 1.2.2).

Tabela 1.2.2. Przyktady
metod sprzyjajacych
pozyskaniu
mikroorganizmow

o okreslonych
aktywnosciach
metabolicznych

Producenci Zasady wstepnej selekcji

Wysiew na ptytki agarowe ze szczepami testowych mikroorganizmoéw,
antybiotykow np. Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Candida albicans, Penicillium avel-
laneum. Strefy zahamowania wzrostu sg wskaznikiem aktywnosci.

antybiotykow opornych
na B-laktamaze

Posiew na ptytki agarowe z dodatkiem B-laktamazy.

Posiew na ptytki agarowe z kazeina. Selekcjonuje sie kolonie, ktére wytwa-

cetylotrimetyloamonowego).

proteaz rzaja strefy przejasnienia w podtozu.
amvlaz Posiew na ptytki agarowe ze skrobia. Wybor kolonii po barwieniu ptynem
Y Lugola (J/KJ).
liaz Posiew na ptytki agarowe z dodatkiem zemulgowanego oleju. Selekcja kolonii
P po wytraceniu wolnych kwaséw ttuszczowych z jonami wapnia.

fosfatar Posiew na ptytki agarowe z difosforanem fenoloftaleiny. Wybor na podstawie
zmiany barwy podtoza wokaét kolonii.

celulaz Posiew na ptytki agarowe z dodatkiem fosfocelulazy. Selekcja kolonii wytwa-
rzajacych przezroczyste strefy aktywnosci enzymu.
Posiew na ptytki agarowe z dodatkiem pektyn. Selekcja kolonii wytwarza-

pektynaz jacych jasne strefy na opalizujagcym tle - reakcja z roztworem TBA (bromku

Drobnoustroje rozktadajace

ksenobiotyki aktywnosci degradacyjne;j.

Posiew na ptytki agarowe z wybranym ksenobiotykiem stanowiacym jedyne
lub gtéwne Zrédto wegla i energii. Analiza wyrostych kolonii pod katem ich

Poczatkowy etap skriningu obejmuje dob6r miejsca pobra-
nia probek i sposobu izolacji mikroorganizméw z uzyciem od-
powiednich podloz selekeyjnych. Jezeli poszukujemy bakte-
rii wytwarzajgcych proteazy, to dogodnym miejscem pobrania
probek moga by¢ m.in. tereny wokdt zakladow przemystowych
wytwarzajacych znaczne ilo$ci odpadow zawierajacych bialka,
np. mleczarnie, zaklady miesne. W dalszym etapie izolowane sa
czyste kultury drobnoustrojow, na bazie ktérych zaklada sie ho-
dowle plynne i przeprowadza wstepng ocene przydatnosci wyizo-
lowanych szczepdéw do wykorzystania w okre$lonym procesie
technologicznym. W przypadku uzyskania pozadanego przez
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nas produktu przeprowadza sie optymalizacje procesu, cze-

sto polaczong z udoskonalaniem wyizolowanego szczepu oraz

zwiekszeniem skali hodowli. Konicowe etapy skriningu obejmuja Ryc. 1.2.1. Etapy

oczyszczanie produktu (o ile zachodzi taka koniecznoéc¢), opaten- pozyskiwania
I , e . . drobnoustrojéw

towanie istotnych (kluczowych) etapéw produkeji i komercjali- orzydatnych

zacja uzyskanych rezultatéw badan. Zasadnicze etapy skriningu ~ w procesach

przedstawiono na ryc. 1.2.1. biotechnologicznych

I. Pozyskiwanie szczepow ze srodowiska
1. Wybor miejsca izolacji, w ktorym moga wystepowac pozadane mikroorganizmy
2. Posiew rozcienczonego materiatu na podtoze agarowe

¥

I1. Uzyskanie czystej kultury
1. Okreslenie przynaleznosci taksonomicznej

\

II1. Zalozenie hodowli plynnej
1. Ekstrakcja interesujgcego nas produktu

—

2. Wstepna identyfikacja z zastosowaniem nowoczesnych technik biotechnologicznych

\ 4

IVa. Biosynteza ] [IVb. Biotransformacja] [ IVc. Biodegradacja

(Optymalizacja procesu, zwickszenie skali hodowli, udoskonalenie szczepu)

¥ ¥

Va. Izolacja produktu Vb. Ocena aktywnosci degradacyjnej
(Identyfikacja struktury chemicznej pro- (Analiza ilosciowa i jakosciowa hodowli
duktu, oczyszczanie produktu z zastoso- z zastosowaniem odpowiednich technik
waniem odpowiednich technik biotech- biotechnologicznych)
nologicznych)

¥ ¥

[ Patentowanie i komercjalizacja

—
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1.2.4. Gleba $rodowisk zanieczyszczonych jako zrédto
drobnoustrojéw wykorzystywanych w procesach
ochrony srodowiska

W nastepstwie intensywnego rozwoju przemystu obserwuje
sie znaczny wzrost zanieczyszczenia Srodowiska, ktore wywie-
ra bardzo duzy wplyw na sklad i bior6znorodnosé gleby. Duza
cze$¢ gatunkow mikroorganizmoéw, bytujacych w glebie, ma zdol-
no$¢ do biodegradacji zanieczyszczen szkodliwych dla czlowie-
ka, np. toksycznych ksenobiotykow. Aktywno$é degradacyjna
drobnoustrojow zalezy przede wszystkim od bior6znorodnosci
srodowiska, ale takze od parametrow fizykochemicznych (tem-
peratura, natlenienie, pH, dostepno$¢ zwiazkéw odzywczych).
Sposérod wszystkich zanieczyszezen szczeg6lne zagrozenie stano-
wig weglowodory aromatyczne. Wykazuja one wlaéciwodci silnie
toksyczne i kancerogenne. Skazenie produktami ropopochod-
nymi jest najwieksze w okolicach rafinerii, stacji paliw, lotnisk,
autostrad, linii kolejowych oraz stacji diagnostycznych, warsz-
tatow naprawczych i myjni pojazdow samochodowych. Niemniej
istotne jest skazenie przez weglowodory aromatyczne i inne sub-
stancje szkodliwe terenéw zieleni miast — i zwigzana z tym re-
witalizacja obszaréw zdegradowanych. Zagadnienia te zostaly
blizej ombéwione w podrozdziale 5.1 podrecznika. Produkty ro-
popochodne, zwlaszcza zwiazki o budowie wielopierécieniowej,
sg substancjami trudno rozkladalnymi, czes$é z nich moze zalegaé
w Srodowisku przez wiele lat. Utylizacja tych zwiazkéw nastepuje
glownie w wyniku dziatania drobnoustrojéw. Dlatego poszuki-
wanie szczepow zdolnych do wykorzystywania substancji ropo-
pochodnych jako zrédel wegla i energii lub przetwarzania ich do
produktow nieszkodliwych dla srodowiska jest bardzo waznym
zadaniem wspolczesnej biotechnologii érodowiskowe;j.

Wzory chemiczne wybranych weglowodoréw aromatycznych
przedstawiono na ryc. 1.2.2.

Szybkos¢ degradacji tych zwiazkow zalezy od liczby pierscie-
ni aromatycznych w czasteczce. Obecnie znanych jest wiele mi-
kroorganizmoéw zdolnych do degradacji weglowodorow o niskiej
masie czasteczkowej, natomiast biotransformacja wielopierscie-
niowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) o duzej masie
czasteczkowej jest mniej poznana. Weglowodory aromatyczne
moga by¢ calkowicie rozkladane (mineralizowane) lub jedynie
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czeSciowo przeksztalcane przez konsorcja mikroorganizmoéw,
rzadziej przez pojedyncze gatunki czy szczepy.

sIN eI ce

Benzen Fenol Toluen Naftalen
Antracen Fenantren Benz(a)antracen

Mikroorganizmy prokariotyczne w degradacji weglowodo-
row aromatycznych wykorzystuja najczesciej dioksygenazy, kto-
re wprowadzaja dwa atomy tlenu do pierScienia aromatycznego.
Nastepnie przez dehydrogenacje powstajg pochodne dihydrok-
sylowe (katechole). Pierécien katecholu, kluczowego metabolitu
posredniego, ulega nastepnie rozszczepieniu w pozycji orto lub
meta. W kolejnych reakcjach powstaja metabolity, ktore sa wla-
czane do cyklu Krebsa (ryc. 1.2.3).

Niektore mikroorganizmy, takie jak grzyby strzepkowe, sa
zdolne do biotransformacji weglowodoréw aromatycznych do
produktéw posrednich. Organizmy te wykorzystuja monoksy-
genazy zawierajgce cytochrom P-450, ktére wprowadzaja jeden
atom tlenu do pierécienia aromatycznego. Powstaly epoksyd jest
nastepnie przeksztalcany do fenolu lub dihydrodiolu, te za$ moga
byt sprzegane w koniugaty ze zwigzkami polarnymi, takimi jak
glukoza, kwas glukuronowy, ksyloza (ryc. 1.2.4).

Ponadto, procesy biotransformacji WWA zaréwno u grzybow,
jak i bakterii moga by¢ katalizowane przez enzymy utleniajaco-
-redukujace, takie jak lakazy czy peroksydazy. Mechanizm tych
reakcji zostat opisany w podrozdziale 5.11.

O podatnoséci weglowodoréw na rozklad biochemiczny decy-
duje nie tylko budowa chemiczna produktéw ropopochodnych.
Sposrod innych czynnikéw wplywajacych na ten proces moz-
na wymienic¢ m.in. rozpuszczalno$c¢ substratu oraz wytwarzanie
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przez mikroorganizmy substancji powierzchniowo czynnych,
procesy adsorbcji weglowodoréw, iloé¢ drobnoustrojow, stezenie
zwiazkéw biogennych azotu i fosforu, stezenie weglowodoréow,
odczyn (pH), wilgotnos¢, temperature, zawartos¢ tlenu, obecnosc
innych anizeli weglowodory Zrodel wegla dla drobnoustrojow,
obecno$¢ zwiazkow toksycznych.

Cytochrom P450

benzen

H

o
OH /g\e‘&

[/ OH
H

trans-dihydrodiol

Tylko niewielka liczba bakterii glebowych (0,01-0,3%) jest
zdolna do wykorzystania weglowodorow jako jedynych Zrodel
wegla i energii. Metody skriningu maja bardzo duze zastosowa-
nie w izolowaniu mikroorganizmoéw zdolnych do rozkladu tok-
sycznych ksenobiotykow. Najprostszym sposobem jest pobranie
probki gleby i wykonanie posiewu z odpowiednich rozcienczen
na podloza selektywne z dodatkiem ksenobiotykéw jako Zrodla
wegla i energii. Wyrosle kolonie sa nastepnie izolowane i spraw-
dzane pod katem ich aktywnosci degradacyjnych.
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Ryc.1.2.4.
Biotransformacja
benzenu przez grzyby
strzepkowe

Tworzenie koniugatow ze
zwiazkami polarnymi
(np. glukoza, kwasem

glukuronowym,
siarczanem, GSH)
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CZESC PRAKTYCZNA

Materiaty i podtoza

1. Zroédlo izolowanych bakterii: gleba ogrodowa, lakowa,
a takze probki gleb pobrane z okolic: mleczarni, stacji
benzynowej lub autostrady.

2. Drobnoustroje:

a) szczepy wyizolowane z probek gleby;

b) szczepy wzorcowe bakterii: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 15442.

3. Podloza stale: agarowe, ZT, uniwersalne, maltozo-
we, uniwersalne z dodatkiem antracenu i fenantrenu
(0,1 g/1), podloze z mlekiem, podloze ze skrobia, podlo-
ze z Tween 80.

. Odczynniki: antracen, fenantren.

5. Aparatura: chromatograf gazowy Agilent GC7890 z dola-

czonym spektrometrem masowym MS5975C.

N

Cel ¢wiczenia
Uzyskanie szczepdw drobnoustrojéw zdolnych do biosyntezy substancji
aktywnych biologicznie oraz do rozktadu zwigzkéw ropopochodnych.

Wykonanie

1. Sporzadzi¢ wyciag z gleby.
Odwazy¢ 2 g gleby, przenie$¢ do kolby o pojemnoSsci
100 ml, zawierajacej 20 ml 0,85% roztworu NaCl oraz
dodac jalowe szklane perelki. Inkubowaé na wytrzasar-
ce przez 0,5 h w temperaturze pokojowej. Po zakoniczeniu
inkubacji nalezy odczekaé 2—3 minuty az do opadniecia
wiekszych czastek gleby.

2. Wykona¢ szereg rozcienczen wyciagu z gleby w 0,85%
roztworze NaCl wedlug schematu:
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_ﬁm PENPENEERT

2 g gleby

0,85% NaCl 18 ml 9 ml 9,9 ml 9 ml 9 ml 9 ml
“Wytrzasarka (15 min, 1 20o0br/ min)
-Inkubacja bez wytrzgsania (5 min)

Rozciericzenie: 10t 102 10% 107

10+ 105
Wysiew na ptytki z podiozemwzrostowym po 0,1 ml

= &= &5 &=
2 3 73 07
= =2 B85 =3

| Dbliczenie zawartosci drobnoustrojow w 1 g gleby |

3. Wysiewac z odpowiednich rozcieniczen wyciagu glebo-  Ryc. 1.2.5. Szereg
wego (ryc. 1.2.5) po 0,1 ml na plytki z podlozem: aga- ;nglgsjczer‘ wyciagu
rowym, ZT, agarowym z antracenem lub fenantrenem
(0,1g/1), podloze z mlekiem, podtoze z Tween 80, pod-
loze ze skrobig.

Z kazdego rozcienczenia nalezy wysia¢ po 2 powtorze-
nia. Plytki inkubowa¢ 48 h w temp. 28°C.

4. Przeprowadzi¢ obserwacje makroskopowa posiewow, ob-
liczy¢ liczbe drobnoustrojow w 1 g gleby.

5. Izolacja pojedynczych kolonii drobnoustrojow:

a) wytwarzajacych proteazy (przejasnienia wokot kolonii
na plytkach z podlozem zawierajacym mleko); pojedyn-
cze kolonie nalezy przenie$¢ na $wieze plytki z mlekiem
i wykona¢ posiew redukeyjny;

33

Kup ksigzke


http://ebookpoint.pl/page354U~rt/e_2uaz_ebook

6.

7.

Biotechnologia drobnoustrojéw w laboratorium i w praktyce I

b) promieniowcédw; pojedyncze kolonie nalezy prze-
nie$¢ na plytki maltozowe i posia¢ w postaci rysy. Po
7 dniach zbada¢ wlasciwoS$ci antagonistyczne wybra-
nych promieniowcow glebowych w stosunku do bak-
terii testowych: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa,
¢) potencjalnie zdolnych do rozktadu zwiazkéw ropopo-
chodnych (antracenu i fenantrenu); pojedyncze kolonie
nalezy przenie$¢ na podloze uniwersalne.
Dodatkowo nalezy wykonac preparat mikroskopowy
izolowanego drobnoustroju.
Izolaty drobnoustrojow zdolnych do wytwarzania
enzymow proteolitycznych, wytwarzajgcych substancje
o dzialaniu antagonistycznym w stosunku do testowa-
nych bakterii nalezy zabezpieczy¢ do kolejnych badan.
Ocena aktywno$ci enzymow proteolitycznych drobno-
ustrojow wyizolowanych z gleby (patrz podrozdzial 4.1.3).
Ocena aktywno$ci substancji, o dzialaniu antagonistycz-
nym w stosunku do testowanych bakterii, wytwarzanych
przez drobnoustroje wyizolowane z gleby (patrz podroz-
dzial 4.1.5).

. Ocena zdolno$ci wyizolowanych szczepow (bakterii

i grzybow strzepkowych) do rozkladu zwiazkéw ropopo-

chodnych:

a) posiew wybranych kolonii z pltytek na skosy uniwersal-
ne (bakterie) i ZT (grzyby);

b) posiew z podloza plynnego (10% inokulum) szczepow
wyizolowanych z gleby — do 20 ml podloza uniwersal-
nego z dodatkiem antracenu lub fenantrenu w steze-
niu 0,5 g/1.

Inkubacja 96 h w temp. 28°C (grzyby) i 30°C
(bakterie);

¢) ekstrakcje wykonaé z uzyciem octanu etylu. Odparo-
wany ekstrakt przygotowac do oznaczen chromatogra-
ficznych (patrz podrozdzial 5.6.6);

d) analize chromatograficzna dla préob wyekstrahowa-
nych z uzyciem octanu etylu i zatezonych pod obni-
zonym ci$nieniem wykona¢é, stosujgc chromatograf
gazowy z dolaczonym spektrometrem masowym
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GC/MS (Agilent GC 7890 i MS 5975C) na kolumnie HP
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) w zakresie tempera-
tur 80—-300°C (patrz podrozdzial 2.3) przy przeplywie
helu 1 ml/min.

Analiza wynikéw

Na podstawie przeprowadzonych analiz ocenié przydatno$é
wyizolowanych drobnoustrojow do:

« produkeji enzymoéw proteolitycznych;

« wytwarzania substancji o dzialaniu antagonistycznym,;

« degradacji zwiazkéw ropopochodnych.

1.3. Metody hodowli oraz stabilizacji drobnoustrojow
w warunkach tlenowych (z uwzglednieniem
bioreaktoréw i immobilizacji w zelach)

WPROWADZENIE

Znajomo$¢ fizjologii drobnoustrojow, w tym fizjologii wzro-
stu, jest niezbedna do prawidlowego kontrolowania proceséw
technologicznych, w ktorych wykorzystywane sa drobnoustro-
je. W biotechnologii do hodowli szczepéw przemystowych moga
by¢ wykorzystywane metody powierzchniowe lub wglebne. Ze
wzgledu na konieczno$¢ dysponowania stosunkowo duza po-
wierzchnig pomieszczen produkeyjnych i zazwyczaj mniejsza
wydajnos$cia procesu technologicznego, metody powierzchniowe
sg obecnie rzadko stosowane. Do hodowli wglebnych stosowane
sa bioreaktory (fermentory), ktore sa zamknietymi hermetycz-
nie naczyniami wykonanymi z metalu i/lub szkla (fermentory
laboratoryjne), pozwalajacymi na prowadzenie pelnej kontroli
procesu wzrostu i wytwarzania produktéw przez drobnoustroje.
W skali laboratoryjnej stosuje sie fermentory o objetosci od kil-
kudziesieciu mililitrow do kilkunastu litrow. W przemysle stoso-
wane s3 bioreaktory nawet o objetoéci 200 tys. litrow i wieksze.
W warunkach laboratoryjnych, na etapie namnazania inokulum,
do hodowli wglebnej stosowane sg takze kolby szklane o obje-
to$ci do kilku litréw. W procesach biotechnologicznych oprocz
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drobnoustrojéw wolno zawieszonych w podtozu czesto wyko-
rzystuje sie komorki ,,uwiezione” w zelach. Stosowanie hodow-
li immobilizowanych pozwala na ich uzycie w kilku lub nawet
w kilkunastu cyklach produkeyjnych, co obniza wydatnie koszty
procesu technologicznego. Hodowle drobnoustrojéow w warun-
kach tlenowych w podlozach plynnych mozna podzieli¢ na trzy
podstawowe typy: okresowa, okresowa z cigglym dozowaniem
pozywki i ciggla.

1.3.1. Hodowla okresowa

Hodowla okresowa (ang. batch culture) jest uktadem zamknie-
tym. Polega ona na przygotowaniu jalowego podloza hodow-
lanego z dodanym inokulum i prowadzeniu hodowli w fer-
mentorze przez okreSlony okres. Od momentu rozpoczecia
inkubacji obserwuje sie zmiany w iloSci biomasy mikroorgani-
zmow (ryc. 1.3.1).

Biomasa [g ']

Ryc. 1.3.1.
Przyktadowa
hodowla okresowa
drobnoustrojow

w czasie

Czas [doba]

Wzrost drobnoustrojow jest opisywany przez 6 etapow. W fa-
zie zastoju (lag-faza) nie obserwuje sie przyrostu biomasy, ten
czas drobnoustroje wykorzystuja na adaptacje do nowego $§rodo-
wiska. W fazie przyspieszenia wzrostu nastepuje coraz szybszy
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przyrost w iloSci biomasy, az przechodzi do osiagniecia tempa
wykladniczego (faza wykladnicza lub wzrostu logarytmiczne-
20). Podczas tego etapu wzrost drobnoustroju osiagga najwieksze
wartoS$ci. Poniewaz po pewnym czasie w ukladzie hodowlanym
zaczyna brakowac substratu wzrostowego, jak rowniez moga po-
jawiac sie toksyczne produkty przemiany materii, namnazanie
drobnoustroju ulega spowolnieniu (faza zahamowania wzrostu),
aby w kolejnym etapie ulec catkowitemu zahamowaniu (faza sta-
cjonarna). W trakcie tego okresu wzrostu drobnoustroju obser-
wowana jest najwieksza ilos¢ biomasy w ukladzie. Wraz z bra-
kiem substancji odzywczych i coraz wiekszym nagromadzeniem
toksycznych metabolitow hodowla wchodzi w faze Smierci (za-
mierania) powiazana ze spadkiem iloéci biomasy w ukladzie.
Szybko§¢ wzrostu drobnoustroju opisuje rownanie:

gdzie:

r_—rzeczywista szybko$¢ wzrostu,
u — wlasciwa szybko$¢ wzrostu,

X — zawarto$¢ biomasy w hodowli.

Wspolezynnik u, nazywany takze specyficznym wspolczynni-
kiem wzrostu, mozna zdefiniowa¢ jako stosunek szybko$ci przyro-
stu biomasy do juz istniejacej. Najczesciej jego jednostka jest h'.

Faza wzrostu Witasciwa szybkos$¢ wzrostu

Przygotowawcza u=0
Przyspieszonego wzrostu w<u,,,
Wyktadnicza w=p,,
Zahamowania wzrostu U<,
Stacjonarna u=0
Zamierania u<o0

Poniewaz w fazie wykladniczej wzrost drobnoustroju prze-
biega z najwieksza predkoScia, substrat jest latwo dostepny
i powstale metabolity nie wplywajg negatywnie na wzrost (pa-
nuja optymalne warunki), to przyrost biomasy osiaga swoja
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najwieksza warto$¢ ymax. Bilans biomasy dla tego typu hodow-
li opisywany jest nastepujaco:

dx
“ X
a

W fazie wykladniczej, dla wartoSciu=pu__:

max”
X = Xoe.umax(t —t)

Wzrost drobnoustroju mozna takze wyrazi¢ parametrem
— czas podwojenia biomasy (t ). Korzystajac z zalozenia, ze:

2 Xo — Xoeumaxtd
In2

doprowadzamy do zalezno$ciln2 = u__ t, czyli t; =——
Najprostszy sposob wyznaczenia i _w hodowli polega na ob-
serwacji zmian ilo$ci biomasy w czasie, przygotowaniu wykresu
w ukladzie InX — czas hodowli. Dla zidentyfikowanej fazy wyktad-
niczej wyznaczamy dwa punkty t X, oraz t, X, i stosujac wzor:

_InX,-InX,
e t,~t,
obliczamy u___[h™].

Przyrost biomasy drobnoustroju powigzany jest z utylizacja
znajdujacego sie w podlozu hodowlanym substratu. Parametrem
opisujacym stosunek przyrostu biomasy do iloSci zuzytego subs-
tratu jest masowy wspotczynnik wydajnosci Y_ :

_AX XX,
“T_AS ~(S-S,)

dla X, S, opisujacych poczatkowe stezenie biomasy i substratu.

Zalety hodowli okresowe;j:

 krotki czas hodowli utatwia utrzymanie jalowych warun-
kow oraz zapobiega mutacjom;

« prostota przygotowania hodowli.

Wady:

« brak regulacji stezenia substratu oraz niska wydajno$c
procesu.
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1.3.2. Hodowla poétciggta - okresowa z ciagtym dozowaniem
pozywki do fermentora (ang. fed-batch culture)

W przeciwienstwie do hodowli okresowej, podczas inkubacji na-
stepuje zwiekszenie objetosci czynnej bioreaktora. Taki typ pro-
wadzenia procesu zaprojektowano dla hodowli, w ktérych niskie
stezenie substratu jest niezbedne dla otrzymania duzej ilo$ci
produktu (np. synteza antybiotykow) i proces ten moze zachodzic¢
podczas fazy zahamowania wzrostu lub fazy stacjonarnej. Tego
typu hodowle s3 czesto stosowane warunkach przemystowych.
Zalety:

« mozliwo$¢ regulacji parametréw hodowli ze wzgledu na ro-
dzaj drobnoustroju i otrzymywanego produktu oraz sktadu
podloza hodowlanego.

Wady:
« mozliwo$§¢ zakazenia pozywki oraz degeneracji szczepu.

1.3.3. Hodowle ciagte (ang. continuous culture)

Po wstepnym namnozeniu drobnoustrojow hodowle ciagle pro-
wadzone sa w bioreaktorze przeplywowym zasilanym pozywka.
Do bioreaktoréw w sposéb ciggly doprowadza sie jatowa pozyw-
ke o natezeniu przeplywu Fijednoczeénie dla tego samego prze-
plywu odbiera sie ptyn hodowlany ze zbiornika, zachowujac stala
objeto$c cieczy (ryc. 1.3.2).

F S FX, S

v

S, X,V

Ze wzgledu na typ prowadzonej hodowli ciaglej wyro6znia sie
dwa podstawowe rodzaje:

« turbidystat — w tym modelu drobnoustroje moga rosnaé

z maksymalng szybkoScia, poniewaz zawarto$¢ biomasy
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Objasnienia:

F - objetosciowe
natezenie przeptywu;
S, - stezenie substratu
w dozowanej
pozywce; S - stezenie
substratu w podtozu
hodowlanym;

X - zawartosc biomasy
w hodowli;

V - objetos¢ hodowli
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jest utrzymana na stalym poziomie, a ilo§¢ doprowadzo-
nego podloza zalezy od szybkosSci wzrostu;

« chemostat — parametrem odgrywajacym decydujaca role
w chemostacie jest szybko$c¢ rozcienczania D, zalezna od
objeto$ciowego natezenia przeptywu Fi objetos$ci hodowli V:

D==—
%

W warunkach ustalonych, kiedy szybkoé¢ odprowadzania bio-
masy z bioreaktora jest rowna szybko$ci jej przyrostu w aparacie
u = D. Warunek ten mozna wyprowadzi¢ z bilansu biomasy dla
chemostatu.

@:FXO—FXJJXV
dt
Xd—V+Vg:FXO—FX+rxV/:V
dt dt

Brak zmiany objetosci zbiornika:

dX F
E:V(XO_X)—FT.X

gdzie X = 0 i brak jest zmiany zawarto$ci biomasy:

X px+ux
dt

D=u

Dla sytuacji, gdy ¢ < D nastepuje wymywanie biomasy ze zbior-
nika, a w przypadku ¢ > D biomasa gromadzona jest w zbiorniku.

Zalezno$¢ pomiedzy szybkoScia wzrostu a stezeniem substra-
tu limitujacego wzrost opisuje réwnanie Monoda:

/J _ #maxS
K, +S
gdzie K — stala nasycenia substratem dla takiego stezenia sub-
stratu, przy ktorymu=pu__ /2.

max’
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Dla warunku u = D robwnanie Monoda ulega modyfikacji i ste-
zenie substratu w zbiorniku wynosi:

DK,

S=——"'5
Hpax =D

Biorgc pod uwage te zalezno$¢ oraz opierajac sie na stalej war-
toSci masowego wspotczynnika wydajnosei Y

ax
dt

uzyskuje sie zalezno$c¢ stezenia substratu i zawarto$ci biomasy
od szybko$ci rozcienczania:

DK
X =Yy (So - —SD]

max

gdzie S, — stezenie substratu w jalowej pozywce wprowadzanej
do hodowli.

Szybko§¢ wzrostu drobnoustroju i ilo§¢ biomasy w strumieniu
wylotowym jest powigzana z natezeniem przeptywu, dlatego jego
maksymalng warto$¢ dla sytuacji, gdy S = S, opisuje rownanie:

lumaxS()

max _KS+SO

W przypadku, gdy D > u__ , nastepuje proces wymywania bio-
masy (z ang. wash-out). Warto takze zwrdci¢ uwage, ze dla wiek-
szo$ci hodowli K. ma duzo nizsze warto$ci niz stezenie substratu
wprowadzane z jalowa pozywka, czyliD =u .

Kolejny parametr opisujacy hodowle ciagla to produkeyj-
no$¢, wyrazana wzorem Q= DX. Maksymalna produkcyjno$¢
ma miejsce dla szybko$ci rozcienczania:

K
Datzﬂmax 1- .
P K +8S,
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Zalety hodowli ciaglych:

« preferowane sa dla otrzymywania biomasy i metabolitow
pierwotnych;

« uzycie mniejszych bioreaktoré6w w poréwnaniu do hodowli
okresowych.

Wady:

« zagrozenie zakazeniem i mozliwo$cig mutacji u stosowa-
nych drobnoustrojow ze wzgledu na dlugi czas pracy;

« nie jest raczej stosowany dla grzybow strzepkowych.

1.3.4. Bioreaktory do hodowli wgtebnych

Podstawowym urzadzeniem stosowanym do hodowli drobno-
ustrojow w warunkach przemystowych jest bioreaktor. Najcze-
Sciej jest to cylindryczne naczynie o roznej pojemnoéci, napowie-
trzaniu i/lub mieszaniu mechanicznym (ryc. 1.3.3). Pojemnosé
bioreaktorow jest bardzo zr6znicowana i wynosi od kilku milili-
trow do kilku tysiecy litrow w zalezno$ci od zastosowan. W bio-
reaktorach hodowane sg komorki drobnoustrojow, a takze ro-
Slinne, zwierzece i struktury subkomorkowe.

Bioreaktory do hodowli beztlenowych zazwyczaj sa bardzo
prostymi konstrukcjami pozbawionymi napowietrzania i czesto
mieszania. Bardziej skomplikowanymi urzadzeniami sa biore-
aktory do hodowli tlenowych. Wyrdznia sie tu przede wszyst-
kim bioreaktory z mieszaniem mechanicznym. Zastosowanie
mieszadel turbinowych (najczesciej uzywanych), lapowych lub
$miglowych umozliwia utrzymanie podobnych parametréw ho-
dowli w calej objetosci zbiornika. Dokladny typ uzytego miesza-
dla zalezy od rodzaju biokatalizatora. Znajdujace sie po bokach
zbiornika przegrody zaburzaja tworzenie sie wiréw, a tlen wraz
powietrzem dostarczany jest najczesSciej przez zastosowanie bel-
kotki, dyszy strumieniowej lub tarczy porowatej. Natomiast takie
przegrody moga wplywac negatywnie na komorki silnie podatne
na stres mechaniczny, np. komorki zwierzece.

Zazwyczaj zbiornik jest tak zaprojektowany, aby podtoze ho-
dowlane zajmowato do 80% objetosci zbiornika. Pozostala czesc
jest przeznaczona na pojawiajacg sie piane. Jesli nadmiar piany
stanowi istotny problem podczas hodowli, wowczas stosuje sie
mechaniczne lub chemiczne sposoby jej redukeji. Nalezy jednak
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pamietad, ze uzycie metod chemicznych moze ograniczy¢ dostep
tlenu w hodowli mikroorganizmow.

Alternatywga dla bioreaktor6w z mieszaniem mechanicznym sa
zbiorniki z mieszaniem gazem. W przypadku kolumny barbotazo-
wej (ang. bubble column) pecherzyki powietrza, tloczone od dotu,
kierujac sie ku gorze zbiornika, wplywaja na ruch cieczy. Wersja
bardziej zlozona, z wyraznym podzialem zbiornika na czes¢ stru-
mienia wznoszacego i opadajgcego, jest ,winda wznoszaca” (ang.
air-lift). Bioreaktory tych typow sa zwykle wysokimi kolumnami,
tak aby pecherzyki powietrza pokonywaly dluga droge zanim do-
tra do powierzchni. Ich zastosowanie czesto jest zwigzane z ho-
dowlami komorek, na ktore latwo oddziatuja uszkodzenia mecha-
niczne (ang. shear stress) zwiazane z pracqg mieszadel.

A B C
L o
o
Silnik Wilot o ODO
powietrza o %7, o0
a Cn 00 o
b oo © v
00000 009
. o © o O
Uktad Oo OUOOG 0©°
] epelel o0
chtodzenia | © a 9
) o oC o o
< /grzania ©7g 0° o
— A4 A4

Wilot powietrza Wlot powietrza

Innym typem bioreaktora sa zbiorniki z nieruchomym zlozem
upakowanym, przez ktére w sposob ciagly przeplywa podloze wzro-
stowe. Szczegolnie wazny jest tu rozmiar czastki nosnika. Zbyt duze
czastki powoduja spowolnienie wymiany masy i opory dyfuzyjne,
a zbyt mate czastki nosnika utrudniaja przeplyw przez zloze.

Oprocz klasycznych bioreaktoréw coraz wieksza popularno$cé
zdobywaja bioreaktory jednorazowe o pojemnosci od kilku mi-
lilitréw do kilku tysiecy litrow. Zbiorniki te sa przygotowane do
napowietrzania, odbierania probek i mieszania. Dzieki swoim za-
letom, m.in. niskim kosztom, sterylno$ci, braku koniecznoéci my-
cia, coraz czeSciej sa one stosowane w warunkach przemystowych.
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A) z mieszaniem
mechanicznym,
B) kolumna
barbotazowa,
C) air-lift
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1.3.5. Stabilizacja drobnoustrojéw na drodze immobilizacji

Immobilizacja, czyli unieruchamianie, polega na adsorpcji, che-
micznym zwiazaniu lub tez mechanicznym ,zamknieciu” ko-
morek drobnoustrojow lub wolnego enzymu w/na odpowied-
nio dobranych substancjach-noénikach. Cecha noénika uzytego
do immobilizacji (w procesach prowadzonych w roztworach
wodnych) musi by¢ jego nierozpuszczalnosé w wodzie, a takze
znaczna wytrzymalo$é mechaniczna, istotna w réznych opera-
cjach technologicznych. Istotng zaleta uzycia w biotechnologii
immobilizowanych enzymoéw lub calych komérek drobnoustro-
jow jest mozliwo$¢ wielokrotnego powtdrzenia procesu z tym sa-
mym materialem biologicznym bez konieczno$ci kazdorazowego
namnazania drobnoustrojéw lub preparowania enzymu. Poza
tym uzycie immobilizowanego materiatu biologicznego umoz-
liwia prowadzenie procesoéw biotechnologicznych w systemach
cigglych, tak waznych pod wzgledem ekonomicznym.

Historycznie najstarszym sposobem immobilizacjii drobno-
ustrojow jest osadzanie bakterii octowych na wiérach bukowych
i uzycie tak unieruchomionych drobnoustrojéow do produkcji
octu spozywczego metoda stojakowg (XVIII wiek), a nastepnie,
po znacznych modyfikacjach technologicznych, wypracowanie
wysoko wydajnej metody generatorowej (poczatki XX wieku).
W latach 60. ubieglego wieku bardzo intensywnie rozwijaly sie
prace nad immobilizacja réznych enzymoéw otrzymanych z drob-
noustrojow, a przydatnych w otrzymywaniu okreslonych produk-
tow. Udalo sie np. z powodzeniem unieruchomic inwertaze oraz
aspartaze i otrzymac na tej drodze fruktoze z glukozy oraz kwas
asparaginowy z fumaranu amonowego.

Jednak w przypadku, gdy otrzymywanie interesujgcego nas
produktu opiera sie na dzialaniu komplekso6w enzymatycznych
lub tez gdy dziala¢ musi kilka enzyméw w kolejno nastepuja-
cych po sobie reakcjach, to o wiele korzystniej jest unierucha-
miaé cale komorki drobnoustrojow. Dodatkowgq zaleta takiego
postepowania jest to, ze niejednokrotnie optymalne pH reakcji
enzymatycznych oraz optymalna temperatura tego procesu rozni
sie od optimum dla wzrostu uzytych do immobilizacji mikroor-
ganizmow. Mozna wiec przez uzycie unieruchomionych drobno-
ustrojow uniezaleznic¢ sie od warunkéow ich hodowli.
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W immobilizacji calych komorek drobnoustrojow najczesciej
stosuje sie metode putapkowania (zamykania) w odpowiednich
polimerach matrycowych. Jako no$nikow uzywa sie zaréwno
okreslonych substancji chemicznych, jak i zeli pochodzenia na-
turalnego. Do najczeSciej stosowanych naleza: poliakrylamid,
poliuretan, polistyren, a z naturalnych: kolagen, agar, alginian
sodu i y-karagenan.

Alginian jest wielocukrem otrzymanym z brunatnych alg
morskich, zawierajacym reszty f-D-mannopyranozylo-uronia-
nowe powigzane wigzaniami 1-4 z resztami a-L-gulopyranozylo-
-uronianowymi w regularne sekwencje. Natomiast x-karagenan,
rowniez pochodzenia morskiego, jest mieszaning wielocukrow,
w ktorych glownym skladnikiem jest reszta a-D-galaktopyrano-
zylowa w formie estru siarczanowego.

W latach 70. ubiegtego wieku, gldwnie w Japonii i USA, roz-
winely sie intensywne badania nad zastosowaniem immobilizacji
caltych komérek w réznorodnych biotechnologiach.

Szczegblnie udanym rozwiazaniem jest metoda otrzymywa-
nia kwasu asparaginowego z kwasu fumarowego i amoniaku
przy uzyciu immobilizowanych w karagenanie komorek E. coli
z aktywng aspartaza. Immobilizat E. coli uzyty w tym procesie
okazat sie niezwykle trwaty, jego polowiczny okres utraty aktyw-
noéci wynosit okoto dwdch lat.

Wykorzystujac zele poliakrylamidowe, poliuretan, alginian
wapnia lub inne no$éniki, opracowano kilka systemow otrzymy-
wania réznych aminokwasow. Przy uzyciu Pseudomonas putida
otrzymano L-arginine i L-cytruline; P. dacunhae — L-alanine
z kwasu asparaginowego; E. coli — tryptofan z indolu i L-seryny;
Micrococcus glutamicus — kwas glutaminowy.

Stosowane sg roOwniez systemy otrzymywania kwasow orga-
nicznych z uzyciem immobilizowanych drobnoustrojéw, np. przy
uzyciu bakterii z rodzaju Brevibacterium unieruchomionych
w zelu poliakrylamidowym lub karagenanie uzyskano w skali
przemystowej 80% wydajnosci konwersji kwasu fumarowego do
kwasu jablkowego.

Szerokie zastosowanie znalazly immobilizowane konidia
Aspergillus niger w alginianie, np. przy produkcji kwasu cytry-
nowego w systemie cigglym.
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W biokonwersji steroidéw (podrozdzialy 1.6 i 4.3.2) rowniez
stosowane sg preparaty komorek immobilizowanych. Unieru-
chomione w zelu alginianowym zarodniki, grzybnia oraz pro-
toplasty Cunninghamella elegans zastosowano do przeksztal-
cania korteksolonu (na drodze 11a- i 113-hydroksylacji) do
epihydrokortyzonu i hydrokortyzonu. W procesie 113-hydrok-
sylacji korteksolonu stosowana byla tez grzybnia Curvularia
lunata uwieziona w poliakrylamidzie lub alginianie wapnia.
W biokonwersji hydrokortyzonu do prednisolonu (dehydroge-
nacja) zastosowano unieruchomione w poliakrylamidzie ko-
morki Arthrobacter globiformis. Rowniez dalsze przeksztal-
cenia prednisolonu byly mozliwe z uzyciem immobilizowanych
drobnoustrojow.

Z powodzeniem stosuje sie technike immobilizacji bakterii
z rodzaju Gluconobacter do biokonwersji sorbitolu do sorbozy
— surowca do produkcji witaminy C.

Zastosowanie znalazly takze immobilizowane w alginianie
komorki Saccharomyces cerevisiae i Kluyveromyces marxia-
nus do otrzymywania (dla celow pednych) etanolu z glukozy
iinuliny.

CZESC PRAKTYCZNA

A. Czes¢ praktyczng dotyczaca hodowli okresowej i ciggtej
(na przyktadzie drozdzy przedstawiono w podrozdziale 4.1.1)

B. Badanie wzrostu grzybéw strzepkowych. Wyznaczanie specyficznego
wspoétczynnika wzrostu

Materiaty i podtoza

1. Drobnoustroje: Cunninghamella echinulata.
2. Podloza: podloze ptynne Sabouraud.

Cel ¢wiczenia
Wyznaczenie specyficznego wspétczynnika wzrostu drobnoustroju w hodowlach
wgtebnej i powierzchniowe;j.
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Wykonanie

1. Porownanie szybkoSci wzrostu Cunninghamella echinu-
lata w hodowli wglebnej i powierzchniowej w podlozu Sa-
bouraud.

2. HODOWLA WGLEBNA. 7-dniowg hodowle C. echinula-
ta na skosie podloza Sabouraud zmy¢ 3 ml jalowej wody
destylowanej i przenie$¢ zawiesine hodowlang do 20 ml
sterylnego podloza plynnego Sabouraud umieszczonego
w kolbie 100 ml. Do do$wiadczenia nalezy uzy¢ oddziel-
nie 6 kolb. Posiewu dokonuje sie bezposrednio po zmy-
ciu skoséw, hodowle prowadzi sie na wytrzgsarce w temp.
28°C, a nastepnie po 0, 6, 9,12, 18 i 24 godzinach hodowli
nalezy:

a) opisac wzrost drobnoustrojow w hodowli;

b) hodowle z kazdej kolby przesaczy¢ przez bibute fil-
tracyjng pod proznia, przemy¢ jalowa woda destylo-
wang, a nastepnie wysuszyé¢ w temp. 105°C do stalej
wagi;

¢) wyznaczy¢ maksymalng szybko$é wlasciwa wzro-
stu.

3. HODOWLA STATYCZNA. 7-dniowa hodowle C. echinu-
lata na skosie podtoza Sabouraud zmy¢ 3 ml jalowej wody
destylowanej i przenies$¢ zawiesine hodowlang do 20 ml
podloza Sabouraud umieszczonego w kolbie 100 ml. Do
do$wiadczenia nalezy uzy¢ oddzielnie 6 kolb. Posiewu do-
konuje sie bezposrednio po zmyciu skoséw, a nastepnie po
12, 24, 36, 48, 60 i 72 godzinach hodowli nalezy:

a) opisac¢ wzrost drobnoustrojow w hodowli;

b) hodowle z kazdej kolby przesaczy¢ przez bibule filtra-
cyjna pod prdznia, przemy¢ jalowa woda destylowana,
a nastepnie wysuszy¢ w temp. 105°C do stalej wagi;

c) wyznaczy¢ maksymalna szybko$é wlasciwa wzro-
stu.

Analiza wynikéw

Na podstawie otrzymanych warto$ci specyficznego wspotczynni-
ka wzrostu wyjaénié roznice w tempie przyrostu biomasy w obu
typach hodowli.
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C. Stabilizacja drobnoustrojéw na drodze immobilizacji

Materiaty i podtoza

1. Drobnoustréj: Saccharomyces cerevisiae.

2. Podloza: brzeczka stodowa 12°Blg i 8°Blg.

3. Odczynniki: alginian sodowy, karagenan, 0,2 M roztwor
CaCl,.

Cel ¢wiczenia
Poréwnanie zdolnosci fermentacyjnej wolnych komérek drozdzy oraz drozdzy
unieruchomionych w Zelach.

Wykonanie

1. Immobilizacja komérek S. cerevisiae w alginianie.

a) 48-godzinnag hodowle wstrzasana S. cerevisiae
w 12°Blg brzeczce stodowej odwirowa¢é od podloza,
przemy¢ roztworem jatowej soli fizjologicznej i po-
nownie odwirowaé. Osad drozdzy dokladnie rozprowa-
dzi¢ w jalowej wodzie destylowanej (w 0,1 pierwotnej
objetosci). W uzyskanej zawiesinie policzy¢ komorki
drozdzy w komorze Thoma i podac ich gesto$¢ w prze-
liczeniu na 1 ml immobilizatu. Osad drozdzy uzyskany
z hodowli podzieli¢ na 2 réwne czedci;

b) przygotowac 4% jalowy roztwoér alginianu sodowego;

¢) w stosunku objeto$ciowym 1:1 zmieszac zawiesine
drozdzy z roztworem alginianu;

d) zawiesine komorek w alginianie umie$ci¢ w jalowej strzy-
kawce zigla o Srednicy 1 mm i z przycietym koncem; kro-
plami wprowadza¢ zawiesing do jalowego 0,2 M CaCl,.
Pozostawi¢ kulki w roztworze przez 20 min. Utwardzone
kulki 2 razy przemy¢ jalowa woda destylowana;

e) kulki umiesci¢ w kolbie zawierajacej 100 ml 8°Blg brzecz-
ki stodowej; kolbe przenies$é do cieplarki o temp. 28°C;

f) przeprowadzi¢ identyczng probe fermentacyjng z wol-
nymi komoérkami S. cerevisiae przy takiej samej wyj-
Sciowej gestodci;
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g) po 3 dobach fermentacji oznaczy¢ zawarto$é etanolu
w probie z drozdzami immobilizowanymi i poréwnaw-
czo w probie kontrolnej;

h) przeprowadzi¢ nastepny cykl fermentacyjny. Po usu-
nieciu przefermentowanej brzeczki i przemyciu kulek
immobilizatu jalowa woda destylowang wprowadzié
Swieze podloze w takiej samej objetosci, jak w pierw-
szym cyklu. Powtérzy¢ probe fermentacyjna oraz
analize zawartoSci etanolu po 3 dniach fermentacji.
Wyniki poréwnac z proba pierwsza oraz z kontrolng.
Nastepne cykle mozna powtarzaé kilkakrotnie, wy-
trzymalo$¢ mechaniczna kulek, jak i aktywnos$é en-
zymatyczna immobilizowanych drozdzy wynosi co
najmniej 12 tygodni.

2. Immobilizacja komorek S. cerevisiae w x-karagenanie.
Przygotowanie zawiesiny drozdzy identyczne jak w punkcie 1a.

a) przygotowanie roztworu x-karagenanu. Sporzadzi¢ na
goraco (60°C) 4% roztwor karagenanu w 0,9% NaCl;

b) cieply roztwor karagenanu (40°C) zmiesza¢ doklad-
nie z zawiesing drozdzy w stosunku 9:1; utrzymujac
temp. 40°C;

¢) zawiesine komoérek w karagenanie umie$ci¢ w strzy-
kawce (jak w punkcie 1d) i wkrapla¢ do jalowego 2%
roztworu KCl. Pozostawié¢ kulki w roztworze przez
20 minut. Utworzone kulki przemy¢ 2 razy jalowa woda
destylowana;

d) dalej postepowaé jak w punktach le—h.

1.4. Hodowla drobnoustrojow w warunkach
beztlenowych

WPROWADZENIE

Bakterie beztlenowe odgrywaja kluczowa role w cyklu bio-
geochemicznym wielu waznych pierwiastkow (np. wegla,
azotu, fosforu, siarki, zelaza), przyczyniajac sie do zacho-
wania rownowagi biologicznej zaréwno w ekosystemach natu-
ralnych, jak i przeksztalconych w wyniku dzialalnoéci czlowieka
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(antropogenicznych). Liczne gatunki beztlenowcow to patogeny
stanowigce podstawowy czynnik etiologiczny wielu choréb za-
kaznych ludzi i zwierzat. Niezbednym warunkiem hodowli ana-
erobow jest wytworzenie, a nastepnie utrzymanie atmosfery
pozbawionej tlenu czasteczkowego. Klasyfikacja metod hodowli
beztlenowcow opiera sie przede wszystkim na rodzaju procedur
stosowanych do wytworzenia i utrzymania Srodowiska wzrostu
pozbawionego tlenu, ze szczegélnym uwzglednieniem takich
aspektow, jak: (1) uzyskanie prozni, (2) zastapienie powietrza
gazami niezawierajacymi tlenu czasteczkowego, (3) redukcja
tlenu, (4) pochlanianie tlenu przez czynniki chemiczne, (5) za-
mkniecie dostepu do tlenu atmosferycznego z wykorzystaniem
zasad fizycznych lub urzadzen mechanicznych. Techniki najcze-
$ciej stosowane do hodowli mikroorganizméw w warunkach bez-
tlenowych dziela sie na: chemiczne, biologiczne, fizyczne oraz
mieszane.

Metody chemiczne oparte sa gléwnie na usuwaniu tlenu za
pomoca czynnika redukujacego. W tym celu stosuje sie zwigzki
chemiczne umieszczane w stojach lub innych naczyniach, w kt6-
rych prowadzone sa hodowle beztlenowe. Do zwiazkow tych na-
leza m.in. pirogalol czy wodorotlenek potasu. W hodowlach wy-
korzystuje sie takze takie Srodki, jak ditiotreitol, chlorowodorek
L-cysteiny, 2-merkaptoetanosulfonian (koenzym M), siarczyn
sodu, tiosiarczan sodu, glutation czy cytrynian tytanu (I11), ktére
moga by¢ wprowadzane bezposrednio do pozywek ptynnych lub
zestalonych agarem. Ze wzgledu na r6zne wlasciwo$ci chemiczne
i biologiczne stosowanych substancji redukujacych (np. potencjal
redoks, toksyczno$¢) moga one jednak hamowac wzrost niekto-
rych grup anaerobow.

Biologiczne techniki hodowli drobnoustrojéow beztlenowych
bazuja glownie na metodzie Fortnera (tzw. plytki Fortnera). Po-
lega ona na wspdlnej hodowli (obok siebie) anaerobéw oraz drob-
noustrojow aerofilnych. Drobnoustroje tlenowe, wykorzystujac
w trakeie swojego rozwoju tlen, po pewnym czasie stwarzajg wa-
runki sprzyjajace wzrostowi beztlenowcow.

Do najczesciej stosowanych fizycznych oraz mieszanych (fizy-
kochemicznych) metod otrzymywania warunkéw beztlenowych
nalezy prowadzenie hodowli w specjalnie do tego przygotowa-
nych urzadzeniach zwanych anaerostatami. Warunki beztlenowe
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uzyskiwane sa w tych naczyniach poprzez: (1) wypompowanie
powietrza przy uzyciu pompy prézniowej, a nastepnie wpro-
wadzenie gazu lub gazéw anaerobowych przez system odpo-
wiednich zawordéw lub/i (2) zastosowanie chemicznych metod
generowania atmosfery beztlenowej w oparciu o proste reakcje
chemiczne i metaliczne katalizatory. W procedurach z uzyciem
czynnikow chemicznych zastosowanie znajduja przewaznie: bo-
rowodorek sodu, katalizator palladowy oraz tabletka CO, zawie-
rajaca dodatkowo wodoroweglan sodu oraz kwas cytrynowy,
ktore uzupelniaja atmosfere anaerostatu wodorem. Powszech-
ne zastosowanie znajduja jednorazowe, komercyjnie dostepne
chemiczne generatory gazow beztlenowych, takie jak GasPak,
AnaeroGen czy Anaerocult, ktére wystepuja przewaznie w posta-
ci saszetek lub kopert umieszczanych wewnatrz stojow do prowa-
dzenia hodowli. W celu kontroli wystepowania warunkow bez-
tlenowych w anaerostacie czesto wprowadza sie do nich takze
odpowiednie wskazniki, np. oparte na reakcji blekitu metyleno-
wego, ktory w postaci utlenionej wystepuje w kolorze niebieskim,
a po przylaczeniu wodordw staje sie bezbarwny.

Jednym ze standardéw otrzymywania warunkéw beztleno-
wych metodami fizycznymi jest system ANOXOMAT, ktoérego
podstawe stanowi urzadzenie umozliwiajace przygotowanie ho-
dowli w warunkach beztlenowych lub z niska zawartoscia tlenu
poprzez w pelni zautomatyzowany mechanizm odpompowania
powietrza i wymiany sktadu atmosfery w hodowlanych slojach
anaerobowych. Kontrola otrzymywania pozadanych warunkow
wzrostu mikroorganizmoéow wrazliwych na r6zna koncentracje
tlenu w §rodowisku odbywa sie na kazdym etapie realizacji pro-
cesu poprzez systemem mikroprocesorowy, zapewniajgcy precy-
zyjne, szybkie i powtarzalne osigganie oraz utrzymywanie wa-
runkow beztlenowych lub niskotlenowych.

Powszechne zastosowanie w hodowlach beztlenowcéw znaj-
duja tez komory beztlenowe, ktére minimalizuja wystawienie
drobnoustrojow tlenowrazliwych na dzialanie tego czynnika.
Komory beztlenowe wyposazone sa w specjalistyczne uklady
wspomagajace kontrole procesu tworzenia i utrzymywania at-
mosfery anaerobowej. Zaopatrzone sg takze w zestawy rekawow
lub mankietéw przymocowanych do portéw dostepu do rak oraz
Sluze do wprowadzania i wyjmowania materiahu.
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Do hodowli w atmosferze anaerobowej wykorzystuje sie po-
nadto bioreaktory, ktére dzieki ciagglemu podawaniu substratow
i usuwaniu produktéw ubocznych pozwalajg na osiggniecie sta-
bilnych warunkéw wzrostu drobnoustrojow przy jednoczesnym
odwzorowaniu naturalnych warunkow §rodowiskowych.

Wiele metod hodowli anaerobéw opiera sie na modyfikacjach
istniejgcych juz technik, ktoére niejednokrotnie sprowadzaja sie
do wyodrebniania okreslonych grup drobnoustrojow. Udoskona-
lenia te polegaja m.in. na zmianie sktadu pozywek hodowlanych
(np. zastosowaniu antybiotykdéw w celu ulatwienia wzrostu ar-
cheonéw metanogennych), wprowadzaniu nowych kokultur czy
zastosowaniu hodowli in situ/in vivo, ktére poprzez odwzorowa-
nie prawie identycznych do naturalnych warunkéw bytowania
umozliwiaja wzrost anaerobow, przysparzajacych wiele trudno-
Sci w hodowaniu. Do ulepszonych procedur hodowli beztlenow-
cow nalezy takze metoda z uzyciem 6-dotkowych plytek hodow-
lanych i beztlenowego systemu opakowan gazowych. Technika
ta opata jest na posiewie na plytke 6-dotkowa okreslonego roz-
cienczenia badanego materiatu zmieszanego wczeéniej z podlo-
zem wzrostowym zawierajacym gume gellanowa, a nastepnie
umieszczeniu plytki z odpowiednimi katalizatorami w szczelnie
zamknietym worku i poprzez wprowadzona do §rodka worka iglte
wytworzeniu atmosfery anaerobowej. Metoda ta jest szczego6lnie
przydatna w hodowli obligatoryjnych beztlenowcéw, w tym me-
tanogenow i bakterii redukujacych siarczany.

Bakterie rodzaju Propionibacterium naleza do typu Ac-
tinobacteria. Charakteryzuja sie duza heterogennoscia pod
wzgledem cech morfologicznych, biochemicznych i wymagan
pokarmowych. Ich komoérki moga przybieraé rozne ksztatty
(pleomorfizm) w zalezno$ci od fazy wzrostu oraz ilo$ci tlenu
w §rodowisku. Przewaznie wystepuja w postaci cylindrycznej,
ale mogga tez przybieraé formy kuliste lub przypominajace litere
Y lub V. Wszystkie gatunki Propionibacterium sg nieprzetrwal-
nikujace, nie posiadaja organelli ruchu oraz naleza do bakterii
Gram-dodatnich. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze niektdre szczepy,
we wstepnej fazie wzrostu, moga by¢ Gram-zmienne. Wymaga-
ja do wzrostu warunkéw beztlenowych, chociaz wiekszo$¢ moze
tolerowac niskie stezenia tlenu w $rodowisku, dlatego naleza do
bakterii mikroaerofilnych.
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Gatunki nalezace do Propionibacterium dzieli sie umownie
na dwie grupy: tzw. ,klasyczne”, nazywane réwniez mleczny-
mi, izolowane m.in. z sera oraz innych produktoéw mleczarskich,
ale takze z gleby czy naturalnych produktéw, jak sok pomaran-
czowy; oraz bakterie ,skorne” nalezgce do egzo- i endogennej
mikrobioty bakteryjnej, zasiedlajgce skore i blony §luzowe jamy
ustnej czy przewodu pokarmowego. Wyrdznia sie 13 gatunkow
nalezacych do tego rodzaju, z czego 6 nalezy do bakterii ,klasycz-
nych” (P. thoenii, P. freudenreichii, P. jensenii, P. cyclohexani-
cum, P. microaerophilum oraz P. acidipropionici), a 7 do bakterii
»skornych” (P. acnes, P. granulosum, P. australiens, P. propioni-
cus, P. humerusii, P. acidifaciens oraz P. avidum).

Bakterie Propionibacterium ze wzgledu na wiele korzystnych
wladciwoéci klasycznych sg wykorzystywane w wielu gateziach
gospodarki. Najwiekszy potencjal znajduja w przemysle spozyw-
czym i szeroko pojetej ochronie zdrowia ludzi i zwierzat. Z uwagi
na wlaéciwosci prozdrowotne, takie jak wytwarzanie witaminy
B, oraz B,, kwasu propionowego, trehalozy, stymulowanie do
wzrostu innych szczepow probiotycznych czy synteze bakterio-
cyn posiadajacych szeroki zakres aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej, moga petic funkcje preparatéw probiotycznych lub
suplementéw witaminowo-biatkowych, wplywajac korzystnie na
organizm przez dzialanie w przewodzie pokarmowym. Dodatko-
wo, bakterie ,klasyczne” moga zwieksza¢ biodostepno$¢ wielu
skltadnikéw mineralnych i bialek, zmniejsza¢ objawy nietoleran-
cji laktozy oraz przeciwdziala¢ dolegliwoSciom jelitowym, takim
jak zaparcia czy biegunki. Na skale przemyslowa Propionibac-
terium mleczne stosuje si¢ m.in. w produkeji witaminy B,,, zy-
wieniu zwierzat jako dodatek do pasz i kiszonek, a takze w prze-
myS$le mleczarskim, piekarnictwie i serowarstwie ze wzgledu na
ich zdolno$¢ do wytwarzania kwasu propionowego i octowego
oraz CO, jako ubocznego produktu fermentacji. Wiasciwosci te
sq szczegoblnie przydatne przy produkeji twardych seréw pod-
puszczkowych, zakwaszonych produktow fermentowanych czy
salatek warzywnych. Dwutlenek wegla odpowiada m.in. za pro-
ces ,oczkowania” sero6w, natomiast kwas propionowy i octowy
wykazuja silne wlasciwo$ci przeciwdrobnoustrojowe oraz nada-
ja produktom odpowiednie cechy organoleptyczne, jak rowniez
zapobiegaja powstawaniu nieprzyjemnego zapachu i smaku.
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CZESC PRAKTYCZNA

Materiaty i podtoza

1. Drobnoustroje: Propionibacterium freudenreichii ssp.
shermanii DSMZ 4902.

2. Podloza: z ekstraktem drozdzowym, podloze kazeinowe,
podloze z hydrolizatem kazeiny.

3. Odczynniki: substancje wzorcowe (witamina B ,, kwas
mlekowy, kwas octowy, kwas propionowy), chlorek ko-
baltu (CoCl, x 6 H,0).

4. Aparatura: urzadzenie ANOXOMAT umozliwiajace przy-
gotowanie i hodowle bakterii w atmosferze beztlenowej
oraz mikroaerofilnej (6% O,), stoje do hodowli bakterii
w warunkach beztlenowych i mikroaerofilnych, inkuba-
tor, wytrzasarka obrotowa, chromatograf cieczowy sprze-
zony ze spektrometrem masowym (LC/MS), wirowka la-
boratoryjna, dezintegrator mechaniczny.

5. Pozostale materialy: pipety serologiczne, pipety automa-
tyczne, sterylne koncéwki do pipet automatycznych, kolby
Erlenmeyera (100 ml).

Cel ¢wiczenia

Whptyw zawartosci tlenu oraz rodzaju podtoza wzrostowego na wydajnos¢
biosyntezy witaminy B,, oraz kwaséw organicznych (mlekowego, octowego

i propionowego) przez bakterie Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii.

Wykonanie

1. Zalozenie hodowli bakterii Propionibacterium: zalozyc
hodowle Propionibacterium na podlozu ptynnym z eks-
traktem drozdzowym, podlozem z hydrolizatem kaze-
iny oraz podlozem kazeinowym w kolbach o obj. 100 ml.
W tym celu nalezy zaszczepic¢ 20 ml podloza materiatlem
pobranym oczkiem ezy z 24-godzinnej hodowli bakterii
na podlozu z ekstraktem drozdzowym. Do wytworzenia
warunkow beztlenowych oraz mikroaerofilnych nalezy
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uzyc¢ urzadzenia ANOXOMAT. Do wszystkich hodowli
dodac¢ sole kobaltu (10 mg/1 CoCl, x 6 H,0). Hodowle
prowadzi¢ w stojach anaerobowych oraz w warunkach
tlenowych przez 6 dni w temp. 28°C, na wytrzasarce ob-
rotowej 160 obr./min w nastepujacych warunkach:
a) caly czas beztlenowo,
b) caly czas tlenowo,
¢) 3 dni beztlenowo, a nastepnie 3 dni w warunkach tle-
nowych,
d) caly czas w atmosferze o obnizonej zawartosci tlenu 6%,
e) 3 dni w atmosferze o obnizonej zawartosci tlenu 6%,
a nastepnie 3 dni w warunkach tlenowych.
. Przygotowanie krzywych wzorcowych: krzywe wzorco-
we kwasow organicznych oraz witaminy B,, do oznaczen
prob badanych metoda chromatografii cieczowej (LC-MS)
przygotowa¢ wedtug warunkow rekomendowanych przez
producenta aparatu dla poszczeg6lnych analizowanych
substratow. Rozdzialy prowadzi¢ na kolumnie chromato-
graficznej ze ztozem Cg.
. IloSciowe oznaczanie substratow w hodowlach: po
6 dniach inkubacji wszystkie testowane uktady hodowla-
ne odwirowa¢ (6000 x g, 15 min), supernatanty przesgczy¢
przez saczki z o §rednicy por 0,2 um, a nastepnie ozna-
czy¢ zawarto$¢ badanych kwasow oraz witaminy technika
chromatografii cieczowej (wedlug tej samej metody, ktora
przygotowywano krzywe wzorcowe substancji). W przy-
padku analizy biosyntezy witaminy B,, hodowle bakteryj-
ne dodatkowo inkubowac 20 min. w temp. 80°C, nastepnie
homogenizowa¢ przy uzyciu dezintegratora mechaniczne-
go i dalej postepowac analogicznie, jak z prébami do ozna-
czen iloSciowych kwasow organicznych.

Analiza wynikéw

Na podstawie uzyskanych wynikow iloSciowych z oznaczen chro-
matograficznych wyciagna¢ wnioski dotyczace wplywu zawartoéci
tlenu oraz skladu podloza wzrostowego na wydajnosé produkeji
witaminy B,, i kwasow organicznych przez szczep P. freuden-
reichii ssp. shermanti.
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1.5. Protoplasty grzybéw: otrzymywanie,
wtasciwosci, zastosowanie

WPROWADZENIE

Terminem ,protoplast” opisywana jest komoérka bakteryjna,
grzybowa lub roélinna catkowicie pozbawiona Sciany komor-
kowej, ktora jako jedyna zewnetrzna ostone posiada btone ko-
morkowa. Z kolei termin ,,sferoplast” odnosi sie do komérki, na
powierzchni ktoérej obecne sa fragmenty $ciany komorkowe;j.
Protoplasty i sferoplasty nie wystepuja w warunkach natural-
nych. Wyjatek stanowia chorobotworcze dla owaddw szczepy
niektoérych mikroskopowych grzybow strzepkowych z podtypu
Entomophthoromycotina, typu Zoopagomycota (dawniej Zygo-
mycota), w przypadku ktérych komoérki o charakterze protopla-
stow i sferoplastow obecne sg podczas jednego z etapow stadium
rozwojowego. Dodatkowe dane dotyczace tej grupy grzybow za-
mieszczono w podrozdziale 5.13. W poréwnaniu do komoérek
wyjs$ciowych wlasnosci fizjologiczne i biochemiczne protoplastow
sg podobne. Wyjatek stanowi szybko$c¢ syntezy DNA (jest wyz-
sza w komorkach wyjSciowych niz w protoplastach) oraz szyb-
ko$¢ przebiegu procesow, w ktorych Sciana komorkowa stanowi
bariere ograniczajaca dostep substratow do wewnatrzkomorko-
wych enzymoéw. W tym przypadku procesy takie jak np. reakcje
hydroksylacji zwiazkow steroidowych przebiegaja szybciej przy
uzyciu protoplastow.

Do charakterystycznych cech protoplastow naleza:

o kulisty ksztalt;

 brak odpornosci mechanicznej — dlatego podczas procesu
uwalniania protoplastéw konieczne jest stosowanie niskich
warto$ci wytrzasania (ponizej 90 obr./min) oraz delikat-
nych warunkéw oddzielania protoplastow od niestrawionej
biomasy grzybni (szybko$¢ wirowania nie powinna prze-
kraczac 500 x g);

« wrazliwo$¢ na ci$nienie osmotyczne — protoplasty umiesz-
czone w wodzie pekaja w ciggu kilku sekund. Dlatego
podczas uwalniania protoplastow oraz w kolejnych eta-
pach badan konieczne jest stosowanie Srodowiska hiper-
tonicznego, zapewnianego przez uzycie stabilizatorow
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osmotycznych. Stabilizatory osmotyczne to wodne roz-
twory (0,4-1,0 M) zwigzkéw nieorganicznych (np. MgSO,,
CaCl,, KC]) lub organicznych (np. mannitolu, sorbitolu,
sorbozy). Zazwyczaj do otrzymania protoplastow grzy-
bow strzepkowych uzywane sa nieorganiczne stabilizato-
ry osmotyczne (np. 0,6—0,8 M KCl), natomiast uwalnianiu
protoplastow drozdzy sprzyja $rodowisko zwigzkow orga-
nicznych o stezeniu 0,8-1,2 M.

Pierwsze doniesienia naukowe na temat izolacji protoplastow
drozdzy i grzybow pochodzg z lat 60. XX wieku. Prowadzone
w tych czasach badania koncentrowaly sie na opracowaniu wy-
dajnych metod dezintegracji bakteryjnych i grzybowych Scian
komorkowych w celu izolacji i charakterystyki wewnatrzkomor-
kowych bialek oraz materialu genetycznego. W kolejnych latach
poszerzono zakres badan, w ktérych wykorzystywano protopla-
sty i sferoplasty.

Kierunki praktycznego wykorzystania protoplastow
i sferoplastow obejmuja:

« badanie budowy i przebiegu syntezy Sciany komorkowe;j

— po otrzymaniu protoplastow przeprowadzana stopniowo
rewersja (proces odbudowy $ciany komoérkowej) umozliwia
charakteryzowanie kolejnych etapéw odtwarzania Sciany
komorkowej oraz enzymow zaangazowanych w powyzszy
proces;

« izolowanie i charakterystyka organelli komoérkowych;

« ustalanie homologii genetycznej, oparte na porownywaniu
podobienstw duzych odcinkéw wyizolowanego z protopla-
stow DNA; wyniki powyzszych badan mialy zastosowanie
w taksonomii — do opisywania jednostek systematycznych
i ustalania pokrewienstwa drobnoustrojow (szczegolnie
grzybow);

» badania proces6w metabolicznych (obejmujacych m.in.
biosynteze niektorych antybiotykow i mykotoksyn oraz
transformacje zwigzkow steroidowych), w ktorych Sciana
komoérkowa moze stanowic bariere istotnie ograniczajaca
szybkoéc¢ pobierania substratu do wnetrza komorki lub wy-
dzielania produktu do $rodowiska wzrostu;

« podniesienie wydajno$ci drobnoustrojowych proce-
séw metabolicznych o duzym znaczeniu komercyjnym
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(tzw. ulepszanie szczepow), w ktorych wykorzystywane
sa metody mutagenizacji, rekombinacji oraz fuzji pro-
toplastow (dodatkowe dane zamieszczono w podrozdzia-
le 1.6).
Opracowane dotad sposoby usuwania $ciany komoérkowej
w celu otrzymania protoplastéw oparte sg na wykorzystaniu
czynnikow fizycznych lub biologicznych. Metody fizyczne pole-
gaja na mechanicznej dezintegracji komoérek bakteryjnych oraz
strzepek grzybni i stosowane byly gléwnie w poczatkowym eta-
pie badan nad protoplastami. Wynikalo to z niskiej wydajnosci,
a takze z niekorzystnego wplywu na fizjologie otrzymywanych
komorek. W metodach biologicznych wykorzystywane sa enzy-
my zdolne do rozktadu skltadnikéw $ciany komoérkowej drobno-
ustrojow. W przypadku grzybow strzepkowych sg to tzw. kom-
pleksy lityczne, bedace mieszanina wielu enzyméow. Powyzsze
enzymy w wiekszo$ci maja charakter indukeyjny i katalizujg
rozklad réznych zwigzkow (glownie wielocukréw), wehodzacych
w sklad Sciany komorkowe;.
Do otrzymywania enzymoéw litycznych moga by¢
wykorzystywane:
« enzymy soku trawiennego §limaka winniczka (Helix poma-
tia), uprzednio karmionego biomasa takich drobnoustrojow,
z ktorych planowane jest otrzymanie protoplastow;
« plyny pohodowlane otrzymane z hodowli niekt6rych drob-
noustrojow — bakterii glebowych (gléwnie promieniowcow
z rodzaju Streptomyces i Micromonospora) oraz szczepow
mikroskopowych grzybow strzepkowych nalezacych do ro-
dzaju Trichoderma (w tym przede wszystkim do gatunkow
T. viride i T. harzianum). Poniewaz, jak juz wcze$niej za-
znaczono, enzymy lityczne to gtéwnie enzymy indukeyj-
ne, wiec podloza hodowlane do namnazania powyzszych
bakterii i grzybéw musza zawieraé, jako gtowne zrodlo
wegla i energii, biomase tych drobnoustrojow, z ktérych
beda otrzymywane protoplasty. Dodatkowe dane na temat
otrzymywania kompleksoéw litycznych przy uzyciu drobno-
ustrojow zamieszczono w podrozdziale 4.1.3.
Na ryc. 8.1.6. J-K przedstawiono proces trawienia grzyb-
ni z gatunku Cunninghamella echinulata IM1785 21Gp
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