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1. Wprowadzenie

Wykorzystanie w biotechnologii mikroorganizmow strzepkowych, do
ktorych zalicza si¢ prokariotyczne promieniowce oraz eukariotyczne grzyby
strzgpkowe, trwa juz od wielu dekad. Te mikroorganizmy sg zrodtem warto-
sciowych metabolitow pierwotnych (kwasow organicznych), wtdrnych (antybio-
tykow, chemioterapeutykow 1 innych substancji uzywanych w medycynie) oraz
enzymow, przede wszystkim enzymow hydrolitycznych. Na skale przemystowa
mikroorganizmy strzgpkowe hodowane sg najczesciej w zawiesinie (hodowla
wglebna). Po wielokro¢ opisywano w literaturze dobor optymalnych warunkow
procesowych dla hodowli tych mikroorganizméw, optymalizowano sktady pod-
lozy lub modyfikowano genetycznie szczepy produkcyjne. Prace te byly prowa-
dzone zaréwno przez mikrobiologdw, jak i inzynierow.

W czasie tych badan tylko w ograniczonym stopniu uwzgledniano istotny
czynnik lezacy na granicy mikrobiologii i inzynierii biochemicznej, a mianowi-
cie form¢ morfologiczng promieniowcow i grzybow strzepkowych w danej ho-
dowli. W naukach biologicznych mianem morfologii organizmu okresla si¢ jego
ksztalt zewngtrzny wynikajacy przede wszystkim z faktu przynaleznosci do
konkretnej grupy systematycznej organizmow. Jednakze warunki wzrostu row-
niez oddziatujg na tworzenie konkretnej formy morfologicznej. Morfologia mi-
kroorganizméw w procesach bioreaktorowych nie ma praktycznie znaczenia,
jezeli ma si¢ do czynienia z takimi organizmami jednokomorkowymi, jak bakte-
rie 1 drozdze (te ostatnie sg takze grzybami). Jednak w przypadku kolonijnych
promieniowcow tworzacych co§ w rodzaju strzepek oraz wielokomorkowych
grzybow strzgpkowych ze wzgledu na réznicowanie si¢ komorek tychze mikro-
organizméw oraz odmienny sposob ich wzrostu w porownaniu do mikroorga-
nizmow jednokomoérkowych morfologia odgrywa znaczacg role. Co wiecej,
zgromadzono dowody, ze sposdb wzrostu mikroorganizmu strzepkowego moze
si¢ taczy¢ z jego zdolnoscia do biosyntezy wybranych metabolitow. W niekto-
rych przypadkach udato si¢ powigza¢ tworzenie konkretnej formy morfologicz-
nej mikroorganizmu z wydajnoscia produkcji metabolitow, w innych pozostaje
to nierozstrzygniete.

Co wigcej, konkretna forma morfologiczna mikroorganizméw strzepko-
wych wystepujaca w bioreaktorze niesie ze soba konsekwencje techniczne.
Zagadnienie napowietrzania hodowli wglebnej, w tym konwekcja tlenu do pod-
loza i jego dyfuzji do komdrek mikroorganizméw czy tez mieszanie zawiesiny
o zmiennych wtasciwos$ciach reologicznych (wysoka lepko$¢ niutonowska czy
wlasciwosci nieniutonowskie) sg wyzwaniem dla inzynierii biochemiczne;.

Poniewaz istota dziatania kazdego inzyniera jest jak najpetniejsza kontrola
nad prowadzonym procesem, stad przypadkowe zmiany wlasciwosci zawiesin
mikroorganizméw strzepkowych powodowane zmianami ich morfologii, pozo-
stajg do$¢ znaczacym problemem.

Z potrzeby sterowania forma morfologiczng promieniowcoOw i grzybow
strzepkowych w hodowlach wglebnych narodzita si¢ na poczatku XXI wieku
galaz nauki, czy tez technika, chyba jeszcze trochg za wczesnie to rozstrzygac,
zwana inzynierig morfologiczng (ang. morphological/morphology engineering),
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ktéra stawia sobie za cel jak najbardziej zaawansowang kontrolg i sterowanie
morfologia mikroorganizméw strzgpkowych hodowanych w bioreaktorach
w celu maksymalizacji wytwarzanych przez nie metabolitow. I wlasnie inzynie-
rii morfologicznej, temu czym ona jest oraz korzy$ciom wynikajagcym z wyko-
rzystywania jej technik, bedzie po§wigcona ta monografia. Jest to pierwsze takie
opracowanie w Polsce.

1.1. Krotka historia inzynierii morfologicznej

Piszac o inzynierii morfologicznej i uzywajac w tytule stowa ,.krotka”, nie
nalezy tego stowa interpretowaé jako skrocona, poniewaz min¢to dopiero okoto
15 lat od pojawienia si¢ tego pojgcia w literaturze naukowej z dziedziny inzynie-
rii biochemicznej i pierwszych badan na ten temat.

W 2001 roku w cenionej serii monograficznej z dziedziny inzynierii bio-
chemicznej i biotechnologii Advances in Biochemical Engineering/Biotechnlogy
wydawane] przez wydawnictwo Springer ukazal si¢ artykul zatytulowany:
Metabolic engineering of the morphology of Aspergillus autorstwa Mhairi’ego
Mclntyre’a, Christiana Miillera, Jensa Dynesena oraz Jensa Nielsena z Politech-
niki Dunskiej w Lyngby. Artykut ten nie traktowal bezposrednio o inzynierii
morfologicznej, ale wyrazenie morphological engineering pojawito si¢ jako
stowo kluczowe. Pojawilo si¢ takze w nim znaczace zdanie, ktore zostanie tu
zacytowane w oryginale:

...when considering tailoring morphologies for specific
bioprocesses, here referred to as morphological
engineering, it is not known which genes, -either
structural or regulatory, would be of interest.

Autorzy rozumieli inzynieri¢ morfologiczng jako technike sterowania
morfologia w procesach z udziatem grzybow strzepkowych i doszukiwali si¢
sposobu zmiany tejze morfologii poprzez modyfikowanie genéw za nig odpo-
wiedzialnych u grzybow strzgpkowych z rodzaju Aspergillus (Mclntyre et al.,
2001).

Co wigcej, uzywajac tego wyrazenia Mclntyre et al. (2001), odnosili si¢
do klasycznych publikacji traktujagcych o wptywie morfologii na biosynteze
metabolitow (zwykle na przyktadzie Penicillium chrysogenum i penicyliny), ale
jednoczes$nie potraktowali oni inzynieri¢ morfologiczna jako nowa koncepcje
wymagajaca rozwinigcia.

Juz w 2002 roku ten sam zespét tym razem z Christianem Miillerem jako
pierwszym autorem zaproponowal modyfikacje genetyczng Aspergillus oryzae
polegajaca na uszkodzeniu genéw syntaz chitynowych w celu zmiany morfologii
grzybni (Miiller ef al., 2002a). P6znej koncepcja inzynierii morfologicznej zostala
rozwini¢ta na Uniwersytecie w Dublinie (Irlandia). W roku 2005 Cormac
O’Cleirigh obronit prace doktorska na temat: Quantification and regulation
of pellet morphology in Streptomyces hygroscopicus var. geldanus cultures,
w ktorej po raz pierwszy wykazal mozliwosci wptywania na morfologi¢ pro-
mieniowcdw poprzez manipulacje lepkoScig i napieciem powierzchniowym
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podtoza hodowlanego (O’Cleirigh, 2005). O’Cleirigh wraz ze wspotpracowni-
kami opublikowali dwie oryginalne prace na ten temat (O’Cleirigh et al., 2005,
Dobson et al., 2008).

W 2006 roku Gilles van Wezel wraz ze wspotpracownikami w Politechnice
w Delft (Holandia) zastosowali manipulacje genetyczne, a doktadnie wzmocnie-
nie dzialania genu SsgA odpowiedzialnego za biosynteze peptydoglikanu,
sktadnika $cian komorkowych, w celu zmiany morfologii kliku gatunkow pro-
mieniowcow z rodzaju Streptomyces (van Wezel et al., 20006).

W 2008 roku Bjorn-Arne Kaup i wspolpracownicy z Karl-Winnacker-
Institut we Frankfurcie nad Menem (Niemcy) pierwszy raz zmierzyli si¢ z kil-
koma grzybami strzepkowymi, w tym z Caldariomyces fumago, proponujac
dodatek mikroczastek mineralnych do podtozy hodowlanych. Stalo to si¢ poz-
niej nowa technika inzynierii morfologicznej nazwang microparticle-enhanced
cultivation (MPEC). 1 wlasnie u Caldariomyces fumago uzyskali zwielokrotnie-
nie wydajno$ci wytwarzania chloroperoksydazy. Ciekawostka jest to, ze w tym
artykule jednak nie padto okreslenie inzynieria morfologiczna (Kaup ef al., 2008).
Od roku 2009 zespot Christopha Wittmanna, a nastgpnie Rainera Krulla z Poli-
techniki w Brunszwiku (Niemcy), zajal si¢ stosowaniem takich technik inzynie-
rii morfologicznej’, jak MPEC oraz zwigkszania osmolalnoéci podtoza, wobec
roznych szczepow Aspergillus niger wytwarzajacych a-glukoamylaze i B-fruk-
tofuranozydazg, publikujac okoto 10 artykutow naukowych na ten temat. Od
2012 badania nad zastosowaniem MPEC wobec producenta lowastatyny
Aspergillus terreus oraz grzybow bialej zgnilizny nalezacych do klasy Basidio-
mycetes Cerrena unicolor 1 Pleurotus sapidus sa prowadzone w Politechnice
Lodzkiej pod kierunkiem autora tej monografii.

W ostatnich latach (2015-2016) pojawity si¢ takze publikacje tureckich na-
ukowcow (Uniwersytet w Antalyi, Turcja oraz Uniwersytet Stanowy Pensylwa-
nii, USA) dotyczace zastosowania MPEC wobec grzybow z rodzaju Rhizopus
1 Aspergillus. Za$ chinski zespot z uniwersytetu stanowego stanu Waszyngton
(USA) zajatl si¢ uzyciem mikroczastek mineralnych wobec grzyba Mortierella
isabellina produkujacego lipidy.

1.2. Cel i adresat monografii

Celem niniejszej monografii jest wprowadzenie czytelnikdow w zagadnienia
inzynierii morfologicznej mikroorganizméw strzepkowych. Aby ulatwié zrozu-
mienie tych zagadnien, w pierwszych rozdziatach zostaty zwigzle przedstawione
podstawowe informacje na temat wzrostu i rozwoju promieniowcOw oraz grzy-
bow strzepkowych wraz z tworzeniem przez nie réznych form morfologicznych.
Dodatkowo przedstawiono wybrane zagadnienia inzynierii biochemicznej
(mieszanie, napowietrzanie, ruch masy) dotyczace, w szczegodlnosci hodowli

" Ci autorzy w jezyku angielskim uzywaja pojecia morphology engineering zamiast
pierwotnego morphological engineering. W innych publikacjach te wyrazenia tez bywa-
ja stosowane zamiennie.
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mikroorganizméw strzegpkowych w bioreaktorach. Opracowanie to rdéwniez
w duzej czesci zostato poswigcone konkretnym przyktadom zastosowan technik
inzynierii morfologicznej w celu sterowania morfologig grzybni.

Niniejsze opracowanie ma charakter pionierski, gdyz zagadnienia inzynierii
morfologicznej mikroorganizméw strzepkowych nie zostaty jeszcze ujete, wedle
wiedzy autora, w ramy zadnego podrecznika czy monografii w jezyku angiel-
skim. Istniejg jedynie artykuly przegladowe na ten temat. W jezyku polskim
jest to oczywiscie pierwsze takie opracowanie.

Adresatem monografii sg naukowcy, w tym doktoranci, zajmujacy si¢
hodowla mikroorganizméw strzepkowych. Rowniez moga z niego korzystac
studenci studidow magisterskich. Niewykluczone jest rowniez to, ze inzZynie-
rowie pracujacy w przemysle biotechnologicznym znajda w tej lekturze pewne
inspiracje.
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2. Wzrost oraz rozwa0j promieniowcow
i grzybow strzepkowych

Promieniowce (Actinobacterium) naleza do nadkrolestwa Prokaryota,
a doktadniej sg bakteriami gramdodatnimi, tworzgcymi charakterystyczne kolo-
nijne struktury. Poprzez podobienstwo morfologiczne do grzybdw strzepkowych
promieniowce byly przez wiele lat z nimi mylone i nadal w biotechnologii
sa technicznie traktowane wraz z grzybami strzepkowymi jako jedna grupa
mikroorganizméw strzepkowych. Grzyby (Mycota) za$§ sa organizmami wielo-
komoérkowymi nalezacymi od nadkrélestwa Eukaryota. Za grzyby strzgpkowe
w biotechnologii i inzynierii biochemicznej uznajemy te czes¢ krolestwa grzy-
boéw Mycota, ktére rosng w postaci strzepek, czyli wydtuzonych nitkowych
wielokomorkowych struktur. Wylaczone sa z tej grupy nietworzace strzgpek
drozdze (niektorzy przedstawiciele klasy Ascomycetes). Do grzybdw strzepko-
wych nalezg przede wszystkim przedstawiciele grzybow wiasciwych Eumycota,
klasy Zygomycetes (sprzg¢zniaki) oraz Ascomycetes (workowce). Chociaz z racji
kapeluszowych owocnikéw oraz braku tworzenia bezpiciowych spor stojace
ewolucyjnie najwyzej grzyby klasy Basidiomycetes czasami nie okre$la si¢
mianem grzybdéw strzepkowych, to tak naprawde tworza one strzepki pod-
ziemne. Wobec nich takze zastosowano techniki inzynierii morfologiczne;.
Zarowno promieniowce, jak 1 grzyby strzepkowe sg organizmami tlenowymi,
a zainteresowanie nimi w biotechnologii wynika gléwnie z ich bogatego
metabolizmu wtérnego. O tych metabolitach bedzie mowa w podrozdziale 3.1.
Glownym miejscem bytowania mikroorganizméw strzgpkowych na Ziemi
jest gleba, chociaz istniejg gatunki zyjace zarowno w wodach stodkich, jak
i stonych.

Zastanbwmy si¢ jeszcze, co taczy z technologicznego punktu widzenia
promieniowce i grzyby strzgpkowe. Ot6z w cieklych hodowlach wglebnych
jedne i drugie rosng w postaci strzepek, form typu clump i peletek (vide: rozdz.
2.3). Sprawia to, ze opis matematyczny ich wzrostu oraz bioreaktora, w ktorym
prowadzona jest hodowla, jest taki sam. Chociaz nie zawsze da si¢ znalez¢ jed-
noznaczng korelacje migdzy wytwarzaniem metabolitow pierwotnych, wtérnych
i enzymow a morfologia promieniowcow i grzybow (vide: rozdz. 3.1), to i tak
ztozona morfologia tych mikroorganizméw jest uwazana za jeden z najsilniej-
szych czynnikéw oddzialujacych zaréwno pozytywnie, jak i negatywnie na
przebieg takiego procesu bioreaktorowego (vide: rozdz. 4).

2.1. Budowa i cykl zycia promieniowcow na przykladzie
Streptomyces sp.

Promieniowce sa mikroorganizmami o prokariotycznej budowie komorki.

Posiadajg nukleoid zamiast jadra komorkowego, a ich rybosomy co do wielko$ci
sa takie same, jak te nalezagce do zwyklych bakterii. Sg blisko spokrewnione
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z bakteriami mi¢dzy innymi z rodzaju Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Mycobacterium i Cellulomonas i nie maja filogenetycznie nic wspolnego z grzy-
bami strzgpkowymi. Do promieniowcow tradycyjne zaliczamy nastepujace ro-
dzaje tlenowych bakterii gramdodatnich: Thermoactinomyces, Micromonospora,
Actinoplanes, Streptomyces 1 Nocardia. Cechg charakterystyczng promieniow-
cOw jest tworzenie ,,grzybni”” w postaci ,.strzepek”. Rowniez rozmnazanie sie
promieniowcow nie przypomina typowego podziatu komorek bakterii. Wytwa-
rzajg one egzospory poprzez fragmentacj¢ ,.grzybni”’, co przypomina nieco
artrospory wystepujace u grzybow nizszych z klasy Zygomycetes. 1 t¢ wlasnie
nazwe¢ spor najczesciej stosuje si¢ dla promieniowcoéw. Wyjatkiem sg promie-
niowce z rodzaju Thermoactinomyces, wytwarzajace termooporne endospory
podobne do tych u Bacillus czy Clostridium. Ze wzgledu na bogaty metabolizm
wtorny oraz wytwarzanie szerokiej gamy antybiotykéw promieniowce z rodzaju
Streptomyces odgrywaja najwicksza role w przemysle, sg szeroko badane
i stosuje si¢ wobec nich techniki inzynierii morfologicznej. Stad w niniejszej
monografii beda reprezentatywna grupa promieniowcow.

Wazrost ,.strzgpek” u promieniowcow z rodzaju Streptomyces przebiega
nastepujaco. Artrospory Streptomyces maja r6zng zdolno$¢ do kietkowania za-
leznie od ich wieku. Najlepiej kietkuja spory 2-4 tygodniowe. Do kietkowania
artrospor niezbedne jest uwodnienie $rodowiska. Zwilzenie spor prowadzi do
modyfikacji ich powierzchni, co umozliwia zarowno wnikanie wody, jak i trans-
port roznych substancji zaro6wno do wewnatrz spory, jak i ze spory na zewnatrz.
Proces zwilzania spor zalezy od obecno$ci jondw wapnia, magnezu lub zelaza
w podtozu. Obecno$¢ niskoczasteczkowych zwigzkow stymulujacych kietkowa-
nie przyspiesza ten proces. Naleza do nich niektére aminokwasy, jak L-alanina,
kwas L-glutaminowy, L-tyrozyna, zasady purynowe, kwas p-aminobenzoesowy
oraz dwutlenek wegla. Ciekawg cechg spor promieniowcow jest obecnosé
w nich metabolitow wtdrnych o cechach antybiotycznych, ktére moga hamowacé
ich kietkowanie. Zaobserwowano to zjawisko u Streptomyces viridichromogenes,
ktory wytwarza streptazoline, bedaca substancja bakterio- i grzybobojcza. Wy-
dzielenie substancji antybiotycznej na zewnatrz jest prawdopodobnie warunkiem
uruchomienia procesu kietkowania spor.

Kiedy spora pgcznieje, uruchamianie sg procesy kataboliczne, a jako zrodto
wegla sa wykorzystywane trehaloza i glikogen. Rozpoczyna si¢ rowniez synteza
RNA i biatek. Pierwsza replikacja DNA jest uruchamiana w momencie wyrasta-
nia kietka. Najczesciej od wprowadzenia wody do pojawienia si¢ kietka mija
od 3 do 8 godzin (rys. 2.1).

* Poniewaz u promieniowcow z biologicznego punktu widzenia nie wystepuje prawdzi-
wa strzgpka czy grzybnia, a technicznie latwiej jest uzywac tych pojeé, to w kontekscie
tych mikroorganizméw bedzie stosowany cudzystow.
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Rys. 2.1. Poczatkowe stadia wzrostu promieniowcow z rodzaju Streptomyces

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Chmiel (1998).

Pojedynczy kietek (,,strzgpka” wegetatywna) wytania si¢ z kietkujacej spory,
a nastepnie si¢ wydluza. Za wydluzanie si¢ ,,strzepek” odpowiadajg komorki
zlokalizowane na ich wierzchotkach i szacuje si¢, ze te obszary maja dlugosé¢
okoto 20 um. W tym obszarze nie ma rozgaltezien. Jednak nast¢pujacy co jakis
czas podzial komoérek, prowadzi do rozgaleziania ,,strzepek”. W efekcie powsta-
je splatana struktura ,strzepek”, ktora wrasta w podtoze i jest ona nazywana
,.grzybnig” substratowg lub wegetatywng (rys. 2.2).

Tworzenie artrospor

artrospora

18 godzin

Sgggg ,grzybnia” substratowa

i

30 godzin

-—

48 godzin

,grzybnia” powietrzga /

Rys. 2.2. Cykl zycia promieniowcow (wzrost na podlozu statym) z rodzaju Streptomyces

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Angert (2005).
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Wprowadzenie do inzynierii morfologicznej mikroorganizméw strzepkowych

Pojawianie si¢ sept (przegrod) migdzy komorkami nie jest zbyt czeste,
przewaznie tworzg si¢ dlugie komorki zawierajace wicksza liczbe nukleoidow.
Kiedy nastgpuje wyczerpanie sktadnikow odzywczych, wlacza si¢ biochemiczna
kaskada sygnatéw w celu wyprodukowania surfaktanta pokrywajacego komorki.
Ten surfaktant pozwala na wzrost strzepek bez dostepu do substratu. Tworzy si¢
W ten sposob ,,grzybnia” powietrzna zwana tez ,,grzybnig” generatywng. Nie-
rozgatezione ,,strzepki” ,,grzybni” powietrznej ulegajg roznicowaniu. Dzielg si¢
szybko, tworzac komorki, z ktérych kazda zawiera pojedynczy nukleoid. Te
komorki przeksztalcajg si¢ ostatecznie w artrospory. Zaleznie od gatunku
promieniowca forma morfologiczna ,,grzybni” generatywnej moze by¢ rozna,
np. rozgaleziona lub w postaci skreconych $rub. Jedna ,,strzgpka” generatywna
wytwarza duza liczbg artrospor. Artrospory Streptomyces pod wzgledem struktu-
ry roznig sie¢ od komorek wegetatywnych. Maja bardziej zageszczong cytopla-
zme oraz grubsza $ciane komoérkowa zawierajaca barwnik i pojedynczy nukleoid
(Chmiel, 1998; Angert, 2005).

2.2. Budowa i cykl zycia grzybow strzepkowych
na przykladzie grzybow strz¢epkowych
Aspergillus sp. i Penicillium sp.

Wazrost grzybow strzepkowych to proces wieloetapowy i charakteryzuje si¢
silnym roznicowaniem si¢ morfologicznym mikroorganizmu. Ponizszy opis
dotyczy grzybow strzepkowych z klasy workowcow (Ascomycetes) z tego
wzgledu, ze te mikroorganizmy zostaly najdoktadniej opisane w literaturze.
Wynika to z tego, ze nalezace migdzy innymi do workowcow grzyby strzepko-
we z rodzaju Penicillium 1 Aspergillus sa najczgsciej wykorzystywane w bio-
technologii ze wzgledu na bogaty metabolizm i uzyteczno$¢ ich metabolitow
dla cztowieka (vide: rozdz. 3).

Na rys. 2.3 zostal przedstawiony cykl zycia grzybow strzepkowych z rodza-
ju Aspergillus. Cykl zyciowy grzybow strzepkowych, jak Aspergillus sp. zaczy-
na si¢ od kietkowania haploidalnych spor bezptciowych (konidiospor) i wzrostu
grzybni wegetatywnej w postaci strzepek podzielonych zwykle septami. U grzy-
boéw nizszych (np. Zygomycetes) sept nie ma i mamy do czynienia z komorkami
wielojadrowymi zwanymi komorczakami. Nastgpnie wytworzony zostaje aparat
konidionosny charakterystyczny dla danego grzyba strzgpkowego. Jest on swego
rodzaju wizytowka, wskazujaca, do jakiego rodzaju nalezy grzyb strzepkowy
(rys. 2.4). Na aparacie konidiono$nym powstaja bezplciowe spory.
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Rys. 2.3. Cykl zycia Ascomycetes na przyktadzie Aspergillus sp.
Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Casselton i Zolan (2002).

fialidy.

metule
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kolumella —
kolumella

Aspergillus sp. Penicillium sp.

Rys. 2.4. Uktad konidialny grzybow z rodzaju Penicillium i Aspergillus

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.
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Wprowadzenie do inzynierii morfologicznej mikroorganizméw strzepkowych

Grzyby z klasy Ascomycetes wytwarzaja takze klejstotecja (worki, forma
owocnika), w ktorych znajdujg si¢ spory plciowe zwane askosporami (rys. 2.3).
Mowigc o rozmnazaniu plciowym grzybow, nalezy pamigtac, ze grzybnia wege-
tatywna jest prawie zawsze haploidalna (wyjatkiem u workowcow sg niektore
drozdze). Spory plciowe powstaja w wyniku trdjetapowego procesu, na ktory
sktadaja si¢ plazmogamia (potgczenie si¢ strzepek o roéznej ,,plci”), kariogamia
(potaczenie si¢ haploidalnych jader tych strzepek i powstanie diploidalnego ja-
dra komoérkowego) oraz podziat mejotyczny (redukcyjny) jadra komorkowego,
w wyniku ktérego powstaja cztery haploidalne askospory. Rozmnazanie piciowe
grzybow strzgpkowych nie ma wigkszego znaczenia w biotechnologii, gdyz
w warunkach hodowli przemystowych nie dochodzi do procesu piciowego.
Co wigcej, uspienie askospor ma charakter konstytutywny. Oznacza to, ze ich
wykietkowanie wymaga szeregu takich bodzcow, jak wysoka lub niska tempera-
tura, energia §wietlna czy obecnos$¢ okreslonych substancji chemicznych. Takie
spory, w przeciwienstwie do spor bezptciowych, zwykle nie kietkuja po umiesz-
czeniu ich w podtozu hodowlanym. Te grzyby z klasy Ascomycetes, u ktorych
nie zaobserwowano tworzenia bezplciowych spor zaliczamy do specjalnie stwo-
rzonej klasy grzybow niedoskonatych (Deuteromycetes).

Z punktu widzenia przemystowej hodowli grzybow strzepkowych ich pelny
cykl zycia nie jest az tak istotny, natomiast etapy wzrostu strzepek wegetatyw-
nych sa znacznie wazniejsze, gdyz to one maja bezposredni wptyw na morfolo-
gie¢ grzybni. Te etapy to: (1) kietkowanie konidiospor, (2) wydluzanie si¢
kietkéw 1 tworzenie strzepek, (3) rozgalezianie si¢ strzgpek oraz (4) wytwarzanie
narzadéw (konidiofor) do tworzenia konidiospor (sporulacja). Ponizej zostana
szczegblowo omowione.

2.2.1. Kielkowanie konidiospor

Konidiospora jest stadium spoczynkowym grzyba strzepkowego. W koni-
diosporze nie zachodza zadne reakcje syntezy materiatu komorkowego. Metabo-
lizm jest bardzo wolny, zawarto$¢ wody jest niewielka i nie obserwuje si¢
ruchow cytoplazmy. Do uruchomienia procesu kietkowania spor konieczna jest
obecno$¢ w podlozu zwigzkoéw niskoczgsteczkowych, ktore sa czasteczkami
sygnalowymi dla u$pionych spor. Nalezg do nich sacharydy (zrodlo wegla),
aminokwasy (zrodto azotu) czy sole mineralne. Na przykltad w przypadku
Neurospora crassa obecno$¢ zrodla wegla i mikroelementoéw jest wystarczajaca
do uruchomienia procesu kietkowania spor, za§ Aspergillus nidulans potrzebuje
jedynie glukozy (Osherov i May, 2001). Co ciekawe przez okoto 14-16 godzin
od wprowadzenia konidiospor Aspergillus niger do podloza inokulacyjnego
zawierajacego glukoze, fruktoze, jony amonowe oraz inne sktadniki mineralne,
nie obserwuje si¢ pobierania zrodla wegla, cho¢ po tym czasie dawno faza kiet-
kowania spor si¢ konczy i zaczyna si¢ faza rozgal¢ziania strzgpek (Bizukoj¢
i Ledakowicz, 2006). Jednak bez obecnosci zrodta wegla u Aspergillus sp.
do kielkowania konidiospor w ogdle nie dochodzi. Co wigcej, pomimo tego,
ze grzyby strzgpkowe sg organizmami tlenowymi, w pierwszych godzinach
kietkowania spor zapotrzebowanie na tlen jest minimalne i jezeli spory kietkuja
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2. Wzrost oraz rozw0j promieniowcow i grzybow strzepkowych

w podtozu ciektym, ciagle napowietrzanie podioza jest wlasciwie niepotrzebne
(Grimm et al., 2005). Nalezy jeszcze pami¢taé, ze warunki sprzyjajace kietko-
waniu spor roznig si¢ od tych, ktore sg optymalne dla dalszego wzrostu wegeta-
tywnego grzybni. Z tego wzgledu sklad podtoza wykorzystywanego jako
prekultura jest czesto odmienny od podtozy hodowlanych (produkcyjnych).

Kietkowanie konidiospor przebiega w trzech fazach. Rozpoczyna si¢ od
pecznienia konidiospory, nastepnie wysuwa si¢ kietek. Trzecig fazg jest wydtu-
zanie si¢ kietka (Paul er al., 1992). Niektorzy autorzy dzielg jeszcze proces
pecznienia spor na endogenny i egzogenny (Ynagita, 1957). Podczas pecznienia
endogennego nastepuje gtdéwnie wchlanianie wody i ten etap jest niezalezny od
warunkow $rodowiska. Pecznienie egzogenne jest natomiast zalezne od sktadu
podtoza inokulacyjnego i obecnosci w nim wyzej wspomnianych czasteczek
sygnalowych.

Na etapie kietkowania spor uruchamiane sg procesy syntezy komorkowe;.
Rosnie liczba mitochondriéw i zwigksza si¢ rozmiar retikulum endoplazmatycz-
nego, na ktorym zlokalizowane sg rybosomy. Organelle te s3 odpowiedzialne
za syntez¢ biatek w komorce. Zaobserwowano rowniez duza aktywno$¢ szlaku
pentozofosforanowego u kietkujacych spor Penicillium chrysogenum (Kornfeld
i Knight, 1962). Czesto rowniez sg uruchamiane szlaki anaplerotyczne, czyli
bezposredniego wigzania dwutlenku wegla do fosfoenolopirogronianu i pirogro-
nianu, co sprawia, ze proces kietkowania spor niektoérych grzybdéw jest wrazliwy
na st¢zenie dwutlenku wegla w otoczeniu (Nielsen, 1997).

Po pewnym czasie zaleznym od gatunku grzyba strzepkowego spora traci
swoj okragly ksztalt i pojawia si¢ kielek. Uznaje sig, ze jezeli kolisto§¢ konidio-
spory definiowana jako:

c-—L 2.1)

2N A

gdzie: P jest obwodem spory (um), zas 4 to pole powierzchni rzutu spory (um?)
i jesli przekroczy 1,2, to mozna jg uzna¢ za wykielkowang (Paul ef al., 1993).
Liczba kietkow, jaka moze wyrosnac z jednej spory, zalezy od gatunku mikro-
organizmu. Na przyktad u Penicillium megasporium obserwowano od jednego
do trzech kietkow (Fletcher, 1969) za$ u Aspergillus niger (producent kwasu
cytrynowego) dwa kietki (Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2006).

2.2.2. Wzrost strzepek

Wydtuzanie si¢ strzepek wegetatywnych, a zatem ich wzrost, odbywa si¢
wylacznie na wierzcholkach. Kilka komodrek wierzchotkowych bierze udziat we
wzroscie strzepki, dostarczajac odpowiednig ilos¢ cytoplazmy i prekursorow do
budowy $ciany komoérkowej. Te komorki wierzchotkowe nie sg oddzielone od
siebie septami, ale kazda z nich posiada wyraznie umiejscowione wlasne jadro
komorkowe. Te¢ czes$¢ strzepki nazywa si¢ obszarem wierzchotkowym (apical
cells). Tuz za nim znajduja si¢ oddzielone septa komorki podwierzchotkowe
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(subapical cells). Septa oddzielajaca komoérki wierzchotkowe od podwierzchot-
kowych jest perforowana i dlatego migdzy nimi nast¢puje wymiana protopla-
zmy. Wakuole w miar¢ oddalania si¢ od wierzchotka strzepki sg coraz wigksze,
a jedng z ich funkcji jest stworzenie odpowiedniego ci$nienia wewnatrzkomor-
kowego, zeby umozliwi¢ transport protoplazmy do wierzchotka (Nielsen, 1992).
Dalszy obszar okre$la si¢ jako komorki strzgpkowe (hyphal cells). Na rys. 2.5
przedstawiono schematycznie réznicowanie si¢ strzgpek grzybni.

komorki
strzepkowe

komorki
wierzchotkowe

Rys. 2.5. Rozgaleziona strzepka. Powigkszony fragment pokazuje podzial strzgpki
na przedzialy wierzchotkowy, podwierzchotkowy oraz strzepkowy. Na przedziale
podwierzchotkowym zaznaczone zostaty septy

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Ze wzgledu na natur¢ wzrostu grzybow nitkowych nie istnieje pojgcie cyklu
komorki, tak jak jest to w przypadku organizmow jednokomorkowych (bakterie
i drozdze) rozmnazajacych si¢ przez podzial. Z tego powodu wprowadzono
pojecia cyklu podwojenia, sktadajacego si¢ z czterech etapow: (1) liniowego
wzrostu dtugoséci nowo uformowanego wierzchotka, (2) wzrostu objgtosci cyto-
plazmy przypadajacej na jadro, az do osiggnig¢cia krytycznej wartosci, przy
ktorej nastepuje podzial jadra, (3) wyktadniczej syntezy nowych jader komor-
kowych az do podwojenia ich liczby, (4) uformowania nowego przedziatu
wierzchotkowego, gdy objetosé poprzedniego podwoi si¢ i powstanie dzielgca je
septa. Ten opis doktadnie odzwierciedla mechanizm wzrostu komorek grzybow
strzgpkowych, co ilosciowo udowodniono, mierzac czas podwojenia ilosci
biomasy i czas wyzej opisanego cyklu duplikacji. Okazaly si¢ one identyczne
dla Aspergillus nidulans (Fiddy i Trinci, 1976).
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W obrebie komorek wierzchotkowych znajduje si¢ duza liczba drobnych
pecherzykow-wodniczek, ktore w odroznieniu od prawdziwych wakuol (vacuo-
les) nazwano w jezyku angielskim vesicles (Trinci 1 Collinge, 1975). Zapropo-
nowano nastgpujace wyjasnienie znaczenia obecnosci tych pecherzykow
w komorkach wierzchotkowych. Pecherzyki te niosa w sobie przede wszystkim
enzymy lityczne (chitynazy), prekursory do syntezy Scian komdrkowych oraz
enzymy syntetyzujace. Aby strzepka grzybni ulegta wydtuzeniu, musi najpierw
ulec hydrolizie gruba i sztywna chitynowa $ciana komorkowa, bo tylko wtedy
moze si¢ zwigkszy¢ ilos¢ cytoplazmy 1 innych sktadnikéw komoérkowych. Po
wydtuzeniu $ciana komorkowa musi zosta¢ odbudowana. Pecherzyki te powstaja
w wyspecjalizowanych obszarach strefy wierzchotkowej i podwierzchotkowe;j.
Nastegpnie sg transportowane do samego wierzchotka. Tam po zetknigciu sig¢
ze $ciang komoérkowa wydzielajg swojg zawartos¢é. Enzymy lityczne ostabiajg
konstrukcj¢ $ciany komorkowej, ktora przez to ulega ci$nieniu cytoplazmy
1 rozszerza si¢, powodujac wydluzenie si¢ strzgpki. Nastgpnie enzymy syntety-
Zujgce umacniajg rozszerzong strzepke bez utraty przez Sciang komorkowsa
pierwotnych wtasnosci (Bartnicki-Garcia, 1973).

Bartnicki-Garcia (1990) opracowat takze teori¢ opisujaca mechanizm trans-
portu pecherzykow. Jest to tzw. teoria VSC (Vesicle Supply Center) i przepro-
wadzil symulacje numeryczng transportu pgcherzykow. Wedtug tej teorii VSC
nie jest miejscem syntezy pecherzykéw, lecz punktem ich gromadzenia, od
ktorego zaczynaja migracj¢ do wierzchotkow strzepek. Model ten zaktada
rowniez stata szybko$¢ dostarczenia pecherzykow we wszystkich kierunkach.
Obliczenie potozenia VSC w strzepce ma duze znaczenie fizjologiczne. Jesli
uzupehni sie tego typu model o opis procesu rozgaleziania, to otrzymane zostanie
narzgdzie do sprawdzania réznych hipotez na temat mechanizmu wzrostu
grzybow nitkowych. Jednakze model ten ma pewna wadg. Nie moze byc¢
uzyty do opisu calej kultury grzybow nitkowych, gdyz nie bierze pod uwage
wplywu srodowiska oraz nie opisuje mechanizméw przemieszczania si¢ VSC
(Nielsen, 1992).

2.2.3. Tworzenie rozgalezien

Wydtuzanie strzgpek grzybni nie moze trwa¢ w nieskonczono$c¢. Nie bytoby
mozliwe dostarczenie wszystkich substancji niezbednych do wzrostu wierzchot-
ka na wigkszg odleglos¢. Z tego powodu w pewnym momencie rozwoju grzyb-
nia zaczyna si¢ rozgaleziaC (branching). Istniejag pewne preferowane punkty
tworzenia si¢ rozgatezien na strzgpce. Tymi punktami sg miejsca, gdzie z roz-
nych przyczyn nast¢puje nagromadzenie pecherzykow (vesicles) (Trinci, 1978).
Poniewaz sa one wytwarzane ze stalg predkoscia, to w miejscu gdzie przeptyw
cytoplazmy jest zmniejszony, czyli wokot perforowanych sept nastapi ich aku-
mulacja. Pozwala to na wyciagnigcie wniosku o $cistym powigzaniu migdzy
powstawaniem sept i rozgatezien. Liczba i wielko$¢ tworzacych si¢ rozgatezien
jest cecha przypisywang danemu szczepowi grzyba nitkowego (Nielsen, 1992).
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W celu ilosciowego scharakteryzowania morfologii rozgalezionych form
grzybow strzgpkowych wprowadzono (Caldwell i Trinci, 1973) pojecie dlugo-
$ci jednostki wzrostu strzepki (hyphal growth unit, HGU). Jest ona definio-
wana jako catkowita dlugos$¢ strzepki dzielona przez liczbe wierzchotkow.
Dhlugo$¢ HGU (Lygy) jest bardzo wartosciowym parametrem iloSciowym
opisujgcym morfologi¢ grzybow nitkowych, a z tego powodu, ze strzepki
grzybni si¢ rozgateziajg podczas wzrostu, wynika duza réznorodno$¢ morfolo-
giczna grzybow strzgpkowych w hodowlach wgltebnych, o czym begdzie mowa
w rozdziale 2.3.

2.2.4. Sporulacja

U przemystowych szczepow Penicillium 1 Aspergillus hodowanych metodg
wglebng rzadko obserwuje si¢ proces sporulacji z wytworzeniem bezptciowych
konidiospor. Wynika to z faktu, ze fizyczna natura $cian komorkowych w ho-
dowli wglebnej utrudnia ten proces (Smith, 1978). Badania procesow ciaglych
wykazaty jednak, ze gtownym czynnikiem wptywajacym na sporulacjg jest sto-
sunek wegla do azotu w podtozu hodowlanym. Sporulacja pojawia si¢ wytacznie
w warunkach silnego deficytu azotu i raczej przy niewielkich szybko$ciach
rozcienczania w bioreaktorach o dziataniu cigglym. Natomiast w hodowli
powierzchniowej uktady konidialne naturalnie powstaja i ten typ hodowli jest
rezerwuarem konidiospor niezbednych do inokulacji kolejnych procesow
wglebnych.

Proces wytworzenia konidiospor przebiega w trzech etapach. Pierwszym
etapem jest wyrastanie konidiofora. Polega to na tym, ze jedna z komorek
wegetatywnych przeksztatca si¢ w komorke stope, z ktdrej wyrosnie konidiofor.
Sygnatem do jego wytworzenia jest deficyt substancji odzywczych. W drugim
etapie na szczycie konidioforu powstaje glowka (Aspergillus) lub rozwidlenie
(Penicillium). Te elementy sg wyraznie zaznaczone na rys. 2.4. Na nich powstaja
specjalne komorki zwane fialidami, ktére nastepnie przez paczkowanie
wytworzg konidiospory (etap trzeci). Konidiospory posiadajg barwniki, ktore
nadaja im kolor i s3 wazng cecha charakterystyczng dla danego gatunku grzyba.

2.3. Hodowla mikroorganizmow strzepkowych
w bioreaktorach

Grzyby strzgpkowe oraz promieniowce hodowane sg w laboratoriach
i w przemysle na kilka sposobow. Niezaleznie od skali bioreaktora, to znaczy
od tego, czy jest to ptytka Petriego, taca o powierzchni kilku metréw kwadrato-
wych, kolba o objetosci kilkuset mililitrow czy tez bioreaktor o objetosci od
kilku do kilkuset litrow, wyroznia si¢ trzy sposoby hodowli (formy wzrostu)
mikroorganizméw strzgpkowych (rys. 2.6).
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R C %fék

Hodowla powierzchniowa Hodowla powierzchniowa Hodowla wgtebna
na podtozu statym na podtozu ciektym w podtozu ciektym
(statyczna)

Rys. 2.6. Schematyczne poréwnanie wzrostu mikroorganizmow strzgpkowych
w hodowli wgtebnej i powierzchniowe;j

Zrodto: opracowanie wlasne.

Naturalnym sposobem wzrostu grzybow i promieniowcoéw (tak zazwyczaj
rosng one w przyrodzie) jest hodowla powierzchniowa na podlozu statym.
Strzepki wyrastaja z kietkujgcych spor, wydtuzajac si¢ zarowno w gtab podtoza,
jak 1 w gore w kierunku powietrza. Rowniez istnieja bioreaktory przemystowe,
w ktorych taki wzrost grzybni jest wykorzystywany. Taka technike w réznych
konfiguracjach bioreaktorow o rdéznej konstrukcji nazywa si¢ Solid State
Fermentation (SSF). W hodowlach laboratoryjnych mamy réwniez do czynienia
ze wzrostem powierzchniowym na ciektym podtozu i taka hodowle nazywamy
statyczng. Jednak najczgsciej stosowanym typem hodowli jest hodowla wgtebna,
ktora charakteryzuje si¢ tym, ze spory i kietkujace z nich strzgpki sa w pehi
zanurzone w cieklym podtozu, ktore jest mieszane. I wtasnie inzynieria morfo-
logiczna, bedaca przedmiotem tego opracowania, dotyczy tego ostatniego typu
hodowli. Hodowla wgl¢bna nie jest naturalna dla mikroorganizméw strzepko-
wych, ale ze wzgledu na tatwo$¢ sterowania takimi parametrami procesowymi,
jak temperatura, pH, nasycenie tlenem podloza (pO,) oraz wymieszanie zawie-
siny jest ona tak chetnie stosowana. Istnieje wiele rozwigzan konstrukcyjnych
bioreaktoréw do takiej hodowli. Klasyfikuje si¢ je czesto pod wzgledem sposobu
dostarczenia energii mechanicznej do bioreaktora. Mamy wigc bioreaktory
mieszane tylko faza gazowa przez napowietrzanie, jak kolumny barbotazowe
czy air-lift oraz bioreaktory zbiornikowe mieszadtowe, w ktorych energie
wprowadza si¢ zardOwno poprzez faze gazowag (napowietrzanie), jak i faze
ciekta (proces mieszania za pomocg mieszadta). Poniewaz niniejsza monografia
jest poswigcona morfologii i inzynierii morfologicznej mikroorganizmow
strzgpkowych, omawiane zagadnienia bgdg odnoszone do napowietrzanych
bioreaktorow zbiornikowych mieszadtowych. Wynika to z tego, ze jednym
z czynnikow odpowiedzialnych za rozwoj mikroorganizméw strz¢gpkowych
z utworzeniem okreslonej formy morfologicznej sa napr¢zenia mechaniczne
wystepujace podczas hodowli w takim bioreaktorze. W napowietrzanym biore-
aktorze zbiornikowym mieszadlowym sa dwa zrodla dostarczania energii
mechanicznej (mieszadto i pecherzyki powietrza), dlatego naprezenia oddziatu-
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jace na morfologi¢ mikroorganizméw strzegpkowych w nich hodowanych sa
najsilniejsze. Z tego tez powodu wigkszo$¢ badan na temat wptywu morfologii
mikroorganizmu na przebieg procesu hodowli prowadzi si¢ wilasnie w tego
typu bioreaktorach. Nie oznacza to jednak, Ze ten typ bioreaktora jest optymalny
do kazdej hodowli z udziatem mikroorganizméw strzepkowych. Jednak te
rozwazania wykraczajg poza tematyke niniejszej monografii. Na rys. 2.7 jest
przedstawiony typowy bioreaktor zbiornikowy mieszadtowy do hodowli mikro-
organizmow.

powietrze

krocce dozowania
cieczy korekcyjnych,
substratow

rd i odpieniacza

czujniki
T pO,pH piana

mieszadto

pecherzyki
powietrza

plaszcz
termostatujacy

betkotka
do
napowietrzania

wolne strzepki i peletki grzybni
(schematycznie w powigkszeniu)

Rys. 2.7. Typowy bioreaktor zbiornikowy mieszadtowy do hodowli wglgbne;j
mikroorganizméw w tym promieniowcow i grzybow strzepkowych

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Sktada on si¢ ze zbiornika o stosunku wysokosci do $rednicy rownym 2.
Zazwyczaj jest wyposazony w mieszadla turbinowo-tarczowe Rushtona umiesz-
czone po kilka sztuk na wale. Napowietrzanie prowadzone jest przez perforowang
rurke zwang betkotka. Kazdy bioreaktor jest termostatowany, z tego wzgledu ze
wigkszo$¢ procesow biotechnologicznych prowadzi si¢ w stalej temperaturze.
Niezbednymi podstawowymi czujnikami sg czujnik nasycenia tlenem podtoza
pO;, (sonda tlenowa), czgsto sprzezona z uktadem sterowania poziomem nasy-
cenia tlenem podltoza przez mieszanie i napowietrzanie, czujnik (elektroda) pH
z mozliwos$cig sterowania jego poziomem przez wprowadzenie do bioreaktora
cieczy korekcyjnych (kwasy i alkalia) oraz czujnik piany. Ten ostatni daje
sygnat do wlaczenia zbijacza piany lub pompy dozujacej chemiczny odpieniacz
(olej silikonowy lub rzadziej olej jadalny).
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2.3.1. Morfologia mikroorganizméw strzepkowych w hodowli
wglebnej

W warunkach hodowli wglgbnej mikroorganizmy strzgpkowe nie réznicuja
si¢ w takim stopniu, jak dzieje si¢ to podczas ich naturalnego wzrostu na podto-
zu statym (rozdz. 2.1 i 2.2). Przede wszystkim nie wytwarzaja one artrospor
(promieniowce) bezptciowych, a tym bardziej ptciowych spor (grzyby). Te pro-
cesy w hodowli wglebnej zachodza niezmiernie rzadko. W hodowli wglebnej
zaleznie od warunkow hodowli oraz czynnikéw biologicznych i fizycznych
(vide: rozdz. 2.2 i 4) mikroorganizmy strzepkowe moga przyjmowac formy
morfologiczne przedstawione na rys. 2.8.

Formy mikromorfologiczne Formy makromorfologiczne

strzepka nierozgateziona A~ makropeletka (peletka makroskopowa)
D,>500 um

strzepka rozgateziona %’ ﬁ\

Typy peletek makroskopowych
forma clump

mikropeletka . ,
gtadka owlosiona wydrazona

smooth pellet  hairy pellet  hollow pellet

Rys. 2.8. Formy morfologiczne mikroorganizmow strz¢pkowych

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Formy morfologiczne grzyboéw strzepkowych i promieniowcoéw dzielimy na
formy mikromorfologiczne oraz makromorfologiczne. R6znig si¢ one przede
wszystkim wielkos$cig, a wigc 1 mozliwoscig ich obserwacji z wykorzystaniem
standardowego mikroskopu $wietlnego. Przecigtna Srednica (grubos$¢ strzepki)
grzyba strzgpkowego waha si¢ od 5 um do 10 um, ale dlugos¢ pojedynczych
strzepek moze osiggac¢ nawet kilkaset mikrometrow. ,,Strzepki” promieniowcow
sg znacznie ciensze (ponizej 5 um), dlugoscia zas$ nie muszg ustgpowaé strzgp-
kom grzybow. Do form mikromorfologicznych zaliczamy wigc strzgpki nieroz-
gatezione, rozgalezione, formy typu clump i mikroskopowe peletki (rys. 2.8).
Strzepki nierozgatezione pojawiajg si¢ we wczesnych etapach hodowli wgleb-
nych w wyniku kietkowania spor i wydluzania si¢ strzgpek, az do momentu
pojawienia si¢ pierwszego rozgalezienia oraz jako oderwane fragmenty grzybni
od wigkszych struktur. Strzgpka rozgal¢ziona powstaje w wyniku procesow
wzrostu omowionych w rozdziatach 2.1 1 2.2 i tak dtugo mozemy nazywacé taka
strzepke rozgateziona, dopoki nie pojawig si¢ pierwsze zapetlenia rozgate-
ziajacych si¢ strzgpek. Wtedy juz mamy do czynienia z formga typu clump.
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Aspergillus
terreus

500 pm

Rys. 2.9. Rozne formy morfologiczne Aspergillus niger (A-E) oraz Aspergillus terreus
(F-K): konidiospory (A), strzgpka nierozgalteziona (B), strzgpka rozgat¢ziona (C), forma
clump (D), mikroskopowa peletka (E), zaglomerowane spory (F), mikroskopowe peletki
roznej wielkosci (G i H), makroskopowe peletki — obraz fotograficzny (I), makroskopowa
peletka obraz z mikroskopu $wietlnego, uzyskano tylko cien obiektu bez widocznosci
jakiejkolwiek struktury (J) oraz przekrd] makroskopowej peletki wykonany technika
histologiczna i obserwowany w mikroskopie §wietlnym (K)

Zrodio: opracowanie wlasne.

Takie idealnie rozgatg¢zione strzgpki obserwujemy takze we wezesnych go-
dzinach wzrostu grzybni oraz czasami jako przypadkowe struktury powstate
w wyniku oderwania od wigkszych aglomeratow. W hodowlach, w ktorych
mamy do czynienia z formami mikromorfologicznymi, zazwyczaj dominujg for-
my typu clump. Wynika to z mieszania zawiesiny grzybni i duzej koncentracji
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strzepek w podtozu. Wywijania si¢ strzepek i tworzenia zapetlen w takiej sytua-
¢ji nie da si¢ unikng¢. Czasami tez pojawiajg si¢ mikroskopowe peletki. Forme
clump, ktéra jest zawsze formg mikroskopowa, to odrdéznia od peletki, ze
nie posiada ona zwartego jadra ze zbitych strzepek. Peletki o rozmiarze ponizej
500 pm (arbitralnie przyjeta warto$¢ uzywana przez wielu badaczy) sg nazywa-
ne peletkami mikroskopowymi (mikropeletkami). Mikroskopowe peletki poja-
wiajg si¢ na bardzo wczesnych etapach hodowli tych mikroorganizméw
strzgpkowych, ktore majg tendencj¢ do pozniejszego tworzenia peletek makro-
skopowych. Takie mikropeletki maja idealny regularny ksztalt, szczegodlnie
u grzybow z rodzaju Aspergillus (vide: rozdz. 2.3.2). Réwniez w starszych
hodowlach z formami mikromorfologicznymi powstaja mikroskopowe peletki,
ale pod wptywem oddzialywania naprezen mechanicznych panujacych w bio-
reaktorze z form typu clump, ich ksztalt jest wtedy do$¢ nieregularny. Jezeli
w danej hodowli mikroorganizmu strzgpkowego mamy do czynienia wylgcznie
z wyzej opisanymi formami mikromorfologicznymi, to méwimy, ze mamy
do czynienia z morfologia rozproszong grzybni (dispersed morphology). Kiedy
w hodowlach wglebnych wystepuja jeszcze wigksze peletki, ktorych srednica
znacznie przekracza 1000 pum, osiagajac w skrajnych przypadkach nawet wiel-
kos$¢ 10 000 pm, nazywamy je peletkami makroskopowymi (makropeletkami),
a taka morfologi¢ grzybni morfologiag zwartg lub speletyzowang (pelleted
morphology). Takie peletki sa z tatwoscig obserwowane gotym okiem, a ich
obrazy nie moga by¢ wykonane przy uzyciu standardowego mikroskopu, gdyz te
obiekty sa po prostu za duze i nieprzepuszczalne dla promieni $wietlnych.
Mechanizmom tworzenia tego rodzaju peletek zostanie poswigcony kolejny
podrozdzial. Na rys. 2.9 przedstawiono zdjecia strzepek grzyboéw z rodzaju
Aspergillus, pokazujace wszystkie wyzej wymienione formy morfologiczne.
W przypadku Aspergillus niger s to formy mikromorfologiczne (morfologia
rozproszona), za§ w przypadku Aspergillus terreus morfologia zwarta (przejscie
od mikropeletek do makropeletek).

2.3.2. Mechanizm tworzenia aglomeratow przez mikroorganizmy
strzepkowe w hodowlach wglebnych w bioreaktorach

Pierwsze badania nad mechanizmem tworzenia aglomeratow u mikroorga-
nizmoéw strzepkowych przeprowadzili Takahashi et al. (1958) oraz Takahashi
i Yamada (1959), ktorych artykuty ukazaty si¢ w jezyku japonskim. Jednakze sa
one powszechnie cytowane w wielu pdzniejszych pracach przegladowych. Na
podstawie tych i pozniejszych badan nad morfologia mikroorganizmow strzep-
kowych stwierdzono, Ze istniejg trzy mechanizmy tworzenia si¢ aglomeratow
(peletek) w hodowli wgtebnej (Metz i Kossen., 1977; Nielsen, 1996; Papagianni,
2004). Okreslono je na podstawie obserwacji mikroskopowych wczesnego etapu
wzrostu mikroorganizmow od momentu wprowadzenia spor do podtoza do roz-
winigcia si¢ zwartych form morfologicznych. Te mechanizmy oczywiscie
dotyczg wylacznie tych gatunkdéw promieniowcdw i grzybow strzepkowych,
ktoére posiadajg zdolnos¢ tworzenia spor. ROwniez muszg by¢ spetnione warunki
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hodowli sprzyjajace tworzeniu si¢ aglomeratoéw. Warunki i czynniki wptywajace
na tworzenie si¢ peletek promieniowcoéw i grzybow strzepkowych beda omo-
wione w rozdziale 5.1.

Zatem wyr6znia si¢ nast¢pujace mechanizmy tworzenia peletek u mikroor-
ganizmow strzepkowych (rys. 2.10). Sa to:

— mechanizm niekoagulacyjny (nieagregacyjny, nicaglomeracyjny), przy
ktérym nie wystepuje agregacja spor, a peletka tworzy si¢ w wyniku
kietkowania pojedynczej spory i rozrostu strzgpek (wydluzanie si¢
strzepek, ich rozgatezianie si¢) wokot tejze spory,

— mechanizm koagulacyjny (agregacyjny, aglomeracyjny), ktory polega
na tym, ze spory najpierw agregujg, a nast¢pnie z tych agregatow wyra-
stajg strzgpki, ktore si¢ wydtuzaja, rozgal¢ziaja, tworzac ostatecznie
makroskopowa peletke,

— mechanizm agregacji (aglomeracji) strzgpek, przy ktorym same spory
nie agreguja, ale z nich wyrastaja strz¢pki i dopiero te strzepki tworza
gestsze struktury najpierw typu clump i wreszcie peletki.

Do pewnego stopnia mechanizm tworzenia peletek da si¢ przypisa¢ do kon-
kretnych grup mikroorganizmow strzgpkowych. Mechanizm niekoagulacyjny
wystepuje u promieniowcow (Streptomyces) oraz u grzyboéw nizszych z klasy
Zygomycetes (Mucor sp., Rhizopus sp.), koagulacyjny u grzyboéw z rodzaju
Aspergillus, a agregacja strzepek u Penicillium. Znaleziono jednak pewne
wyjatki od tej reguly, a dotycza one na przyktad promieniowcoéw. Otoz
u Streptomyces tendae oraz Streptomyces aureofaciens opisano niekoagulacyjny
mechanizm tworzenia peletek (Tresner et al., 1967; Vecht-Lifshitz et al., 1990),
natomiast artrospory Streptomyces hygroscopicus var. geldanus zachowujg si¢
jak spory grzybow z rodzaju Aspergillus sp. 1 wykazuja mechanizm koagulacyj-
ny tworzenia peletek (O’Cleirigh et al., 2005)

Najwigcej wynikow badan opisywanych w literaturze dotyczy agregacji
spor u grzybow strzepkowych z rodzaju Aspergillus. Przede wszystkim wynika
to z szerokich zastosowan tych grzybow ze wzgledu na metabolity przez nie
wytwarzane oraz fakt, ze akurat te grzyby tworza eleganckie kuliste i czgsto
bardzo duze peletki. Jest to oczywiscie zwigzane z koagulacyjnym mechani-
zmem ich tworzenia. Przygladajac si¢ bardziej szczegdtowo procesowi agregacji
spor grzybow z rodzaju Aspergillus, okazalo sig, ze ten proces jest dos¢ zlozony.
Szczegdlowe badania doprowadzily nawet do zaproponowania konkretnego
modelu aglomeracji spor dla Aspergillus sp. Grimm et al. (2004) zaproponowali
dwuetapowy model agregacji spor na podstawie badan prowadzonych w biore-
aktorze zbiornikowym mieszadtowym ze szczepem Aspergillus niger AB 1.13
wytwarzajacym o-glukoamylaze. Model ten zostat sformutowany na podstawie
danych dos$wiadczalnych uzyskanych w pomiarach in-line, prowadzonych za
pomoca laserowego analizatora wielkosci czastek. Zasada pomiaru polegata
na tym, ze wielko$ci czastek uznanych za spory i mate aglomeraty miescity sie
w zakresie 0-10 um, a zmniejszenie liczby czastek tej wielkosci w badanym
uktadzie byto posrednim dowodem na utworzenie si¢ wigkszych aglomeratow,
czyli peletek. Pomiar taki pozwalal na odroznienie na podstawie wielkosci
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obiektow tych spor, ktore jeszcze nie ulegly agregacji od tych, ktore jej ulegly
(wigksze obiekty) i tych, ktore juz wykietkowaty.

Mechanizm nieaglomeracyjny (nieagregacyjny)

i vy 5;?3&_
o o ’. &

Mech.anizm aglomeracyjny (agregacyjny)

Coe A a¥
00.0: ..: ;’3_?{;\% H* lé

Mechanizm aglomeracji (agregacji) strzepek

Rys. 2.10. Trzy mechanizmy tworzenia si¢ peletek u mikroorganizmow strzgpkowych

Zrodto: opracowanie wlasne.

Dla Aspergillus niger AB 1.13 proces tworzenia peletek w bioreaktorze
przebiega zatem nastgpujaco. W pierwszym etapie trwajacym okolo 8 godzin
okoto 10% spor obecnych w podlozu ulega prawie natychmiastowej agregacji
w ciggu pierwszych minut procesu. Nastepnie nic si¢ nie dzieje, a utworzone
agregaty spor pozostaja niezmienione. Pdzniej jednak spory zawarte w tych
agregatach kietkuja, jednocze$nie uruchamiajac drugi etap agregacji spor, trwa-
jacy kolejne 5 godzin. Pozostale po pierwszym etapie wolne spory tacza si¢
Z istniejgcymi agregatami i strzgpkami z nich wyrastajgcymi (rys. 2.11a). Szyb-
kos$¢ agregacji zalezy od liczby spor wprowadzonych do podtoza (rys. 2.11b).

Po drugim etapie ponad 80% spor wprowadzonych poczatkowo do podtoza
zostaje powigzanych z innymi sporami i strz¢gpkami. Dopiero wtedy zaczyna si¢
wlasciwy wzrost grzybni i formowanie si¢ peletek. Na rys. 2.11a ten dwu-
etapowy model tworzenia aglomeratéw przez Aspergillus niger AB 1.13 zostal
rowniez zwizualizowany. Nalezy jednak pamigtaé, ze autorzy tego modelu
podkreslili, ze ani efekt sit mechanicznych, ani efekty oddziatywan sit po-
wierzchniowych miedzy sporami nie byly brane pod uwage w tym opisie.
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Rys. 2.11. Dwuetapowa agregacja spor Aspergillus niger AB 1.13: przebieg procesu
w czasie (A), szybko$¢ agregacji w drugim etapie w zaleznosci od liczby spor wprowa-
dzonych do podtoza (B)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Grimm et al. (2004).

Nieco inaczej wyglada proces aglomeracji spor u Aspergillus terreus
w dwuetapowej (prekultura-podtoze produkcyjne) hodowli wstrzgsanej. Po
wprowadzeniu spor do podtoza inokulacyjnego nastgpuje bardzo szybka ich
agregacja, tak iz okoto 8 godziny nie obserwuje sic wolnych spor. Srednio
na jedng peletke przypada okoto 10400 zaglomerowanych spor zdolnych do
kietkowania (ich liczbe w hodowli wyznaczono metodg ptytkowa). Z utworzo-
nych agregatow kietkuja strzgpki i dopiero one tworza charakterystyczng
promienistg strukture wewnatrz peletek (rys. 2.12). W nielicznych przypadkach
obserwuje si¢ tendencje do agregacji matych peletek, co poézniej powoduje utwo-
rzenie nieidealnie kulistych makroskopowych peletek w pozniejszych godzinach
hodowli. Powyzszy opis powstal na podstawie obserwacji mikroskopowych
bez ilosciowego okreslenia liczby spor zagregowanych i niezagregowanych
(Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2010).
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Rys. 2.12. Tworzenie i wzrost makroskopowych peletek u Aspergillus terreus
Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Bizukojé i Ledakowicz (2010).
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Zupehie inaczej wyglada kietkowanie spor i tworzenie peletek grzybow
z rodzaju Penicillium (na przyktadzie Penicillium solitum) w ciagu pierwszych
kilkunastu godzin od wprowadzenia spor do podtoza, pokazano to na rys. 2.13.
Na poczatku procesu wzrostu mozna wyrozni¢ wiele form mikromorfologicz-
nych, wsrdd ktorych wida¢ kietkujace pojedyncze spory, wicksze i mniejsze
aglomeraty i ostatecznie uformowane jeszcze mikroskopowe peletki. Czas roz-
woju tych strzepek odpowiada czasowi prekultury dla Aspergillus terreus przed-
stawionemu na rys. 2.12.

czas prekultury

100 pm
—_

........ >

czas prekultury

Rys. 2.13. Tworzenie zwartych form morfologicznych przez Penicillium solitum
Zrodto: opracowanie wlasne.

Podsumowujac ten rozdziat, nalezy przede wszystkim podkresli¢, ze forma
morfologiczna grzybni, tworzgca si¢ w danym procesie bioreaktorowym, ma
ogromne znaczenie na jego przebieg. Przede wszystkim od formy wzrostu pro-
mieniowcow i grzybow strzgpkowych zalezy wytwarzanie metabolitow pierwot-
nych, metabolitow wtornych oraz enzymow.

Czasami znana jest optymalna forma morfologiczna dla biosyntezy kon-
kretnego metabolitu. Co wigcej, sam przebieg procesu bioreaktorowego z udzia-
tem promieniowcow czy grzybow strzgpkowych wyraznie si¢ rézni w zaleznosci
od formy morfologicznej i wymaga odmiennego sterowania takimi parametrami
procesowymi, jak predko$¢ mieszania czy szybko$¢ napowietrzania. Z tego wy-
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nika, ze zawiesina mikroorganizméw strzgpkowych o morfologii rozproszone;
albo zwartej (speletyzowanej) wykazuje nie tylko odmienne wilasciwosci biolo-
giczne i biochemiczne, ale takze mechaniczne, fizykochemiczne i hydrodyna-
miczne.

2.4. Mierzalne parametry wykorzystywane dla form
morfologicznych mikroorganizmoéw strzepkowych

W rozdziale 2.3 zostaly opisane tworzace si¢ w hodowlach wgtebnych for-
my morfologiczne mikroorganizméw strzepkowych. Jednakze, przedstawiony
powyzej opis jakosciowy nie jest wystarczajacy do uwzglednienia wplywu for-
my morfologicznej mikroorganizmu strz¢pkowego, szczeg6lnie w kontekscie
ilosciowego opisu procesu bioreaktorowego. Co wigcej, wptyw morfologii
mikroorganizmu na biosyntez¢ danego metabolitu (vide: rozdz. 3) oraz wlasci-
wosci brzeczki hodowlanej (vide: rozdz. 4) zalezy nie tylko od formy morfolo-
gicznej jako takiej, ale takze od wielko$ci utworzonych obiektow.

Najwazniejszym narzgdziem pozwalajacym na ilo§ciowy opis morfologii
mikroorganizméw strzepkowych jest cyfrowa analiza obrazow, zarowno tych
mikroskopowych (w przypadku form mikromorfologicznych), jak i makrosko-
powych wykonywanych innymi urzadzeniami do digitalizacji obrazow, do
ktorych nalezg cyfrowe aparaty fotograficzne Iub skanery (dotyczy duzych
aglomeratow grzybni). Pomiar wielkosci obiektow, ktorego ostatecznym celem
jest uzyskanie warto$ci tak zwanych parametrow morfologicznych, polega
Zazwyczaj na:

e przetworzeniu obrazu RGB do obrazu w skali szarosci,

e korekcie tta, jesli potrzebne, oraz oddzieleniu obrazu obiektu od tla

(segmentacja obrazu),
e przetworzeniu zsegmentowanego obrazu w obraz binarny polaczone czgsto
z usunigciem artefaktow (obiekty niebedace strzepkami czy peletkami),

e pomiarze wielkosci strzepek i peletek na obrazie binarnym i uzyskaniu

wartos$ci parametréw morfologicznych, wyrazajacych wielko$¢ obiektow.

Aby uzyskaé fizyczna wielko$¢ obiektu, wyrazong w jednostkach dlugosci,
trzeba najpierw uzyska¢ obraz obiektu o znanej wielkosci (szkietko mikrosko-
powe ze skalg) lub inny obiekt o doktadnie znanej wielkosci, a nastepnie wyzna-
czy¢, ile pikseli obrazu przypada na jednostke dtugosci (stala kalibracji).
W przypadku pomiaru wielkos$ci mikroorganizmow strzgpkowych jest to najcze-
Sciej piksel pm™.

W tabeli 2.1 przedstawiono definicje parametréw morfologicznych uzy-
skiwanych podczas pomiarow z wykorzystaniem technik cyfrowej analizy
obrazu.
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Tabela 2.1. Definicje parametrow morfologicznych uzyskiwanych z cyfrowe;
analizy obrazu

Parametr | Definicja i wzér | Rysunek pomocniczy

Wielkos¢ obiektow

Pole powierzchni rzutu | Powierzchnia rzutu obiektu tréjwymiaro-
(projected area), A wego na obraz dwuwymiarowy. Jest to
liczba pikseli obrazu pomnozona przez
stalg kalibracji w kwadracie

Obwod (perimeter), P | Dlugo$¢ granicy obiektu

Obwod wypukty Dtugos$é granicy obiektu uzyskana przez
(convex perimeter), P- | polaczenie zewnetrznych punktéw obiektow
(wyréwnanie zaglebien)

Pole powierzchni rzutu | Pole wewnatrz obwodu wypuklego
wypukte (convex
projected area), A ¢

Dtugoscé (length), L Dtugos$é obiektu prostokatnego majacego
te samg powierzchni¢ i obwod jak obiekt
mierzony:

P+\P*-16-4

4

L=

Szerokos$¢ obiektu Szeroko$¢ obiektu prostokatnego majacego
(width), W te sama powierzchni¢ i obwod jak ten
obiekt mierzony:

PP -16:4 _4

Sl 06

W=
4 L
Grubos¢ (breadth) Parametr uzyskiwany przez pomiar Fereta
i wysokos$¢ (height) (przy uzyciu suwmiarki czy macek)
Srednica zastepcza Srednica kota o takim samym polu
(equivalent powierzchni jak mierzony obiekt

diameter), D . {4-A
T

Maksymalny wymiar Najdtuzsza dtugos¢ Fereta mierzona
obiektu (maximum przez pole wypukle obiektu
distance)

[}
Y

Liczba obiektow

Liczba obiektow - -

Liczba wierzchotkéw - -
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Tabela 2.1 (cd.)

Ksztalt obiektow

Kolistos¢ Czynnik opisujacy na ile obiekt odbiega -
(circularity), C ksztattem od idealnego kota: C =1 dla kota,

C > 1 dla ksztaltow odbiegajacych od kota:

PZ
4-w-4

Szorstko$¢ Miara nieregularnosci obwodu (brzegu) -
(roughness), R obiektu. Uzyskuje si¢ ja przez pomiar

kolistosci wokoét granicy obiektu
Zwarto$¢ obiektu Miara ,,owlosienia” obiektu -
(fullness, solidity), F Stosunek pola powierzchni rzutu obiektu do

jego pola wypuktego. jesli obiekt jest gtadki

to F' = 1. Dla niegladkich obiektow F < 1
Wydhuzenie (elonga- Stosunek szerokosci do dtugosci obiektu -
tion, aspect ratio), E

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Paul i Thomas (1998).

Natomiast w tabeli 2.2 zostaly zestawione parametry morfologiczne wykorzy-
stywane do okreslania wielkosci konkretnych form morfologicznych mikroorga-
nizmow strzepkowych.

Tabela 2.2. Zestawienie parametréw morfologicznych mierzonych dla réznych
form morfologicznych mikroorganizméw strzgpkowych z wykorzystaniem
technik cyfrowej analizy obrazu

Forma morfologiczna | Parametr morfologiczny
Formy mikromorfologiczne
Strzgpki nierozgalezione e  Catkowita dtugos¢ strzepki
e Srednia szeroko$é strzepki
e Pole powierzchni rzutu strzgpki badz utamek pola

powierzchni rzutu strzgpki

Strzegpki rozgatezione Catkowita dtugo$¢ strzgpki

Dlugosé pojedynczego rozgatezienia

Najdtuzsza dtugosé obiektu

Liczba wierzchotkow

Odlegto$¢ migdzyweztowa (migdzy rozgatgzieniami)

Dhugosé i objetosé HGU (stosunek dtugosci lub objetosci

strzgpki do liczby wierzchotkow)

e Pole powierzchni rzutu strzgpki badz utamek pola
powierzchni rzutu strzgpki

Proste strzepki clump e  Catkowita dtugos¢ strzgpki

(nie wigcej niz 1-3 e  Maksymalny wymiar obiektu (miedzy najdalszymi
,»dziury” lub zapetlenia) koncowkami strzgpek)

Liczba wierzchotkow

Odlegtos¢ miedzyweztowa (migdzy rozgaltezieniami)
Dlugosé i objetos¢ HGU (stosunek dtugosci lub objetosci
strzgpki do liczby wierzchotkow)

Szorstkos¢ obiektu

Zwartos¢ obiektu

Pole powierzchni rzutu strzgpki badz utamek pola
powierzchni rzutu strzepki
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Tabela 2.2 (cd.)

Ztozona — strzepki clump

Maksymalny wymiar obiektu (mi¢dzy najdalszymi
koncoéwkami strzepek)

Pole powierzchni rzutu strzgpki badz utamek pola
powierzchni rzutu strzgpki

Szorstkos¢ obiektu

Zwartos¢ obiektu

Formy makromorfologiczne

(ponizsze parametry rowniez dotycza matych peletek jako form mikromorfologicznych)

Peletki

Pole powierzchni rzutu peletki

Pole powierzchni rzutu pier§cienia ztozonego ze strzgpek
peletki i pole powierzchni rzutu jadra peletki

Pole powierzchni wypukte peletki

Kolistos¢ peletki,

Kolistos¢ jadra peletki,

Wydhuzenie

Stosunek strzgpkowy (filament ratio) peletki*

* miara wprowadzona przez Rodriguez Porcel et al. (2005) i wyrazajaca si¢ wzorem: A /(A r+Ax), gdzie Ar
jest polem powierzchni rzutu pierscienia ztozonego ze strzgpek peletki a Ax — polem powierzchni rzutu jadra
peletki; ten parametr jest miara ,,owlosienia” peletki dla peletek owtosionych (hairy pellets)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Paul i Thomas (1998).
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3. Morfologia mikroorganizmow strzepkowych
a wytwarzanie metabolitow pierwotnych
i wtornych oraz enzymow

Metabolizm organizmu to od kilkuset do kilku tysiecy reakcji biochemicz-
nych katalizowanych przez enzymy, zachodzacych w kazdej zywej komorce.
Celem metabolizmu jest utrzymanie organizmu przy zyciu i jego rozmnazanie.
Metabolizm dzieli si¢ na dwie podstawowe galezie: katabolizm i anabolizm.
Celem przemian katabolicznych jest uzyskiwanie energii, a w przypadku organi-
zmow heterotroficznych, jak promieniowce i grzyby strzgpkowe jest to utlenia-
nie organicznych zwigzkow wegla do dwutlenku wegla w celu uzyskania
potencjatu redukcyjnego w postaci zredukowanego dinukleotydu nikotynoade-
ninowego NADH (glikoliza, cykl Krebsa) oraz energii w postaci adenozyno-
trojfosforanu ATP (fosforylacja oksydacyjna z wykorzystaniem tlenu jako
ostatecznego akceptora elektronéw). Przemiany anaboliczne to biosynteza cza-
steczek, ktore sktadaja si¢ na strukture komorki. Sg to aminokwasy, kwasy
thuszczowe, mono-, di- i polisacharydy oraz zasady purynowe i pirymidynowe.
Z aminokwasOw powstang nast¢pnie biatka enzymatyczne i strukturalne, z kwa-
sow thuszczowych i glicerolu lipidy, bedace na przyklad skladnikiem kazdej
btony komdrkowej (podwdjna btona biatkowo-lipidowa), a polisacharydy stang
si¢ na przyklad materiatem zapasowym. Zasady purynowe i pirymidynowe wraz
z dezoksyryboza i ryboza oraz kwasem fosforowym sa sktadnikami struktury
kwasow nukleinowych (DNA i réznych rodzajow RNA) bedacych przeno$ni-
kami informacji genetycznej. Waznymi metabolitami, szczegdlnie grzybow
strzgpkowych, sa enzymy hydrolityczne wydzielane na zewnatrz komorek, a ich
funkcja jest umozliwienie przezycia grzybom strzgpkowym na takich trudnych
substratach, jak celuloza czy drewno, i uzyskiwania z nich rozpuszczalnego
w wodzie substratu weglowego dla katabolizmu.

Oprocz wyzej opisanego anabolizmu i katabolizmu, ktére razem tworza,
tzw. metabolizm pierwotny, mamy jeszcze do czynienia z metabolizmem wtér-
nym. Z roéznych prekursorow metabolicznych pochodzacych z metabolizmu
pierwotnego w szlakach metabolizmu wtornego sg wytwarzane skomplikowane
zwigzki chemiczne. Te zwigzki nie s3 teoretycznie niezbedne do zycia mikroor-
ganizmom strzgpkowym, a ich pochodzenie biosyntetyczne jest bardzo rézne. Sa
to pochodzace od aminokwasow alkaloidy, terpenoidy, modyfikowane cukry
zwane glikozydami, naturalne fenole i fenazyny, poliketydy i nicktore kwasy
thuszczowe, peptydy nierybosomalne (tzn. syntezowane przez enzymy, a nie
w rybosomach na matrycy mRNA) i wiele innych. Jednak ich wytwarzanie,
cho¢ energetycznie kosztowne, jest zwiazane z oddziatywaniami ekologicznymi
w miejscach bytowania promieniowcow i grzybow strzgpkowych. Wiekszos¢
tych zwiazkdw ma dziatanie antybiotyczne i sg one toksyczne dla innych mikro-
organizmdOw, czasem tez i organizmoéw wyzszych. Sa one zatem swoistego ro-
dzaju ,,bronig chemiczng” umozliwiajaca przetrwanie danemu gatunkowi posrod
silnej konkurencji innych gatunkow. Takimi oddziatywaniami w przyrodzie
zajmuje si¢ inna dziedzina wiedzy zwana ekologig biochemiczng. Dodajmy tez,
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ze metabolity wtorne to nie tylko ,,wytwor” promieniowcoéw i grzybow strzep-
kowych, ale takze innych organizmow wyzszych, jak rosliny czy zwierzeta. Na
rys. 3.1 przedstawiono schematyczne tlenowy metabolizm organizméw hetero-
troficznych, do ktorych naleza promieniowce i grzyby strzepkowe z zaznacze-

niem metabolizmu wtoérnego.
metabolity wtérne

zrédto wegla i energii
(weglowodany, ttuszcze)

penicylina
lowastatyna

kwas klawulanowy
erytromycyna
tetracyklina
gryzeofulwina
wirginiamycyna.

biatka strukturalne, enzymyy
ttuszcze, polisacharydy,
kwasy nukleinowe

szlaki
metabolizmu
wtérnego

N \
N
6‘ metabolity posrednie E
s g
pd | @ tlen
< energia (ATP) <
potencjat redukcyjny (NADH)| lq—:
X
metabolity pierwotne
aminokwasy dwutlenek wegla
kwas cytrynowy .
kwas glukonowy | WOda
kwas bursztynowy

kwas itakonowy.

Rys. 3.1. Metabolizm tlenowych mikroorganizmoéw heterotroficznych, w tym promie-
niowcow i grzybow strzgpkowych, wraz z zaznaczeniem niektorych uzytecznych meta-
bolitow pierwotnych i wtérnych

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Z latwoscig mozna postawic teze, ze wytwarzanie metabolitow przez pro-
mieniowce i grzyby strzgpkowe jest zawsze w jaki§ sposob powigzane z formag
morfologiczng tych mikroorganizméw. Z tym, ze nigdy do konca nie jest jasne,
czy optymalna forma morfologiczna jest zdeterminowana optymalnymi warun-
kami procesowymi panujagcymi w bioreaktorze specjalnie dobranymi dla biosyn-
tezy danego metabolitu, czy tez tak dobiera si¢ warunki procesowe, zeby
uzyskac¢ optymalng forme¢ morfologiczng dla wytwarzania pozadanego metaboli-
tu. Wilasciwie obydwa podejscia sa w pelni uzasadnione. Rozne zaleznoSci
pomiedzy forma morfologiczng promieniowcdéw 1 grzybow strzepkowych
a biosyntezg danego metabolitu byly wielokrotnie ustalane i prezentowane
w literaturze przedmiotu (tabela 3.1), zaréwno jako opis jakoSciowy, czy tez
ilosciowe zaleznosci. Jednak czesto to nie oznacza, ze jednoznacznie powigzano
produktywnos¢ danego gatunku promieniowca czy grzyba strzgpkowego z jego
konkretng formg morfologiczng. Stad dane w tabeli 3.1 nalezy traktowac jako
orientacyjne, a dokladne ustalenie wyzej opisywanych zwiazkow dla pojedyn-
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czego metabolitu wymaga bardzo szczegdlowego studium literaturowego,
ktére nie musi prowadzi¢ do sformutowania jednoznacznych wnioskow. W nie-
ktorych przypadkach wrecz rozwingta si¢ dyskusja (kwas cytrynowy), ktora
forma morfologiczna badanego mikroorganizmu (Aspergillus niger) jest bardziej

uzyteczna.

Tabela 3.1. Zestawienie wybranych metabolitdw i enzymow mikroorganizmoéw
strzepkowych wraz z powigzaniem ich biosyntezy z morfologiag mikroorganizmu

Metabolit Mikroorganizm Rodzaj metabolitu Optymalna Wybrana
strzepkowy morfologia literatura
Metabolity pierwotne
kwas cytrynowy Aspergillus niger kwas organiczny forma rozproszona | Paul et al. (1999)
lub peletki Bizukoj¢
i Ledakowicz (2003)
Papagianni (2007)
kwas glukonowy | Aspergillus niger kwas organiczny peletki El Enshasy et al.
(1999)
Metabolity wtérne
chloramfenikol Streptomyces antybiotyk (zwiazek | rozproszona, po- van Wezel et al.
venezuelae aromatyczny) fragmentowana (2006)
grzybnia
retamycyna Streptomyces poliketydowy antybio- | rozproszona i formy | Pamboukian i
olindensis tyk z grupy antracy- typu ,,clump” Facciotti (2004)
klin
daptomycyna Streptomyces antybiotyk lipopepty- | rozproszona, van Wezel et al.
roseosporus dowy pofragmentowana | (2006)
grzybnia
lowastatyna Aspergillus terreus | poliketydowy inhibitor | niewielkie peletki Lai et al. (2005)
reduktazy S-3- Bizukoj¢ i Ledako-
hydroksy-3- wicz (2010)
metyloglutarylo-CoA
penicylina Penicillium chryso- | antybiotyk z grupy forma rozproszona | Smith i Calam
genum B-laktamow lub ewentualnie (1980)
mate peletki; dtu- Makagiansar et al.
20S¢C strzepek 1 (1993)
liczba wierzchot- Vanhoutte et al.
kow jest istotna (1995)
cefalosporyna Cephalosporium antybiotyk z grupy bardzo krétkie El-Sabbagh et al.
acremonium B-laktamow strzgpki, czgsto (2008)
(Acremonium drozdzopodobne Queener i Ellis
chrysogenum) komorki wytwarza- | (1975)
na podczas tworze-
nia artrospor
geldanamycyna Streptomyces poliketydowy rozproszona, formy | Dobson et al.
hygroscopicus antybiotyk z grupy typu ,,clump” (2008)
var geldanus makrolidow benzochi- | i niewielkie peletki
nonowych
kwas klawulanowy | Streptomyces inhibitor bakteryjnej rozproszona, raczej | Belmar-Beiny
clavuligerus B-laktamazy staby wptyw i Thomas (1991)
nystatyna Streptomyces antybiotyk rozproszona i formy | Jonsbu et al. (2002)
noursei typu clump
tylozyna Streptomyces poliketydowy antybio- | rozproszona i formy | Tamura et al.
fradiae tyk z grupy makroli- typu clump (1997)
dow
nikomycyna Streptomyces antybiotyk nukleozydo- | peletki Vecht-Lifshitz ez al.
tendae peptydowy (1992)
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Tabela 3.1 (cd.)

awermektyna Streptomyces poliketydowy peletki Yin ez al. (2008)
avermitilis antybiotyk z grupy
makrolidow
wirginiamycyna Streptomyces antybiotyk staby wptyw Yang et al. (1996)
virginiae polipeptydowy
Enzymy
chloro- Caldariomyces EC1.11.1.10 forma rozproszona | Carmichael
peroksydaza fumago lub peletki i Pickard (1989)
Kaup et al. (2008)
a-glukoamylaza Aspergillus niger EC22.1.1 forma rozproszona, | Wésten et al.
strzgpki silnie (1991)
rozgate¢zione Gordon et al.
(2000)
Miiller et al.
(2002a)
oksydaza Aspergillus niger EC1.134 peletki El Enshasy et al.
glukozowa (1999)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Zaleznosci migdzy formg morfologiczng danego mikroorganizmu strz¢pko-

wego a biosyntezg pozadanego metabolitu mogg by¢ bardzo rézne. Na przyklad:

forma rozproszona jest preferowana dla danego metabolitu (kilka pozycji
w tabeli 3.1),

forma speletyzowana jest preferowana dla danego metabolitu (kilka
pozycji w tabeli 3.1),

srednica peletek wptywa na biosyntez¢ metabolitu np. u Aspergillus
terreus mna takim samym podtozu mniejsze peletki lepiej syntezujg
lowastatyng za$ wicksze, (+)-geodyne (Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2010),
czgstotliwo$¢ tworzenia rozgatezien wptywa na produktywnos¢ mikroor-
ganizmu, szczegblnie w tych sytuacjach, gdy produkcja metabolitu zacho-
dzi w komorkach wierzchotkowych; dotyczy przede wszystkim enzymow
jak a-glukoamylaza (Wosten er al., 1991; Gordon et al., 2000; Miiller
et al., 2002a); rowniez dlugos¢ strzepek i rozgalezianie si¢ strzgpek ma
znaczenie przy produkcji penicyliny (Makagiansar et al., 1993; Smith
i Calam, 1980; Vanhoutte et al., 1995),

obszar aktywnych komorek grzybow strzgpkowych koreluje sie
z wytwarzaniem heterologicznych biatek jak lizozym biatka kurzego
(Wongwicharn et al., 1999), czy metabolitow wtornych jak lowastatyna
(Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2010),

obszar zawakuolizowanych komorek grzybow strzgpkowych koreluje si¢
z wytwarzaniem metabolitu pierwotnego jak kwas cytrynowy (Bizukojé¢
i Ledakowicz, 2003).

Lista uzytecznych metabolitow wytwarzanych przez grzyby strzepkowe

i promieniowce jest bardzo dtuga. Promieniowce na przyktad wytwarzaja na
skale przemystowa dwie trzecie znanych naturalnych antybiotykow do zastoso-
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wan medycznych, a z tej liczby az 80% to efekt metabolizmu promieniowcow
nalezacych do rodzaju Streptomyces sp. Grzyby strzepkowe sa podstawowymi
producentami kwasow organicznych (kwas cytrynowy, kwas glukonowy, kwas
itakonowy), szeregu enzymow (Aspergillus sp.), ale takze antybiotykow, jak
penicylina czy gryzeofulwina (Penicillium sp.).

Dla wybranych przypadkow przyjrzyjmy si¢ doktadniej zalezno$ciom mig-
dzy morfologia mikroorganizmu w hodowli wglebnej a biosynteza danego
metabolitu. W literaturze przedmiotu istniejg kontrowersje, ktora forma morfo-
logiczna Aspergillus niger jest korzystniejsza do produkcji kwasu cytrynowego
i mozna znalez¢ na ten temat co najmniej kilkanascie publikacji. Na przyktad
Paul et al. (1999) przychylaja si¢ do formy rozproszonej. Zaobserwowali oni
rowniez lepszag wydajnos¢ kwasu cytrynowego w bioreaktorze z mniejszymi
peletkami (ok. 1000 um) niz z wigkszymi ($rednio 3500 pm). Thumaczyli to
dostepnoscig tlenu do komorek grzybni. Szczegotowa dyskusja na temat wplywu
morfologii grzybni na produkcje kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger
zostala przeprowadzona przez Papagianni (2007). Produkcja kwasu glukono-
wego odbywa si¢ najczesciej] w uktadach z immobilizowang biomasg grzybow
strzgpkowych z rodzaju Aspergillus, zwykle Aspergillus niger. Poniewaz kon-
wersja glukozy do kwasu glukonowego to pojedyncza reakcja enzymatyczna
katalizowana oksydaza glukozowa (EC 1.1.3.4), istniejg takze doniesienia litera-
turowe na temat wptywu morfologii grzybni Aspergillus niger na wytwarzanie
tego enzymu. Tutaj zdecydowanie speletyzowana grzybnia jest efektywniejsza
(El Enshasy et al., 1999). W przypadku penicyliny (Penicillium chrysogenum)
panuje dos¢ duza zgodnos$¢ w literaturze i preferowane sg tutaj formy mikromor-
fologiczne 1 wzrost grzybni w postaci rozproszonej (inter alia: Smith i Calam,
1980; Makagiansar et al., 1993; Vanhoutte et al., 1995). Przede wszystkim udo-
wodniono ponad wszelkg watpliwos$¢ zalezno§¢ miedzy dlugoscia HGU, diugo-
$cig strzepek oraz czgstoscig tworzenia rozgalezien a biosyntezg penicyliny.
Réwniez powigzano wytwarzanie penicyliny z procesem rdéznicowania si¢ strze-
pek grzybni. Ujeto te zaleznoSci nawet w formie morfologicznie strukturalnych
modeli wzrostu (inter alia: Paul i Thomas, 1996; Zangirolami et al., 1997).
Biosynteza lowastatyny przez Aspergillus terreus prawie zawsze przebiega
w ukltadach ze speletyzowana grzybnia (inter alia: Novak et al., 1997; Casas
Lopez et al., 2005; Lai et al., 2005; Rodriguez Porcel et al., 2005; Bizukoj¢
i Ledakowicz, 2008). Jednak zostato udowodnione, ze biosynteza lowastatyny
jest tym efektywniejsza, im mniejsze peletki wystepuja w hodowli (Lai et al.,
2005; Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2010; Bizukoj¢ i Gonciarz, 2015). W przypadku
wytwarzania nystatyny przez promieniowce dowiedziono przez barwienie
fluorescencyjne, ze tylko zewnetrzne czgéci peletek pozostaja aktywne (Strep-
tomyces noursei ATCC 11455). Glebokos$¢ peletki, do ktorej tlen penetruje
,»grzybnie”, zostata oceniona na 150 pm. Natomiast szczep mutant, tworzacy
formy luzniejsze (Streptomyces noursei NG7.19) typu clump, wykazywat znacz-
nie wigksza aktywnos$¢ biosyntetyczng. Ten szczep rowniez nie wytwarzat dtu-
gich ,.strzgpek” (Jonsbu et al., 2002). W biosyntezie kwasu klawulanowego
waznym czynnikiem jest dlugos¢ ,strzepek”, jakie tworzy promieniowiec
Streptomyces clavuligerus. Fragmentacja ,,strzepek” sprzyja ich ponownemu
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wzrostowi. Jednak w tym przypadku nie obserwowano bardzo §cistego zwigzku
mig¢dzy morfologig ,,grzybni” a produkcjg metabolitu (Belmar-Beiny i Thomas,
1991). Dla daptomycyny czy chloramfenikolu produkowanych przez promie-
niowce rodzaju Streptomyces ,,grzybnia” pofragmentowana o krotkich strzep-
kach (w tym wypadku dziato si¢ tak w wyniku modyfikacji genetycznej
polegajacej na wzmocnieniu ekspresji genu SsgA, zwigzanego z morfogeneza)
sprzyja zwickszeniu wydajnosci biosyntezy tychze antybiotykow (van Wezel
et al., 2006).
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4. Wplyw morfologii mikroorganizmow
strzepkowych na prowadzenie ich hodowli
wglebnych w bioreaktorach

Dlaczego morfologia mikroorganizmow strzgpkowych w hodowlach biore-
aktorowych jest tak wazna? Polowa odpowiedzi na to pytanie zostata udzielona
w rozdziale 3. Zawsze istnieje jaki$ stabszy badz silniejszy zwigzek pomiedzy
morfologiag mikroorganizméw strzgpkowych a wytwarzaniem przez nie metabo-
litow 1 enzymoéw. Oprocz tego podczas hodowli wglebnej promieniowcow czy
grzybow strzepkowych pojawia si¢ szereg probleméw technicznych bedacych
wyzwaniem dla inzynierii biochemicznej. Biomasa mikroorganizméw strzgpko-
wych zawieszona w podlozach pltynnych, zaleznie od jej formy morfologiczne;j,
silnie wptywa na wlasciwosci fizykochemiczne tychze podlozy, zwigkszajac
przede wszystkim ich lepko$¢ oraz zmieniajgc wlasciwosci reologicznie zawie-
siny, oddziatujac na hydrodynamike mieszania oraz warunki ruchu masy (przede
wszystkim przenoszenie tlenu) w bioreaktorze. Z praktycznego punktu widzenia
zalezy nam na maksymalizacji wytwarzania danego metabolitu. Stwarzajac
jak najlepsze warunki wzrostu mikroorganizmow strzgpkowych w hodowlach
wglebnych w bioreaktorach, musimy liczy¢ si¢ z koniecznoscig uwzglednienia
wyzej wymienionych zjawisk przy prowadzeniu procesu bioreaktorowego, jego
ilosciowym opisie oraz przy probach sterowania morfologia mikroorganizméw
strzgpkowych.

4.1. Reologia zawiesin mikroorganizmow strz¢epkowych

Lepko$¢ jest najwazniejszym parametrem wpltywajacym na przeptyw ptynu
(cieczy) i ma ogromne znaczenie podczas procesOw przenoszenia pedu, ciepla
i masy. W rozwazanym przypadku bioreaktora z zawiesing mikroorganizmow
strzgpkowych istotne jest mieszanie oraz napowietrzanie podtoza hodowlanego.
Z tego wzgledu lepkosé¢ odgrywa kluczowa role w procesie bioreaktorowym.

Lepko$¢ ptynu okresla si¢ przez stosunek gradientu predkosci przeptywu
w ptynie do sity §cinajacej wywolujacej ten przeptyw. Zalezno$¢ ta jest opisana
prawem lepkosci Newtona:

r=,uL-E 4.1)

gdzie: 7 — jest napr¢zeniem $cinajacym, bedacym stosunkiem sity $cinajacej do
powierzchni (Pa lub kg m” s?), dv/dy — gradientem predkosci, czyli szybkoscia

Scinania 7 (s") za$ M — wspolczynnikiem proporcjonalnosci, bedacym dyna-
miczng lepkoscia ptynu (Pa s).
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Wszystkie ptyny, ktore spetiaja prawo Newtona, to znaczy takie, w kto-
rych lepko$¢ jest niezalezna od gradientu predkosci nazywamy plynami
niutonowskimi.

Jednakze wiele roztworow zwiazkow wielkoczasteczkowych (naturalnych
i syntetycznych polimerow) oraz zawiesin, w tym zawiesin mikroorganizmow,
nie spelnia tego prawa i nazywamy je wtedy plynami nieniutonowskimi.
Dziedzing inZzynierii chemicznej, ktora szczegodlnie skupia si¢ na badaniu takich
pltyndéw nazywamy reologia.

Znane sg rozne ptyny nieniutonowskie, a ich klasyfikacja opiera si¢ o okre-
$lenie zaleznoéci pomiedzy napr¢zeniem $cinajacym a szybkos$cig $cinania. Taka
zalezno$¢ nazywamy krzywa plynigcia. Najczesciej spotykanymi przy badaniach
nad hodowlg mikroorganizméw strzgpkowych w bioreaktorach typami cieczy
nieniutonowskich sg tak zwane ptyny potegowe spetiajgce prawo Ostwalda-de
Waele:

r=K-j/ 4.2)

gdzie: K jest konsystencja ptynu (kg m™ s ™?) za$ n — wskaznikiem plyniecia.

Do ptyndéw potegowych nalezg ciecze pseudoplastyczne (rozrzedzane $ci-
naniem) dla » < 1 oraz dylatancyjne (zaggszczane Scinaniem) dla n > 1. Znane sg
takze ptyny z granicg plynigcia, jak plyn Binghama czy Cassona. Dla ptynow
nieniutonowskich na podstawie zalezno$ci mig¢dzy napr¢zeniem S$cinajacym
a szybko$cig Scinania okresla si¢ lepkos¢ pozorng u,. W tabeli 4.1 przedstawio-
no klasyfikacje¢ ptynéw pod wzgledem ich wtasciwosci reologicznych.

Podczas hodowli mikroorganizmow strzgpkowych w bioreaktorach
uwzglednienie wilasciwosci reologicznych zawiesin jest bardzo istotne, szcze-
gblnie ze zalezg one od uzyskanej formy morfologicznej mikroorganizmu
strzgpkowego, a w procesach bioreaktorowych z udzialem mikroorganizmow
strzepkowych na zmiany omowionych powyzej wlasciwosci reologicznych
zawiesin majg znaczacy wplyw:

e stezenie biomasy,
morfologia komorek, a przede wszystkim ich wielkos¢, ksztalt i masa,
elastyczno$¢ komorek i sktonnos¢ do ich deformacji,
ci$nienie osmotyczne cieczy, w ktorej komorki sa zawieszone,
stezenie substratu polimerowego, na przyktad skrobi,
stezenie produktu polimerowego,

e szybkosc¢ $cinania.

Sposrdod tych czynnikow, w przypadku wglebnych hodowli mikroorganizméw
strzgpkowych, szczego6lne znaczenie ma morfologia mikroorganizmu oraz steze-
nie biomasy. Rozproszone strzgpki tworza pewng strukturg pltynu, w wyniku
czego taka zawiesina staje si¢ pseudoplastyczna (rozrzedzana $cinaniem),
a czasem nawet wystepuje granica ptynigcia. Wzrost stezenia biomasy, wyrazo-
nej jako stezenie suchej masy, w takiej zawiesinie jeszcze zwigksza nieniuto-
nowskie wtasciwosci takiego ptynu.
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Tabela 4.1. Wybrane modele reologiczne plynow stosowane do opisu zawiesin
mikroorganizméw strzepkowych

Rodzaj plynu Model reologiczny* Krzywa plyni¢cia Lepkos¢ pozorna

niutonowski =1,

T=H Y

Plyny nieniutonowskie bez granicy plyniecia

ptyn potegowy n a1
(rozrzedzany =Ky u,=K-y
Scinaniem) n<l ©

;
ptyn potegowy n EE
(zageszczany =K.y M, =Ky
$cinaniem) o1 e

Plyny nieniutonowskie z granica plyni¢cia

ptyn Binghama

_ ' =L+K,
T=1,+K,y H“, r

ptyn Cassona 1

1 1
1 1 3
2 _ 2 .

=1, +K,y .

Y

* Objasnienie symboli: 7 — naprezenie $cinajace (kg m™ s?); Y — szybko$¢ $cinania s™M);
1, — lepkos¢ (Pa s); u, lepkosé pozorna (Pa s"); K, Kp — konsystencja ptynu (kg m™ s™2);
n — wskaznik plynigcia

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Z drugiej strony podtoza hodowlane zawierajace glownie peletki czgsciej za-
chowujg si¢ w przyblizeniu jak ptyny niutonowskie, chociaz zalezy to takze
od tego, do jakiego stopnia sg deformowane peletki w czasie przeptywu, czyli od
ich struktury. Peletki tworzone przez grzyby strzgpkowe mogg by¢ calkiem
twarde i nieodksztatcalne, albo wrecz przeciwnie, migkkie i fatwo deformowal-
ne. Na przyktad u Aspergillus terreus ATCC 20542 zalezy to od zastosowanego
zrodla wegla przy zachowaniu identycznego sktadu podioza dla pozostatych
sktadnikow. Peletki uzyskane podczas wzrostu na glukozie sg mniejsze i tward-
sze, za$ te na glicerolu wigksze, bardzo elastyczne i ulegajace tatwo zniszczeniu.
Peletki uzyskiwane na laktozie sg umiarkowanie elastyczne. Znaczenie ma réw-
niez wielko$¢ peletek w danej zawiesinie oraz ich liczba. Réwniez stopien roz-
galezienia strzgpek silnie wplywa na wilasciwos$ci reologiczne. Mikroorganizmy
strzepkowe o morfologii rozproszonej, charakteryzujace si¢ duza czgstotliwoscia
rozgaleziania, sa zazwyczaj mniej elastyczne niz te stabiej rozgat¢zione. Tworza
one zawiesiny o wyzszej lepkosci niutonowskiej badz nieniutonowskie;j.
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Na rys. 4.1 przedstawiono zalezno$¢ miedzy st¢zeniem biomasy a parame-
trami réwnania Ostwalda-de Waele (ptyn potegowy) dla grzyba strzepkowego
Absidia corymbifera (Kim et al., 1983). Wida¢ wyraznie zalezno$¢, ze grzybnia
rozproszona ma wyzsza konsystencj¢ rosngca wraz ze stgzeniem biomasy, co
przektada si¢ na wzrost lepko$ci pozornej takiej zawiesiny.
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Rys. 4.1. Wplyw formy morfologicznej grzybni Absidia corymbifera na wlasciwosci
reologiczne zawiesiny

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Kim et al. (1983).

Rowniez wskaznik plynigcia ponizej 0,5 wskazuje na silne wiasciwosci
pseudoplastyczne takich zawiesin grzybni. Przy grzybni w postaci peletek dopie-
ro przy duzym wzroScie stezenia biomasy zawiesina staje si¢ silnie nieniuto-
nowska. Innym przyktadem zmiennych wlasciwosci reologicznych zawiesin
grzybow strzgpkowych jest zawiesina Aspergillus terreus ATCC 20542. Wyka-
zuje ona zmienne wtasciwosci silnie nieniutonowskie (Casas Lopez et al., 2005).
Przy wigkszych peletkach (o $rednicy 2000-2500 um) wskaznik plynigcia spada
nawet do poziomu 0,4, za$ kiedy peletki sa bardzo drobne (500-1000 pum) dzigki
zastosowaniu wysokiej na poziomie 600 min" predkosci obrotowej mieszadla
(sg to nadal peletki, a nie grzybnia rozproszona), wartosci wskaznika plynigcia
przekraczaja 1 (do 1,5), co wskazuje na tworzenie si¢ ptynu dylatancyjnego.

Podsumowujac, wielo$¢ czynnikow wptywajacych na wiasciwosci reolo-
giczne zawiesin mikroorganizméw strzepkowych sprawia, ze w rdéznych ukta-
dach bioreaktorowych spotyka si¢ odmienne zachowanie ptynu. Inne przyktady
zmiennych wilasciwosci reologicznych zawiesin mikroorganizméw strzgpko-
wych przedstawia skrétowo tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Wybrane przyktady zmienno$ci wtasciwosci reologicznych zawiesin
mikroorganizmow strzepkowych w hodowlach wgtebnych

Zawiesina Literatura Wiasciwosci zawiesiny
mikroorganizmu

Penicillium Deindoerfer i Gaden (1955) Plyn Binghama
chrysogenum

Streptomyces Deindoerfer i West (1960) Plyn niutonowski o lepkosci
noursei 0,04 Pa s

Streptomyces Tuffile i Pinho (1970) W hodowli poczatkowo ptyn

aureofaciens

Binghama (skrobia w podto-
zu), dalej ptyn niutonowski
po hydrolizie skrobi, stajacy
si¢ coraz silniej pseudopla-
styczny wraz ze wzrostem
biomasy

Penicillium Roels et al. (1974) Plyn Cassona

chrysogenum

Aspergillus niger Mitard i Riba (1986) Od ptynu niutonowskiego
przez pseudoplastyczny do
ptynu Binghama zaleznie od
liczby peletek znajdujacej si¢
w ptynie pohodowlanym

Penicillium Ju et al (1991) Plyn pseudoplastyczny

chrysogenum

Aspergillus niger Berovic et al. (1991) Plyn niutonowski do
momentu uformowania si¢
peletek (niskie stezenie
biomasy), nastepnie pseudo-
plastyczny peletki (znaczny
wzrost stgzenia biomasy)

Aspergillus niger Berkman-Dik et al. (1992) Plyn pseudoplastyczny

(odfiltrowana biomasa
zawieszona w wodzie)

Aspergillus terreus

Casas Lopez et al. (2005)

Dylatancyjny (mate peletki)

lub pseudoplastyczny

(wigksze peletki)
Aspergillus niger badania wtasne Plyn silnie pseudoplastyczny
(inulinolityczny) (n =0,2) morfologia rozpro-

szona

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Na koniec nalezy wyraznie stwierdzi¢, jakie sa konsekwencje wynikajace
ze zmiennych wlasciwosci reologicznych i zmiennej lepko$ci zawiesin mikroor-
ganizmoéw strzgpkowych. Ot6z pojawiajg si¢ problemy z mieszaniem zawiesiny
mikroorganizméw strzepkowych, co prowadzi do mniejszej skuteczno$ci napo-
wietrzania fazy cieklej i moze nastgpnie utrudnia¢ dostep tlenu do wszystkich
komorek mikroorganizmow. Tym zagadnieniom zostang poswigcone dwa kolejne
rozdziaty.
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4.2. Mieszanie zawiesin mikroorganizmow strzepkowych

Mieszanie jest operacja mechaniczng, ktorej celem jest zmniejszenie niejed-
norodno$ci w mieszanym ptynie, eliminacja gradientow stgzen, temperatury oraz
ujednolicenie innych wilasciwosci fizykochemicznych. Mieszanie polega na
przesuwaniu porcji materialu mieszanego (np. zawiesiny mikroorganizmow
strzgpkowych) w rézne miejsca przez dziatanie sity mechanicznej wytwarzanej
przez mieszadto. W inzynierii bioreaktorowej w wielu obliczeniach modelowych
oraz podczas wykonywania bilansu bioreaktorow (tych mieszadlowych, jak
i bezmieszadlowych mieszanych przeptywajacg faza gazows) przyjmuje si¢
zatozenie idealnego wymieszania, to znaczy takiego, ze w opisywanej objetosci
zawiesiny nie wystepuja zadne gradienty stezen i temperatury.

Celem mieszania podlozy hodowlanych oraz zawiesin mikroorganizmow
(w tym mikroorganizmoéw strzepkowych) w bioreaktorach w czasie trwania
procesu jest:

e rozpraszanie p¢cherzykow powietrza w celu ich rownomiernej dystrybu-
cji i zapewnienia odpowiedniego poziomu nasycenia tlenem podtoza
(intensyfikacja transportu masy w bioreaktorze),

e utrzymanie mikroorganizmow w stanie zawiesiny,

e intensyfikacja transportu ciepta w bioreaktorze.

Mieszanie rowniez jest niezbedne przy rozpuszczaniu sktadnikéw podtozy przed
inokulacja oraz, gdy taka sytuacja ma miejsce, przy emulgowaniu cieczy nie
mieszajacych si¢ z woda.

Z tego wzgledu, ze poprzez mieszanie dostarczamy energi¢ potrzebng do
ujednorodnienia mieszanego ptynu, podstawowym parametrem charakteryzuja-
cym proces mieszania jest moc mieszania. Moc mieszania zalezy od wielu
czynnikéw, do ktorych naleza wielko$¢ mieszalnika (zbiornika) i mieszadla
oraz ich geometryczne ustawienie, a takze wtasciwosci fizykochemiczne mie-
szanego ptynu. Najlepiej w inzynierii chemicznej poznany jest przypadek
mieszania ptyndéw niutonowskich bez wprowadzania gazu do mieszanej cieczy.
Chociaz prawie nigdy taka sytuacja nie wystepuje podczas mieszania zawartosci
bioreaktoréw, od uproszczonego opisu tego procesu (wigcej szczegotdow mozna
znalez¢é w podrecznikach inzynierii chemicznej) zostana rozpoczete niniejsze
rozwazania.

Do obliczania mocy mieszania stosuje si¢ rownanie kryterialne zlozone
z liczb bezwymiarowych: liczby mocy mieszania (Eulera), liczby Reynoldsa dla
procesu mieszania, liczby Froude’a oraz simpleksow geometrycznych (zalezno-
$ci migdzy $rednica mieszadta, mieszalnika, odleglo$cia mieszadta od dna
mieszalnika oraz wysokoscia topatek mieszadta):

Eu= % (4.3)
py-n;-d;
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2
Rei = nldt—pL (4.9)
Hy
2
Fr=ld, (4.5)
4

gdzie: P — moc mieszania (W), p;, — gesto$é mieszanego ptynu (kg m™),
n; — predkos¢ obrotowa mieszadta (s'), d; — $rednica mieszadta (m), z; — lep-
ko$¢ dynamiczna mieszanego plynu oraz g — stata grawitacji ziemskiej (m s™).
Rownanie kryterialne dla konkretnego przypadku geometrii uktadu przyjmuje
najczesciej postac funkeji:

Eu

o f(Re) (4.6)
Czesto dla uproszczenia przyjmuje si¢ wartos¢ liczby Froude’a rowna 1 (rys. 4.2).

Na rys. 4.2 wyrdznione sg trzy zakresy mieszania: laminarny, przej$ciowy
i burzliwy (turbulentny). Dla obszaru laminarnego moc mieszania zalezy
w znacznej mierze od lepkoSci mieszane] zawiesiny, poniewaz zalezno$¢
miedzy liczbg Eu i Re; jest odwrotnie proporcjonalna (liniowa malejgca
w uktadzie dwulogarytmicznym):

1

Zatem, korzystajac z rownania (4.3) i (4.4), uzyskujemy zaleznos¢:
P=kpy 0 d] (4.8)

gdzie: k, jest stalg.

W pelni rozwinietym zakresie burzliwym liczba mocy mieszania Eu jest
stata 1 nie zalezy od liczy Reynoldsa. Zatem moc mieszania wyznaczona z row-
nania (4.3) wynosi:

P=Eu-p,-n-d’ (4.9)

W tym przypadku moc mieszania jest wprost proporcjonalna do gestosci mie-
szanego ptynu. W obszarze burzliwym wartos¢ liczby Eulera (i moc mieszania)
zalezy jeszcze od tego, czy w mieszalniku sg zainstalowane przegrody zwigksza-
jace burzliwo$¢ mieszania i jednoczesnie moc mieszania (rys. 4.2). We wszyst-
kich zakresach moc mieszania zalezy rowniez od $rednicy mieszadta oraz jego
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predkosci obrotowej z tym, ze w obszarze burzliwym zalezno$¢ ta jest silniejsza
(wyzsze potegi przy tych zmiennych).

log (Eu)
100 A
mieszanie mieszanie mieszanie
laminarne przejsciowe turbulente
10 H
mieszalnik z przegrodami
1 4
mieszalnik bez przegréd
0,1 1
T T T T T >
1 10 100 1000 10000 log(Re)

Rys. 4.2. Zalezno$¢ pomiedzy liczbg mocy mieszania (Eulera) a liczbg Reynoldsa dla
procesu mieszania

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie réznych danych literaturowych.

Aby zapewni¢ efektywne mieszanie, istotny jest dobor wlasciwego miesza-
dta. W bioreaktorach dominujg mieszadta turbinowo-tarczowe Rushtona (stosu-
nek $rednicy mieszadta do mieszalnika wynosi 3). Mieszanie za ich pomoca jest
bardzo sprawne i zapewnia przede wszystkim dobrg dystrybucje pecherzykow
powietrza w bioreaktorze. Najlepiej sprawdzajg si¢ one do ptynow niutonow-
skich o lepkosci nie przekraczajacej 50 Pa s (Holland i Chapman, 1966). Dla
bardziej lepkich zawiesin zalecane jest zastosowanie mieszadel Srubowych
i wstegowych o duzej $rednicy poréwnywalnej ze Srednicg mieszalnika (np.
stosunek $rednicy mieszalnika do mieszadla wynosi 1,02). Na rys. 4.3 zostaty
przedstawione przykladowe mieszadta stosowane w bioreaktorach wraz z ich
charakterystykami mieszania. Nalezy tu zwrdci¢ uwage, ze dla mieszadla wste-
gowego mieszanie odbywa si¢ praktycznie w obszarze laminarnym i przejscio-
wym. Z punktu widzenia mieszania zawiesin mikroorganizméw strz¢pkowych
jest szczegodlnie istotne, w ktorym obszarze si¢ znajdujemy, bo moze pojawic si¢
sytuacja, ze ze wzgledu na wysoka lepkos¢ mieszanego ptynu (zawiesiny mikro-
organizmow strzepkowych) zakres w pelni rozwini¢tego mieszania burzliwego
jest nieosiggalny. Trzeba si¢ wtedy liczy¢ ze zwigkszonym zapotrzebowaniem
na moc podczas mieszania. Dodajmy jeszcze, ze rozwazamy tu na razie tylko
pltyny niutonowskie, nieczgsto wystepujace w bioreaktorach z hodowlami mi-
kroorganizmoéw strzepkowych.
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Rys. 4.3. Charakterystyki mieszadet czgsto stosowanych w bioreaktorach do hodowli
mikroorganizméw, w tym mikroorganizmow strzgpkowych (A); linia przerywana:
mieszadto turbinowo-tarczowe Rushtona (B), linia ciagta mieszadto wstegowe (C)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Doran (2004).

Jezeli mamy do czynienia z plynami nieniutonowskimi w bioreaktorze, to ich
mieszanie istotnie si¢ komplikuje, gdyz trzeba uwzgledni¢ lepkos¢ pozorng
w wyrazeniu na liczb¢ Reynoldsa. NajczeSciej stosowanym modelem reologicz-
nym ptynu dla zawiesin mikroorganizméw strzgpkowych, o czym byta mowa
w rozdziale 4.1, jest ptyn potegowy Ostwalda-de Waele. Wtedy liczba Reynoldsa
przyjmuje postac:

Re =i (4.10)

gdzie pozorna lepko$¢ ptynu dla ptynu potggowego wynosi:

n-1

ﬂa=K7 4.11)

i jest zalezna od szybkosci $cinania y oraz parametrow modelu reologicznego
pltynu K i n.

Przy mieszaniu ptynow potegowych rozrzedzanych §cinaniem, ktérymi sg
najczesciej zawiesiny grzybow strzepkowych i1 promieniowcoOw rosnacych
w formie morfologii rozproszonej, trzeba jeszcze pamigta¢ o jednej sprawie.
Wiadomo, ze lepko$¢ pozorna takiego ptynu zalezy od szybko$ci Scinania (réw-
nanie 4.11), a w bioreaktorze zbiornikowym mieszadlowym rozklad szybkosci
$cinania jest zdecydowanie niejednolity i zalezny od odleglosci od mieszadta.
Najwieksze szybkosci Scinania wystgpuja w bezposrednim sgsiedztwie miesza-
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dta. Wedlug danych Metznera i Taylora (1960) przy predkosci obrotowej
mieszadta o srednicy okoto 10 cm na poziomie 200 min' w odleglosci
ok. 2,5 cm od koncowki mieszadta szybkos$¢ $§cinania jest na poziomie okoto
10 s' za§ dziesigciokrotnie blizej koncowki mieszadta szybkos¢ ta roénie
do powyzej 240 s'. W efekcie pseudoplastyczna zawiesina ma niska lepkosé
i dobrze burzliwie si¢ miesza w bezposrednim sasiedztwie mieszadla. Ale im
dalej od mieszadla w kierunku $cianki bioreaktora, tym szybko$¢ $cinania male-
je 1 plyn staje si¢ bardzo lepki. Dochodzi wtedy do takiej sytuacji jak na rys. 4.4.
Pojawiaja si¢ strefy stagnacji, w ktorych ptyn bardzo stabo si¢ porusza badz
nie porusza si¢ wcale.

Metzner i Otto (1957) zaproponowali prosta linowa zaleznos¢ taczaca sred-

nig szybkos¢ Scinania y , 1 predkos¢ obrotowa mieszadta n;:

Yw=k-n (4.12)

gdzie: k jest stalg zalezng od rodzaju i wielko$ci mieszadta. Zalezno$¢ ta dobrze
opisuje dane eksperymentalne, ale trzeba pamigta¢, ze wystepuje w niej Srednia
szybkos$¢ $cinania w zbiorniku, a lokalne szybkosci §cinania mogg by¢ znacznie
mniejsze lub wigksze od niej, o czym byla mowa powyzej.

Pseudoplastyczne wilasciwosci mieszanej zawiesiny prowadza do niewla-
$ciwego jej wymieszania i niespelnienia zasady idealnego wymieszania w takim
bioreaktorze. Jednym sposobem unikniecia sytuacji lokalnego rozrzedzania
$cinaniem mieszanej zawiesiny jest zmiana geometrii mieszadta. Potrzebne sa
mieszadla wigkszej §rednicy jak na przyktad mieszadta kotwicowe czy miesza-
dta wstegowe (trzeba tylko pamigtac, Ze te ostatnie majg gorsze wilasciwosci
napowietrzajace), a stosunek srednicy mieszalnika do mieszadta dla plynow
niutonowskich na poziomie 3 musi by¢ zmniejszony do 1,6-2.

q

strefa stagnacji
(zawiesina
nie miesza sig)

Rys. 4.4. Mieszanie nieniutonowskiego plynu potggowego pseudoplastycznego, czyli
rozrzedzanego $cinaniem

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Doran (2004).
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Powyzsze rozwazania dotyczace cieczy, do ktorych nie jest doprowadzana
faza gazowa, nalezy jeszcze uzupehic o sytuacje, kiedy napowietrzamy zawie-
sing w mieszalniku (bioreaktorze). Dzigki wprowadzeniu gazu ulega zmniejsze-
niu zapotrzebowanie na moc podczas mieszania. Wynika to z obnizenia gestosci
mieszanego uktadu dzigki pecherzykom gazu. Co wigcej, zmienia si¢ zachowa-
nie hydrodynamiczne cieczy wokot mieszadta. Tworzg si¢ duze przestrzenie
wypelione gazem za lopatkami mieszadta, zmniejszajac opory ruchu ptynu.
Jednakze przypadkowos¢ dyspersji gazow w mieszanych cieczach powoduje,
ze trudno jest uzyska¢ konkretne zaleznos$ci, aby przewidzie¢ zapotrzebowanie
na moc mieszania. Istnieje jednak zalezno$¢ eksperymentalna podana przez
Hughmarka (1980):

-0.20

P F —-0.25 2d4
75:0.10-[ Gj R (4.13)

.V 2
& g'Wi'V3

gdzie: Ps 1 P s3 mocami mieszania odpowiednio cieczy napowietrzanej i niena-
powietrzanej (W), F — objeto$ciowym natezeniem przeplywu powietrza (m’ s™),
n; — predkoscia obrotowa mieszadta (s'), ¥ — objetoscia cieczy w zbiorniku
(m), d; — $rednica mieszadta (m), w; — szeroko$cia topatki mieszadta (m), a g —
przyspieszeniem ziemskim (m s).

Wysoka lepko$¢ niutonowska lub nieniutonowska zawiesin mikroorgani-
zmow strzepkowych hodowanych w bioreaktorach kaze jeszcze zwrdcié szcze-
g6Ing uwaga na efektywnos$¢ procesu mieszania, wyrazang parametrem zwanym
czasem mieszania. Czas mieszania ¢, jest to czas wymagany do osiggnigcia
odpowiedniego stopnia homogenicznosci poczawszy od stanu zupetnego braku
homogeniczno$ci. Mierzy si¢ ja zazwyczaj przez wprowadzenie znacznika do
zbiornika i pomiarze jego stezenia w konkretnym punkcie zbiornika. Zwykle sa
to kwasy, zasady czy tez inne substancje, ktorych obecno$¢ tatwo jest wykrywac
przez wykorzystanie standardowych czujnikow uzywanych w bioreaktorach,
jak np. czujnik pH. Po wprowadzeniu znacznika do zbiornika sygnat czujnika
przyjmuje posta¢ sinusoidy tlumionej, a odlegto$¢ migedzy maksimami na-
zywamy czasem cyrkulacji z.. Z reguly czas mieszania to cztery czasy cyrkula-
cji. Najwazniejsza jest jednak zalezno$¢ iloczynu predkosci obrotowej mieszadta
1 czasu mieszania n;t,, od liczby Reynoldsa dla mieszania. Jest ona szybko ma-
lejacg funkcjg Re; w zakresie od 100 do 40000. Dla wysokich liczb Reynoldsa
staje si¢ ona stata i réwna:

not =- (4.14)

gdzie: ¥ jest objetoscia cieczy (m’), a d; — $rednica mieszadta (m).
Czas mieszania dla bioreaktoréw przemystowych o objetosci rzedu metréw
sze$ciennych miesci si¢ w zakresie od 30 do 120 s, o ile mieszana zawiesina jest
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niezbyt lepka i niutonowska. Idealna sytuacja jest wtedy, gdy czas mieszania jest
mozliwie najkrotszy. W przypadku zawiesin mikroorganizméw strzepkowych
czas mieszania bardziej zalezy od liczby Reynoldsa, a wigc od lepkosci i gesto-
$ci zawiesiny. Moze si¢ on znaczaco wydtuzy¢ nawet do rzedu wielu minut,
jezeli mamy do czynienia z wysokolepka zawiesing, co gorsza, o wlasciwo-
$ciach pseudoplastycznych.

Podsumowujac, morfologia grzybni oraz mieszanie s3 powigzane ze soba
wzajemnymi zalezno$ciami. Z jednej strony st¢zenie i forma biomasy mikroor-
ganizmow strzepkowych silnie wptywa na wlasciwosci reologiczne zawiesiny
przez co i na proces mieszania. Z drugiej za$§ strony naprezenia mechaniczne
zwigzane z procesem mieszania wywoluja tworzenie si¢ takiej, a nie innej formy
morfologicznej, zazwyczaj poprzez fragmentacj¢ strzgpek. Ten efekt jest zwia-
zany z trojetapowym mechanizmem procesu mieszania. Ze wzgledu na to,
ze intensywnos$¢ mieszania moze by¢ czynnikiem stuzacym kontrolowaniu mor-
fologii grzybni, to oddzialywanie procesu mieszania na morfologi¢ grzybni
przez napre¢zenia mechaniczne zostanie omowione w rozdziale 5.1.3.

4.3. Napowietrzanie bioreaktorow: konwekcja i dyfuzja
tlenu w bioreaktorze

Zawiesina mikroorganizmow w bioreaktorze jest uktadem trojfazowym.
W fazie cieklej, ktorej dominujacym sktadnikiem jest woda, zawieszone sg roz-
nej wielkosci komoérki mikroorganizmow, stanowigce faze statg. W przypadku
mikroorganizmoéw strzgpkowych, jak promieniowce i grzyby strzgpkowe zakres
tych wielkosci jest do$¢ duzy zaleznie od tego, czy mamy do czynienia z morfo-
logia rozproszona, czy zwarta (peletki). Zawiesina ta zawsze jest napowietrzana,
bo grzyby strzepkowe i promieniowce sg organizmami tlenowymi. Powietrze
jest wprowadzane do bioreaktora w postaci drobnych pecherzykéow poprzez
perforowana rurke zwang betkotka. Zatem w powigzaniu z morfologia mikroor-
ganizmow strzepkowych wytania si¢ zagadnienie transportu tlenu od pgcherzyka
powietrza do miejsca reakcji biochemicznej z udziatem tlenu w zywej komorce.
Na rys. 4.5 przedstawiono schematycznie wszystkie etapy transportu tlenu
w bioreaktorze.

Podczas ilosciowej analizy przenoszenia masy zawsze wazne jest, aby okre-
sli¢ etap najwolniejszy. Caty proces jest tak szybki, jak szybki jest najwolniejszy
Z jego etapow, zwany etapem limitujagcym. Etapy (1) i (2) nigdy w bioreaktorach
nie s limitujace. W pecherzyku powietrza faza gazowa porusza si¢ ruchem tur-
bulentnym i nie wystepuja zadne gradienty stezen tlenu. Rowniez przenoszenie
masy (tlenu) przez granice faz gaz-ciecz jest nielimitujace ze wzgledu na to,
ze grubo$¢ granicy faz jest bardzo mata. Trzeci etap, czyli transport tlenu
w cieklej btonce jest zawsze etapem limitujagcym szybkos¢ catego procesu prze-
noszenia tlenu w bioreaktorze, jezeli mikroorganizmy nie tworza zadnych
aglomeratow.
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Rys. 4.5. Etapy transportu tlenu w bioreaktorze od pgcherzyka powietrza do mikroorga-
nizmu strzgpkowego (peletka lub wolne strzgpki): (1) konwekcja wewnatrz pecherzyka
powietrza (warunki przeptywu turbulentne), (2) dyfuzja przez granic¢ faz gaz-ciecz,
(3) konwekcja w ciektej btonce (warunki przeptywu laminarne), (4) konwekcja w fazie
cieklej (warunki przeptywu turbulentne), (5) konwekcja przez ciekla btonke otaczajaca
komorki mikroorganizmu (strzepki) lub ich aglomeraty (peletki), (6) dyfuzja przez
granic¢ faz ciecz-ciato stale; (7) dyfuzja wewnatrz peletek lub strzgpek, (8) miejsce
reakcji biologicznej

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Doran (2004).

Napowietrzanie podtoza hodowlanego w bioreaktorze to z punktu widzenia pro-
cesow jednostkowych inzynierii chemicznej absorpcja gazu w cieczy. Najcze-
$ciej opisuje si¢ ten proces modelem dwubtonkowym Whitmanna. Poniewaz tlen
nalezy do gazow Zle rozpuszczalnych w wodzie, opory ruchu masy wystepuja
po stronie fazy cieklej. Dlatego wspdtczynnik przenikania tlenu od fazy gazowe;j
do fazy ciektej, bedacy miarg iloSciowa procesu, mozna z dobrym przyblizeniem
zastapi¢ iloczynem wspotczynnika wnikania masy k; po stronie fazy cieklej
i powierzchni wlasciwej wymiany masy a, czyli k;a. Doktadniej, k; jest wspot-
czynnikiem wnikania masy wyrazonym najczesciej w m s™, za$ a jest wlasciwa
powierzchnig wymiany masy m~ m~. Zatem strumien tlenu doprowadzonego
do fazy cieklej bioreaktora jest okre§lany jako OTR (oxygen transfer rate), jest
opisany réwnaniem:

OTR = k,a-(cp, —c,, ) (4.15)

gdzie: C;z jest maksymalnym stgzeniem tlenu w podtozu w danych warunkach

(mg O, 1" lub g O, m™) za$ Co, Jest aktualnym stezeniem tlenu w podtozu
(mg O, 1" lub g O, m?).
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Aby wlasciwie napowietrzy¢ bioreaktor, czyli zeby zapewni¢ co najmniej nieze-
rowe badz zadane na okreslonym poziomie stezenie tlenu w podtozu hodowla-
nym, szybko$¢ transportu tlenu OTR musi by¢ wyzsza od szybko$ci pobierania
tlenu OUR (oxygen uptake rate) przez mikroorganizm zgodnie z bilansem tlenu
w bioreaktorze o dzialaniu okresowym:

dc,
>~ =0OTR-OUR (4.16)
dt
de,, . 1
= =kLa'(COZ_COZ)_E'/”'CX (4.17)

gdzie: Yyo jest wspolezynnikiem wydajnosci biomasy na tlenie (g X g 0,™),
1 — jest wlasciwa szybkoscia wzrostu biomasy (h), za$ cy stezeniem biomasy
(g X I'") w bioreaktorze.

Wyznaczanie wspotczynnika wnikania masy dla tlenu &k, oraz wtasciwej po-
wierzchni wymiany masy a nie jest tatwe. Wlasciwa powierzchnia wymiany
masy moze by¢ okre$lana na podstawie zatrzymania gazu w cieczy (hold-up),
bedacego stosunkiem objetosci fazy gazowej w bioreaktorze do sumy objetosci
obu faz: cieklej i gazowej. Natomiast k;, wystepuje w rownaniach kryterialnych
laczacych liczby Sherwooda, Reynoldsa i Schmidta i przez to zalezy od parame-
trow fizykochemicznych ptynu, warunkéw hydrodynamicznych oraz wspot-
czynnika dyfuzji w cieczy. Z tego wzgledu rzadko wyznacza si¢ te wielko$ci
osobno. W inzynierii bioreaktorowej stosuje si¢ wyznaczenie iloczynu k,a, czyli
ilosciowej miary konwekcyjnego transportu tlenu od pecherzyka powietrza do
podtoza hodowlanego. Wyznaczenie k;a dokonuje si¢ najczes$ciej metoda dy-
namiczng z wykorzystaniem rownan bilansu tlenu w bioreaktorze (4.16) i (4.17).
W czasie hodowli odcina si¢ doptyw powietrza, zerujac OTR, i wyznacza
warto$¢ OUR (nachylenie linowego spadku nasycenia tlenem podtoza wskutek
braku napowietrzania). Po przywroceniu doptywu powietrza nastepuje krzywo-
liniowy wzrost nasycenia tlenem podtoza odpowiadajacy wzajemnemu stosun-
kowi wartosci OUR i OTR.

Znajomos$¢ wartosci k a w danej hodowli jest istotna. Od niej zalezy, czy
jest mozliwe dostarczenie odpowiedniej ilosci tlenu wymaganej przez dany
mikroorganizm. Jednoczesnie wiele czynnikoéw wplywa na wartos¢ wspotczyn-
nika kza. Sa to parametry fizykochemiczne ptynu oraz sterowalne parametry
procesowe, jak szybko$¢ napowietrzania (vvm, .., 1"'min™) i predkosé¢ obroto-
wa mieszadta. Do tych czynnikow jeszcze oczywiscie nalezy morfologia danego
mikroorganizmu strzepkowego, ale niebezposrednio, lecz przede wszystkim
poprzez wlasciwosci reologiczne zawiesiny, o ktorych byta mowa w rozdziale
4.1. Wzrost grzybni w formie rozproszonej prowadzi do znaczacego pogorsze-
nia warunkéw wnikania tlenu i spadku wartosci k;a ze wzgledu na znaczny
przyrost lepko$ci zawiesiny, jej nieniutonowskie wlasciwosci 1 pogorszenie
efektywnosci mieszania zawiesiny w bioreaktorze. Stad przy wysokich lepko-
sciach mozna, a nawet nalezy, zwigksza¢ szybko$¢ napowietrzania oraz inten-
sywno$¢ mieszania (predkos¢ obrotowa mieszadla). Nie ma jednak gwarancji,
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ze zostanie uzyskany pozadany efekt przy duzych stezeniach rozproszonej
biomasy grzybni.

Kolejne etapy transportu tlenu przedstawione na rys. 4.5 nie sa etapami
limitujgcymi, o ile mamy do czynienia z grzybnig o morfologii rozproszonej,
a mieszanie w bioreaktorze przebiega bez zaktocen. Wtedy fazy ciekla i stala
(zawiesina) sg w bioreaktorze idealnie wymieszane (etap 4), wielkos¢ (grubosc)
pojedynczych strzepek grzybni, a przez to grubo$¢ blonki ciektej je otaczajacej
(etap 5), jest bardzo mata, pokonanie przez tlen granicy ciecz ciato state (etap 6)
nie stanowi problemu, za$ dyfuzja tlenu (etap 7) w ciele staltym (strzgpka) do
miejsca reakcji (etap 8) jest natychmiastowa ze wzgledu na rozmiar strzepki
(kilka mikrometrow).

Inaczej przedstawia si¢ sprawa transportu masy na etapach od 3 do 8, jezeli
mamy do czynienia z morfologia zwartg, czyli wtedy, gdy grzybnia ro$nie
w postaci peletek o wielkosci od kilkuset mikrometréw do kilku milimetrow.
W tej sytuacji lepkos¢ podtoza nie rosnie tak szybko, a zawiesina moze miec¢
wlasciwos$ci niutonowskie lub stabo nieniutonowskie. Etap 4 oraz etap 6 nie
rozni si¢ od poprzedniego przypadku (rys. 4.5), ale nie mozna jednoznacznie
powiedzie¢, czy transport tlenu na etapie 3 jest rzeczywiscie etapem limituja-
cym. W przypadku takich makroskopowych skupisk biomasy, jak peletki, moga
si¢ pojawi¢ opory ruchu masy w btonce cieklej otaczajacej peletke (etap 5). Wy-
razone s3 one ilosciowo przez iloczyn wspolczynnika wnikania masy od fazy
ciektej do fazy statej oraz wtasciwej powierzchni wnikania masy ksa, w rowna-
niu opisujgcym szybkos¢ transportu tlenu do peletki OTRp:

OTR, =kga-(c, —cf) (4.18)

gdzie: ¢, —aktualne stezenie tlenu w zawiesinie (mg O, 1" lub g O, m™), céf)—

stezenie tlenu na powierzchni peletki (mg O, I lub g O, m™).

Inaczej niz w przypadku k,a, wyznaczenie wspotczynnika wnikania masy ksa
jest tatwiejsze. Przede wszystkim dobrze znana jest wiasciwa powierzchnia
wymiany masy, gdyz bardzo tatwo mozna zmierzy¢ S$rednig $rednice peletki.
Jezeli mamy do czynienia z czgstkami (peletkami) znajdujgcymi si¢ w bioreak-
torze zbiornikowym mieszadtowym, to wspotczynnik wnikania masy mozna
wyznaczy¢ z ponizszych rownan kryterialnych (van’t Riet i Tramper, 1991):

S = \/4+1.21~(ReP-Sc)°'67 dla  Re,Sc<10* (4.19)

lub
Sh=2+0.6-Re,” - Sc"> dla  Re, <10’ (4.20)

gdzie:
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_ DP Up Py
H

Re, (4.21)

jest liczbg Reynoldsa dla czgstki: Dp — $rednica czastki (m), up; — predkosc
ruchu czastki wobec fazy cieklej (m s™), p; i 1, odpowiednio gestosé¢ (kg m™)
1 lepkos$¢ cieczy (Pa s),

_kS'DP

D,

Sh (4.22)

jest liczba Sherwooda dla czastki: D,y — efektywny wspotczynnik dyfuzji dla
cieczy (m” s™) zas

Se=—t (4.23)
pL : Deff

jest liczbg Schmidta.

Ze wzgledu na to, ze predkos¢ up; jest w praktyce niewyznaczalna, okresla si¢
warto$¢ liczby Reynoldsa dla czastki w danym uktadzie na podstawie liczby
Grashofa (van’t Riet and Tramper, 1991):

_8 D p(Pr-p1)

Gr > (4.24)
Hy
korzystajac z nastgpujgcych zaleznosci:
Re, = ?—; dla Gr<36 (4.25)
Re, =0.153-Gr""' dla  36<Gr<8-10* (4.26)
Re, =1.74-Gr"’ da 810" <Gr<3-10° (4.27)

Najczgsciej jednak do okreslenia tego, na ile opory ruchu masy wptywaja na
szybko$¢ zuzywania tlenu, najtatwiej jest si¢ postuzy¢é wspotczynnikiem efek-
tywnosci zewngtrznej definiowanej jako:

($)
7"02

My =2 (4.28)

56



4. Wptyw morfologii mikroorganizméw strzgpkowych na prowadzenie. ..

gdzie: r(;f jest szybko$cia zuzywania tlenu, gdyby stezenie tlenu w calej peletce

byto rowne jego stezeniu na powierzchni peletki céf), za$ réf)

zuzywania tlenu, gdyby jego st¢zenie w catej peletce byto réwne temu w rdzeniu

cieczy cgf) oraz bezwymiarowym modutem (2:

jest szybkoscia

(4.29)

gdzie rgfs jest obserwowang szybkoscig zuzywania tlenu (mg O, "' s7), za$ Vp

i S» odpowiednio objetoscia (m’) i polem powierzchni (m?) peletki. Jesli warto$é

. . . . . . (B s
modutu (2jest znacznie mniejsza od 1, to oznacza, ze st¢zenia c(oz) oraz céz)

s3 sobie rowne i zewngtrzne opory ruchu masy sg pomijalne.

Etap 7 (rys. 4.5) moze by¢ kolejnym etapem limitujacym. Dyfuzja substra-
tow (w tym tlenu) poprzez struktur¢ grzybni jest powolna ze wzgledu na
dtugos¢ drogi dyfuzji. W takich przypadkach rowniez trzeba ustali¢, czy proces
jest limitowany dyfuzyjnymi oporami ruchu masy w peletce (rezim dyfuzyjny),
czy tez wolniejsza jest reakcja biologiczna (etap 8) w samej peletce (rezim kine-
tyczny). Zagadnienie to polega na rozwigzaniu bilansu tlenu w stanie ustalonym
dla peletki (Karel et al., 1985):

2 P P
c dc
Dg‘f{ e df}_’”oz"”z:O (430)

gdzie: D,z — efektywny wspotczynnik dyfuzji (m® ), » — promien peletki (m),
ng — stezenie tlenu w peletce (mg O, 1), To,~ szybkos¢ reakcji biologicznej
zachodzacej w peletce zwiazanej z wykorzystywaniem tlenu (mg O, I s™).
Zazwyczaj stosuje si¢ trzy rodzaje modeli biologicznych: model Michaelisa
Menten w postaci rownania:

P

=m0, 4.31)
o, o P .
: : Co, +K,,

lub jego przyblizenia jako réwnanie kinetyczne rzedu zerowego
Ty, = ,,Orr:ax (4.32)

lub rzedu pierwszego:

ro=rm el (4.33)
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Tylko w tych dwoch ostatnich przypadkach réwnanie 4.30 ma rozwigzanie
analityczne. Rezim procesu okresla si¢ poprzez obliczenie wartosci wspotczyn-
nika efektywnosci wewngetrznej (Bischoff, 1965):

obs
14 0,

n = (4.34)

7, 0,

gdzie jest rgfs jest obserwowang szybkoscia reakcji, za$ ”o(f) jest maksymalng

mozliwg szybkos$cig reakcji (przy st¢zeniu tlenu w calej peletce rownym temu
na jej powierzchni) oraz znalezienie warto$ci uogdlnionego modutu Thielego
(Thiele, 1939; Aris 1965), ktory na przyktad przy przyjeciu kinetyki Michaelisa-
Menten oraz sferycznego ksztattu peletki oblicza si¢ ze wzoru:

_ R . I”On;ax ' 1 . . i )
¢M—3,\/§ D, <, (Hﬂj [1+ﬂ ln(ﬂ+lﬂ (4.35)

gdzie R jest promieniem peletki (m), a S jest stosunkiem statej Michaelisa do
stezenia substratu (tlenu) na powierzchni peletki:

K
f=—u (4.36)

002

Wyznaczenie modutu Thielego wymaga jednak znajomosci efektywnego wspot-
czynnika dyfuzji oraz, co jeszcze wazniejsze, przyje¢cia, wiasciwej kinetyki
reakcji biologicznej. Jesli kinetyka reakcji biologicznej jest niemozliwa do okre-
$lenia lub nietypowa lepiej jest skorzysta¢ z obserwowalnego modutu Thielego
zwanego tez modulem Weisza @ (Weisz, 1973), w ktérym wprowadza sig,

. . 7z .- b:
analogicznie do modutu (2, obserwowang szybkos¢ reakcji 7 :

2

2 obs
V 7,
D= (_PJ O—zs (4.37)
S, Deff. “Co,

Warto§¢ modutu Weisza okresla rezim reakcji. Zatem jezeli @< 0,3, to 7, = 1
i wewngtrzne opory ruchu masy sa pomijalne. Jezeli @> 3, to 7; << 1 i we-
wnetrzne opory ruchu masy sg znaczace. W zakresie 0,3 < @< 3 jest wymagana
szczegblowa analiza, aby oceni¢ wplyw oporéow ruchu masy i szybkos$é
reakcji biologicznej.

Najtrudniejszym zagadnieniem w okresleniu rezimu procesu z udziatem mi-
kroorganizmow strzgpkowych rosnacych w formie makroskopowych peletek jest
uzyskanie odpowiednich danych eksperymentalnych, przede wszystkim ekspe-
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rymentalne wyznaczenie efektywnego wspotczynnika dyfuzji czy wspotczynni-
kéw wnikania masy. Niezbgdne jest do tego wyznaczenie stezenia tlenu na po-
wierzchni peletki, profilu st¢zenia tlenu w calej peletce, czy tez zmian w czasie
stezenia tlenu wewnatrz peletki. Jest to mozliwe z wykorzystaniem specjalnych
umieszczonych na mikromanipulatorach mikroelektrod tlenowych, ktorych
wierzchotek ma $rednice rzedu mikrometrow. Pionierskie badania na ten temat
przeprowadzili Wittier ze wspotpracownikami juz w roku 1986. Zmierzyli oni
profile tlenu w peletkach Penicillium chrysogenum w obecnos$ci i bez przeptywu
cieczy wokot peletek (Wittier et al., 1986). Pomiary profilu stezenia tlenu odnie-
$li do struktury peletek zbadanej technikami histologicznymi oraz sformutowali
model matematyczny procesu transportu tlenu w peletkach. Hille et al. (2009)
przedstawili metode pomiaru efektywnego wspotczynnika dyfuzji w peletkach
Aspergillus niger z wykorzystaniem dwoch mikroelektrod tlenowych oraz obli-
czen na podstawie drugiego prawa Ficka. Wartosci efektywnych wspotczynni-
kow dyfuzji w peletkach grzybow strzepkowych sg rzedu 10°-10"° m* s
Badania z uzyciem mikroelektrod tlenowych prowadzone dla peletek Aspergil-
lus terreus wykazaly na podstawie obliczen modutu Weisza, ze wzrost biomasy
jest limitowany dyfuzja tlenu w peletce, nawet jezeli §rednica peletki nie prze-
kracza 2000 pm (Gonciarz i Bizukojé¢, 2014). Przyktadowy profil st¢zenia
tlenu w peletce oraz w warstwie granicznej (btonce cieklej) zostal przedstawiony
narys. 4.6.

peletka warstwa

D,=1600 um graniczna rdzen fazy ciektej

H-0—0—0—0—0—0—0—<

o
1

1
~
1

m%z )

o
1

Stezenie tlenu (

T T T T v T y T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600/ 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
dlegtos¢ od srodka peletki (um)

Rys. 4.6. Profil stezenia tlenu w peletce Aspergillus terreus ATCC 20542 uzyskany
podczas pomiaru mikroelektroda tlenowa w warunkach braku przeptywu

Zrodto: opracowanie wlasne.
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Zastanowi¢ si¢ jeszcze nalezy, w jaki sposob mozna zintensyfikowaé ruch
masy w bioreaktorach, w ktorych mikroorganizm strzepkowy rosnie w postaci
peletek. Przede wszystkim zard6wno na wewnetrzny, jak 1 zewngtrzny wspot-
czynnik efektywnosci ma wplyw szybkos$¢ reakcji biologicznej. Im jest ona
mniejsza (na pierwszy rzut wyglada to na paradoks, ale wyraznie na to wskazuja
rownania 4.29 i 4.37), tym mniejsza jest szansa, ze opory ruchu masy beda od-
grywac znaczacg role. Oczywiscie zbyt mata szybko$¢ zuzywania substratow
(tlenu), a co za tym idzie calego metabolizmu, moze negatywnie wptyna¢ na
efektywnos$¢ procesu bioreaktorowego. W przypadku oporow zewnetrznych
intensyfikacja ruchu masy jest rowniez zwigzana ze wzrostem wspotczynnika
wnikania masy oraz stezeniem substratu (tlenu) w rdzeniu cieczy. Jedno i drugie
mozna 0siagnac przez zwigkszenie burzliwosci przeptywu wokot peletek, czyli
intensywnos$ci mieszania w bioreaktorze. Zwigkszenie st¢zenia tlenu na po-
wierzchni peletki rowniez intensyfikuje wewnetrzny ruch masy poprzez zwigk-
szenie sity napgdowej procesu. Mozna to uzyskaé przez wzbogacenie w tlen
powietrza uzywanego do napowietrzania w bioreaktorze.

Last but not least, bardzo duzo zyskuje si¢ poprzez zmniejszenie wielkosci
peletek (wptywa to zaréwno na zewnetrzne, jak i wewngtrzne opory ruchu ma-
sy) oraz zmiang ich struktury (zmniejszenie oporow dyfuzji wewnatrz peletki
dzigki wzrostowi efektywnego wspotczynnika dyfuzji), czyli innymi stowy,
poprzez zmiang¢ morfologii grzybni. Stad pomyst sterowania morfologia grzybni
poprzez techniki inzynierii morfologicznej w celu zmiany morfologii zwartej
z wigkszych do mniejszych peletek, czy wrecz do grzybni rozproszonej jest
w tym przypadku w petni uzasadniony. Jednakze, biorac dodatkowo pod uwage
trudnos$ci z wnikaniem tlenu od pecherzyka powietrza do podtoza, szczegdlnie
w uktadach z morfologia rozproszona, moze by¢ ostatecznie trudno jednoznacz-
nie stwierdzi¢, ktéra forma morfologiczna grzybni jest korzystniejsza, jednocze-
$nie z punktu widzenia mieszania zawiesiny w bioreaktorze i transportu tlenu od
pecherzyka powietrza do komoérek mikroorganizmu oraz biosyntezy pozadanego
metabolitu badz enzymu. Wymaga to szczegdtowej analizy uktadu z konkret-
nym mikroorganizmem strzepkowym. Ale i tak forma morfologiczna grzybni
pozostaje najwazniejszym czynnikiem wpltywajacym na mieszanie i napowie-
trzanie bioreaktoréw, a to, ktora forma morfologiczna pozwoli na lepsza wydaj-
no$¢ biosyntezy metabolitu, generalnie zalezy od tego, w jakim stopniu tlen
odgrywa role w biosyntezie pozadanego zwiazku.
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strzepkowych

Sterowanie to oddzialywanie przez odpowiednie czynniki na dany obiekt
tak, aby osiggng¢ pozadany cel. Obiektem sterowania w ponizszych rozwaza-
niach sg komoérki mikroorganizmow strzepkowych rosngce w hodowli wglebne;.
Celem sterowania jest uzyskanie optymalnej, z punktu widzenia prowadzenia
procesu oraz wydajnosci biosyntezy pozadanych metabolitow i enzymow, mor-
fologii mikroorganizmu. Czynniki (metody, sposoby), za pomocg ktoérych moz-
liwe jest sterowanie morfologia mikroorganizmow strzgpkowych, zostang
omoéwione w tym rozdziale.

W literaturze naukowej opisano szereg metod sterowania morfologig mi-
kroorganizmow strzgpkowych. Zostaty one zestawione w tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Metody sterowania morfologia promieniowcow i grzybow
strzepkowych oraz wybrane przyktady ich zastosowan

Metoda Mikro- Mechanizm dzialania Literatura
organizmy
Metody tradycyjne
Zmiana st¢zenia Aspergillus Szybko$¢ agregacji spor Tucker i Thomas (1992)
(liczby, gestosei) terreus zalezy od stg¢zenia spor, Nielsen et al. (1995)
spor w inokulum, | Aspergillus co powoduje zmiang Papagianni i Mattey (2004)
prekulturze lub niger wielkosci peletek Grimm et al. (2004)
wilasciwej hodowli |Rhizopus lub nawet ich Liu ef al. (2008)
oryzae nieutworzenie Bizukoj¢ i Ledakowicz
(2010)
Poziom pH Aspergillus Zmiana pH silnie oddziatuje | Galbraith i Smith (1969)
i zmiany poziomu | terreus na agregacj¢ spor, zmieniajac | Vecht-Lifshitz ez al. (1990)
pH podioza Aspergillus wilasciwosci powierzchniowe | Carlsen et al. (1996)
niger pojedynczych spor, przez co | Mainwaring et al. (1999)
Aspergillus tworza si¢ albo peletki albo Papagianni (2004)
oryzae grzybnia rozproszona Grimm et al. (2005)
Streptomyces
tendae
Naprezenia Aspergillus Naprezenia mechaniczne Mitard i Riba (1986)
mechaniczne oryzae zaleza od szybkosci Nielsen i Krabben (1995)
zwigzane Aspergillus napowietrzania oraz predkosci | Nielsen et al. (1995)
Z mieszaniem terreus i mocy mieszania zawiesiny | Lejeune and Baron (1995)
i napowietrzaniem | Aspergillus mikroorganizméw Cui et al. (1998)
podtoza niger w bioreaktorze; powoduja Papagianni ef al. (1998)
w bioreaktorze Trichoderma | zaklocenie procesu agregacji | Amanullah ef al. (2002),
reesei spor oraz destrukcje juz Wang et al. (2003)
Penicillium utworzonych aglomeratow Kelly et al. (2004)
chrysogenum Casas Lopez et al. (2005)

Kelly et al. (2006)
Li ef al. (2008)
Lin et al. (2010)
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Tabela 5.1 (cd.)

Metody nowoczesne (inzynieria morfologiczna)

Hodowla Aspergillus Polega na oddziatywaniu Kaup et al. (2008)
z mikroczastkami niger mikroczastek na aglomeracj¢ | Driouch et al. (2010a)
mineralnymi Caldariomyces | spor lub strzgpek, co daje Driouch et al. (2010b)
(microparticle- fumago mozliwos$¢ sterowania Driouch et al. (2011)
enhanced Aspergillus procesem przez dobor stezen | Driouch et al. (2012)
cultivation, terreus i wielkosci czastek przy Gonciarz i Bizukoj¢ (2014)
MPEC) Trichoderma | danej liczbie spor; powoduje | Gao et al. (2014)
atroviridae zmniejszenie $redniej Etschman et al. (2015)
Aspergillus $rednicy peletek az do Gonciarz et al. (2016)
ficcum przejscia grzybni do Antecka et al. (2016)
Aspergillus morfologii rozproszonej Coban et al. (2015)
sojae Coban i Demirici (2016)
Cerrena Yatmaz et al. (2016)
unicolor
Pleurotus
sapidus
Mortierella
isabelina
Rhizopus
oryzae
Zmiana Aspergillus Cisnienie osmotyczne zmienia | Wucherpfennig et al.
osmolalnosci niger oddziatywanie migdzy (2011)
podtoza przez sporami i strzgpkami
dodatek chlorku zmniejszajac srednice peletek;
sodu dodatkowo wptywa na
fizjologie komorek
Zmiana lepkosci Streptomyces | Zmiany wlasciwosci O’Cleirigh et al. (2005)
(przez dodatek hygroscopicus | fizykochemicznych podtozy | Dobson et al. (2008)
naturalnych var. geldanus | utrudniaja proces agregacji
polimerow) spor zmniejszajac wielkos¢
i napigcia po- peletek
wierzchniowego
(przez dodatek
syntetycznych
Srodkow
powierzchniowo
czynnych) podtoza
hodowlanego

Zmiany genetyczne

Aspergillus
oryzae
Aspergillus
glaucus
Streptomyces

sp.

Delecja badZ wzmocnienie
odpowiednich genow wplywa
na wzrost i roznicowanie si¢
strzgpek grzybni, przez co
silnie zmienia morfologig
mikroorganizmu

Miiller et al. (2002a)
van Wezel et al. (2006)
Cai et al. (2014)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie Krull et al. (2013), zaktualizowane.

Metody te mozna podzieli¢ na dwie grupy: metody tradycyjne oraz metody
nowoczesne (Krull ef al., 2013). Te tradycyjne sg znane od lat 60. XX wieku i,
ogblnie rzecz biorgc, polegaja na wykorzystaniu czynnikoéw procesowych
i srodowiskowych, ktore maja wpltyw na ksztattowanie si¢ morfologii mikroor-
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ganizmow strzepkowych w hodowlach wglebnych. Wobec tych metod w 6wcze-
snej literaturze przedmiotu nie uzywano okres§lenia inzynieria morfologiczna.
Metody nowoczesne, to te, o ktorych méwigc, zwykle uzywa si¢ w literaturze
pojecia inzynieria morfologiczna lub inzynieria morfologii (tabela 5.1).

5.1. Tradycyjne metody sterowania morfologia
mikroorganizmow strzepkowych

5.1.1. Liczba spor w podlozu

Najsilniejszym czynnikiem oddziatujgcym na wielko$¢ aglomeratow (pele-
tek) mikroorganizmoéw strzgpkowych w hodowli wglebnej jest liczba spor
wprowadzonych do podloza zwana gestoscig inokulum. Wyrazana jest ona
jako liczba spor na objeto$¢ podloza. Dla grzybow strzepkowych waha si¢
zazwyczaj od 107 do 10" 1"'. Niezaleznie od tego, czy hodowla jest dwuetapowa
(prekultura — podtoze produkcyjne), czy tez inokulacja jest prowadzona bezpo-
srednio ze spor, to uzyskane zalezno$ci wptywu liczby spor na morfologi¢ mi-
kroorganizmow sa podobne.

llosciowa zalezno$¢ miedzy liczba spor wprowadzonych do podioza a licz-
ba 1 wielkoscia utworzonych peletek zalezy przede wszystkim od mechanizmu
tworzenia aglomeratow przez dany mikroorganizm. Znane sg orientacyjne war-
tosci granicznych gestosci inokulum, przy ktorych obserwuje si¢ morfologie
zwartg (peletki). Dla grzybow strzgpkowych z rodzaju Aspergillus (Aspergillus
niger) dla liczby konidiospor ponizej 10" 1" formuja si¢ peletki (van Suijdam
et al., 1980), natomiast Penicillium chrysogenum tworzy peletki, gdy konidio-
spor jest mniej niz 10" I'' (Calam, 1987). Tucker i Thomas (1994) wykazali,
ze gwaltowne przej$cie pomigdzy morfologia rozproszong i zwartg dla Penicil-
lium sp. wystgpuje przy liczbie 5-10° konidiospor na litr. Te odmienne liczby
spor, przy ktorych nastepuje zmiana morfologii, wynikaja z tego, ze u Aspergillus
sp. mamy do czynienia z mechanizmem koagulacyjnym tworzenia peletek, zas
u Penicillium sp. z aglomeracja wykielkowanych strzepek.

Dla grzybow tworzacych peletki w sposob koagulacyjny, jak Aspergillus,
wystepuje prosta zaleznos¢: im wiegcej konidiospor danego grzyba strzepkowego
wprowadzi si¢ do podltoza, tym mniejsze peletki powstang. Dodatkowo tych
mniejszych peletek w jednostce objetosci bedzie zawsze wigcej niz wigkszych.
W literaturze mozna réwniez spotkaé zaleznosci ilosciowe wiagzace liczbe spor
uzytych do inokulacji z liczbg uzyskanych z nich peletek. Na przyktad dla
Aspergillus terreus wytwarzajgcego lowastatyne w hodowli dwuetapowej (pre-
kultura-podtoze produkcyjne) istnieje zalezno$¢ (Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2010):

n,=448-10°-(+2.85-107)-n, (5.1)

gdzie: n, 1 n, s3 odpowiednio liczba konidiospor uzytych do inokulacji i liczba
uzyskanych peletek. Wynika z niej, ze liczba utworzonych peletek rosnie
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liniowo wraz z liczbg wprowadzonych spor. Jednak zalezno$¢ miedzy $rednig
srednicg peletek a liczbg wprowadzonych spor jest nieliniowa (rys. 5.1).

4,0 -
3,54
3,04

2,54

Srednica peletek (mm)

2,04

1,0 e — ———
10° 10" 10"

Liczba konidiospor w prekulturze (I‘1)

Rys. 5.1. Zalezno$¢ pomigdzy liczba spor wprowadzona do prekultury a $rednig $rednica
peletek Aspergillus terreus w podtozu produkcyjnym; stosunek inokulacji prekultury do
podtoza produkcyjnego 7:150

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie danych zawartych w Bizukoj¢ i Ledakowicz,
(2010).

Wazrost liczby konidiospor w inokulum zwigksza w pewnym zakresie szyb-
ko$¢ ich aglomeracji, co zostato wykazane w badaniach nad Aspergillus niger,
w ktorych wykorzystywano laserowg technike zliczania czastek (Grimm et al.,
2004). Tworzenie aglomeratow jest dwufazowe, co zostalo juz opisane w roz-
dziale 2.3.2, a w drugiej fazie aglomeracji szybkos¢ agregacji czastek (aglomera-
tow konidiospor) ro$nie wraz z ich liczbg w zawiesinie, osiggajgc maksimum na
poziomie okoto 3,5-10° konidiospor na litr. Powyzej tej liczby szybko$¢ agrega-
cji zaczyna wyraznie male¢ (rys. 2.11).

W przypadku wystepowania mechanizmu aglomeracji strzgpek, jak u Peni-
cillium sp., wykazano, ze przy malej liczbie spor liczba aglomerujgcych strzepek
jest niewielka, co sprawia, ze peletki s3 mniejsze. Wraz ze wzrostem liczby
strzgpek wywotanej wzrostem liczby spor tworzg si¢ wigksze peletki. Zatem ta
zalezno$¢ jest odwrotna niz u grzybow tworzacych peletki koagulacyjnie
(Nielsen et al., 1995). Istnieja jednak rowniez dane pokazujace u Penicillium sp.
zalezno$¢ migdzy liczbg konidiospor i wielko$cig aglomeratow podobng jak
u grzybow z rodzaju Aspergillus. Badania prowadzone dla Penicillium chryso-
genum w jednostopniowej hodowli wstrzasanej w zakresie gestosci inokulum od
5-10" do 1-10° 1" pokazaty, ze ponizej 2,5-10% "' praktycznie wszystkie czastki
grzybni byly w formie zwartej, tworzac peletki o polu powierzchni rzutu
0,55-0,7 mm’. Ta wyzej wspomniana gestos$é inokulum okazata sie warto$cia
graniczng, powyzej ktorej konczyla si¢ dominacja form zwartych, a wielkos¢
czgstek grzybni mierzona ich polem powierzchni ich rzutu obnizata si¢ do wiel-
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kosci ponizej 0,1 mm’, przechodzac stopniowo do formy rozproszonej. Dodat-
kowo okazato si¢, ze zwigkszenie gestosci inokulum wptywa na catkowitg dhu-
gos¢ strzepek (fotal hyphal length) oraz zwigkszenie liczby wierzchotkdéw
i dlugosci HGU (Tucker i Thomas, 1994). Rowniez dla Penicillium chrysogenum
w hodowli bioreaktorowej (objetos¢ robocza 6 litrow) byto obserwowane zjawi-
sko zmiany formy morfologicznej grzybni. Gwattowna zmiana wielko$ci aglo-
meratdéw z okofo 0,25 mm’ do okoto 0,1 mm’ nastepowata przy gestosci
inokulum na poziomie okoto 6-10" 1. Ta nizsza graniczna warto$¢ gestosci
inokulum byla zwigzana z napre¢zeniami mechanicznymi oddzialujacymi na
aglomeracj¢ grzybni w bioreaktorze. Co réwniez interesujgce, wpltyw gestosci
inokulum na dlugo$¢ strzepek, dtugos¢ HGU oraz liczby wierzchotkow w ho-
dowli bioreaktorowej byt znikomy (Tucker i Thomas, 1994).

Grzyby nizsze z rodzaju Rhizopus charakteryzujg si¢ mechanizmem nie-
koagulacyjnym tworzenia peletek. W hodowli wstrzasanej Rhizopus nigricans
(grzyb o zdolnosci hydroksylacji progesteronu do 11-a-hydroksyprogesteronu)
wykazano jednak, ze rozmiar peletek tego grzyba takze zalezy od gestosci ino-
kulum (Znidarsic et al., 2000). I w tym przypadku im wigcej spor w inokulum,
tym tworza si¢ mniejsze peletki, az do przejscia do morfologii rozproszone;.
Jednakze graniczna warto$¢ gestosci inokulum, przy ktorej nastepowato przej-
scie do formy rozproszonej, zalezala od predkosci obrotowej wytrzasarki: od
4-10° 1" przy 100 min™ do 10" przy 225 min™.

Liao et al. (2007) badali wpltyw liczby spor Rhizopus oryzae w inokulum
w zakresie od 1,5-10° do 1,5-10°1". Na przyklad w podlozu PDB (potato
dextrose broth) zawsze tworzyly si¢ gladkie peletki, a ich liczba rosta od 20000
do 80000 na litr wraz ze wzrostem liczby spor. Srednica peletek zas wyraznie
malata wraz ze wzrostem liczby spor w inokulum od 2500 do 1500 um. Zatem
u Rhizopus oryzae zaleznosci byty podobne jak dla grzybow z rodzaju Aspergillus.

W przypadku promieniowcow, u ktorych takze wystepuje niekoagulacyjny
mechanizm tworzenia peletek, zwigkszanie gestosci inokulum prowadzi do two-
rzenia mniejszych aglomeratow (peletek). Pokazano to dla Streptomyces tendae
wytwarzajacego przeciwgrzybiczy antybiotyk nikkomycyn¢ w hodowli wstrza-
sanej (Vecht-Lifschitz et al., 1990). Autorzy ci stosowali gestosci inokulum od
7,5-10* do 2,3-10° I'' Przy gestosciach inokulum ponizej 10’ spor na litr domi-
nowatly peletki o $rednicach wigkszych od 2000 um, za$ przekroczenie liczby
spor rownej 10’ I'' powodowato tworzenie bardzo matych peletek o stalej sred-
nicy okoto 1000 um, ktore nastgpnie ulegaly rozpadowi, tworzac ,,grzybni¢”
o morfologii rozproszonej. Zasada nieaglomeracyjnego tworzenia peletek, czyli
,jedna spora to jedna peletka”, spetnia si¢ dla Streptomyces tendae do liczby
spor rownej 10° I'. Dla wigkszych liczb spor moze sie pojawiaé nieznaczna
aglomeracja (do 300 spor na peletke). Jest to jednak bardzo mata wartos§¢
w poréwnaniu z t3, jakg na przyklad obserwuje si¢ u Aspergillus terreus
(mechanizm aglomeracyjny): powyzej 10000 spor na peletke.

Analizujgc zalezno$¢ migdzy liczbg spor uzytych do inokulacji a forma
morfologiczng uzyskanej grzybni, nalezy zawsze pamigtac, ze pordwnanie ma
sens jedynie dla identycznych podtozy oraz w identycznych warunkach hydro-
dynamicznych (mieszanie i napowietrzanie). Sktad podloza moze w réznym
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stopniu wptywac¢ na forme¢ morfologiczng grzybni za$ naprezenia mechaniczne
zwigzane z mieszaniem i napowietrzaniem sg jednym z najsilniejszych (obok
liczby spor) czynnikow oddziatujacych na morfologie grzybni (vide: rozdziat
5.1.3).

Nie tylko z bezplciowych spor rozwija si¢ wglebne hodowle grzybow
strzgpkowych. Sg gatunki grzybow nalezacych do workowcow, ktore wytwarza-
ja malg liczbe spor. Jest to takze przypadek hodowli grzybow podstawkowych
klasy Basidiomycetes, ktore nie tworza bezptciowych spor, ale w wyniku proce-
su ptciowego owocniki i rozdzielnoptciowe basidiospory. W takich sytuacjach
podtoza hodowlane inokuluje si¢ fragmentami grzybni, a tworzenie aglomeratow
podobnych do peletek (tu moga cze¢sciej si¢ pojawiac inne ksztalty niz idealna
kula) nastepuje w wyniku aglomeracji tych fragmentow strzgpek. Wielkosc¢
fragmentoéw strzepek w inokulum oraz ich gg¢sto$¢ wptywa na proces tworzenia
aglomeratow. Zostalo to pokazane dla Cunninghamella echinulata produkujace-
go kwas y-linolenowy. Grzyb ten nie wytwarza obficie bezptciowych spor, przez
co jest uniemozliwiony tradycyjny sposob inokulacji. Wigksze czastki strzgpek
sprzyjaty tworzeniu aglomeratow, za$ im drobniejsze fragmenty strzgpek byly
uzyte (strzepki byly w réznym stopniu homogenizowane), tym mniejsze tworzy-
ly sig peletki (Chen i Liu, 1997).

Podsumowujac, manipulacja liczbg spor prowadzi do uzyskania réznych
form morfologicznych grzybdéw strzgpkowych i promieniowcow zaleznie
od mechanizmu tworzenia aglomeratow. Jednak zwiekszanie gestosci inokulum
w celu zmiany morfologii moze by¢ klopotliwe ze wzgledu na koniecznos¢
wytwarzania wigkszej liczby sporulacyjnych hodowli na podtozu stalym oraz
doktadnego mierzenia liczby spor uzytej do rozpoczecia danej hodowli.

5.1.2. Wplyw poziomu pH

Dla grzybow strzgpkowych istnieja zaleznosci migdzy poziomem pH podto-
za, w ktorym rosng, a ich formg morfologiczng. W szczego6lnosci poziom pH
silnie oddziatuje na grzyby o koagulacyjnym mechanizmie tworzenia peletek,
jak te z rodzaju Aspergillus. Poziom pH wptywa na agregacje spor, co sprawia,
ze im jest on wyzszy, tym wigksza tendencja do tworzenia zwartych form
morfologicznych typu peletki. Przykltadowo Aspergillus oryzae, producent
a-glukoamylazy przy pH ponizej 2,5 tworzy spuchnigte komorki z duza liczba
wakuoli i stabo rosnie. Ale juz przy pH rownym 3-3,5 ten wzrost jest dobry,
a dominujacg formg morfologiczna sg wolne strzepki, czyli morfologia rozpro-
szona. W zakresiec pH od 4 do 5 pojawiajg si¢ zarowno peletki, jak i wolne
strzgpki, a przy pH powyzej 6 wystepuja jedynie peletki. Co wigcej, wraz ze
wzrostem pH rosnie $rednica peletek (Carlsen et al., 1996). Dla Penicillium
chrysogenum, u ktorego tworzeniem peletek rzadzi mechanizm aglomeracji
strzgpek, pH nie ma az tak duzego znaczenia. Jednakze przy pH powyzej 6
obserwuje si¢ skrocenie dlugosci strzepek grzybni, ktore osiggaja swa minimal-
ng warto$¢ dla pH w zakresie 7-7,4 (Pirt i Callow, 1959).

U grzybow nizszych (Zygomycetes) obserwuje si¢ niezbyt silny wptyw pH
na prawdopodobienstwo tworzenia peletek, co widaé na przyktadzie Rhizopus sp.
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i Rhizomucor sp. Przy pH réwnym 5 to prawdopodobienstwo jest wyzsze niz
przy pH rownym 4 lub 6 (Nyman et al., 2013), chociaz istniejg gatunki nalezgce
do Rhizopus sp., ktore tworzg peletki przy pH rownym okoto 3 (Zhou et al.,
2000). Odwrotnie sytuacja przedstawia si¢ u promieniowcow. W tym przypadku
wigksze peletki mozna uzyskac przez obnizenie pH (Vecht-Lifshitz et al., 1990).
Przy optymalnym poziomie pH (migdzy 7 i 8) dla wzrostu Streptomyces tendae
powstajg bardzo mate peletki o $rednicach okoto 100-200 um. Obnizenie pH do
4 wywoluje tworzenie peletek wigkszych prawie o rzad wielkosci (1200-1500 pum).

Gléwnym problemem wykorzystywania roznego poziomu pH do sterowania
morfologia grzybni jest to, ze pH silnie wplywa na szybko§¢ wzrostu mikroor-
ganizmu i1 produkcj¢ metabolitow bardziej na poziomie katabolizmu i anaboli-
zmu niz na samg morfologi¢ mikroorganizmu. Do produkcji pozadanego
metabolitu jest wymagane optymalne pH. Wyzej wspomniany Penicillium chry-
sogenum najszybciej rosnie przy pH rownym 6 za$ dla wytwarzania penicyliny
optymalne pH to 7,4. Stad tez przy produkcji penicyliny stosuje si¢ dwuetapowy
proces (faza wzrostu przy pH ponizej 7 i faza produkcji w warunkach bardziej
alkalicznych). Tworzenie a-glukoamylazy przez Aspergillus oryzae jest najwy-
dajniejsze przy pH réwnym 6, za§ wzrost grzybni jest optymalny w szerokim
zakresie od 3 do 7 (Grimm et al., 2005). Aspergillus terreus wytwarza lowasta-
tyng przy pH powyzej 7, a nawet do 7,8, cho¢ poczatkowe pH hodowli wynosi
zazwyczaj 6,5. Obnizenie pH hamuje biosyntez¢ i wydzielanie lowastatyny
w postaci B-hydroksykwasu, kwasu mewinolinowego, do podtoza (Bizukoj¢
et al., 2012). W powyzszych przyktadach ze wzgledu na wartosci pH preferowa-
ne jest tworzenie grzybni w postaci peletek. Natomiast w przypadku Aspergillus
niger produkujacego kwas cytrynowy pH w okolicach 2,5 i nieco ponizej jest
optymalne dla wytwarzania tego metabolitu. Wtedy grzybnia jest raczej rozpro-
szona, a je$li pojawiaja si¢ peletki, to sg one raczej owlosione i o delikatnej
strukturze (Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2003; Papagianni, 2004). W tym przypadku
podniesienie pH na przyktad w celu uzyskania zwartych peletek jest szkodliwe
i prowadzi do wytwarzania produktoéw ubocznych jak kwas szczawiowy (Papa-
gianni, 2004).

Podsumowujac, trzeba stwierdzi¢, ze jakiekolwiek uogdlnienia efektu pH
na morfologie¢ mikroorganizmow strzgpkowych sa ryzykowne. Tutaj nawet
w ramach jednego rodzaju Aspergillus czy Rhizopus wartosci pH, przy ktorych
tworzy si¢ forma speletyzowana moga by¢ dla roznych gatunkéw rozne. Co
wigcej, przydatno$¢ zmieniania poziomu pH podtoza w celu sterowania morfo-
logia grzybni jest mocno watpliwa. Zmiana pH (o jednostke lub dwie) nieznacz-
nie wptynie na morfologi¢ grzybni, a moze si¢ okaza¢ szkodliwa z punktu
widzenia biosyntezy pozadanego metabolitu.

5.1.3. Wplyw naprezen mechanicznych na morfologie
mikroorganizmow strz¢epkowych

Naprezenia mechaniczne pojawiajace si¢ w bioreaktorach zwigzane sg z na-
powietrzaniem i mieszaniem zawiesin grzybow strzepkowych i promieniowcow.
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Nie da si¢ ich unikna¢, gdyz konieczne jest dostarczenie odpowiedniej ilosci
tlenu niezbednych do prawidlowego wzrostu tych aerobowych mikroorgani-
zmow. Zagadnienia zwigzane z naprg¢zeniami mechanicznymi w bioreaktorach,
w ktorych prowadzona jest wgtebna hodowla mikroorganizmow strzepkowych,
sg w literaturze znacznie szerzej omawiane niz tylko w kontekscie sterowania
morfologig grzybni. Czesto zdarza si¢ tak, ze zmiany morfologii grzybni w bio-
reaktorach zbiornikowych mieszadlowych sa niepozadanym efektem zwigksza-
nia intensywnosci napowietrzania i mieszania.

Jak juz wspomniano w rozdziale 4.2 mieszanie jest operacja mechanicznag,
ktorej celem jest zmniejszenie niejednorodnosci w mieszanym plynie oraz
eliminacje gradientow stgzen, temperatury i ujednolicenie innych wlasciwosci
fizykochemicznych w mieszanym ptynie. Aby doktadnie okresli¢ to, w jaki
sposob ta mechaniczna operacja oddziatuje na morfologi¢ mikroorganizméw
strzgpkowych rosngcych wglebnie w bioreaktorze zbiornikowym mieszadto-
wym, nalezy najpierw si¢ przyjrze¢ mechanizmom rzadzacym tym procesem.

Proces mieszania sktada si¢ z trzech etapow. Etap pierwszy zwany jest dys-
trybucjg (makromieszaniem) i jest najwolniejszy. Wzrost predkosci obrotowej
mieszadla na tym etapie wywotuje turbulencje oraz tworzenie wiréw. Nalezy
podkresli¢, ze optymalne z punktu widzenia energetycznego jest mieszanie wia-
$nie w obszarze turbulentnym, o czym byla mowa w rozdziale 4.2. Drugi etap
zwany dyspersja to zmniejszanie si¢ wielkoSci wirdow i przeksztalcanie energii
kinetycznej wirow w energi¢ cieplng. Zaleznie od skali procesu moze to by¢
albo makromieszanie albo mikromieszanie. Trzeci etap to mikromieszanie.
Wewnetrzne cze$ci wirOw poruszaja si¢ laminarnie, przez co mamy do czynienia
z mechanizmem dyfuzyjnym ruchu ciepta i masy. Chociaz dyfuzja jest powolna,
to i tak, biorgc pod uwage wielko$¢ wirdow, wystarczajaco skuteczna, aby spraw-
nie wyréwnywac gradienty stgzen czy temperatury. Wielko§¢ najmniejszego
mozliwego wiru w procesie mieszania okreslona jest w przyblizeniu dtugo$cia
skali Kotmogorowa (skali turbulencji):

1
3\4
42&} (52)

gdzie: & jest lokalng szybkoscia dyssypacji energii dla jednostki masy ptynu (m” s™)
zalezng od predkosci obrotowej mieszadta, a v lepkoscig kinematyczng ptynu
(m*s™), bedaca stosunkiem lepkosci dynamicznej (Pa s) i gestosci cieczy (kg m™).

W typowych bioreaktorach dla zawiesin mikroorganizmow o lepko$ciach
dynamicznych zblizonych do lepkosci wody (rzad wielkosci 107 Pa s) dhugosé
skali Kotmogorowa wynosi A = 30-100 um. Oczywiscie im wyzsza lepkosc
zawiesiny, tym dtugo$¢ skali Kolmogorowa jest wigksza. Kiedy analizuje si¢
napre¢zenia mechaniczne oddziatujace na mikroorganizm, wazne jest to, ze jezeli
wielkos$¢ czastek znajdujacych si¢ w bioreaktorze (bakterie, drozdze, strzgpki
czy peletki grzybni) jest porownywalna lub wigksza od dlugosci skali Kotmogo-
rowa w danych warunkach hydrodynamicznych panujacych w bioreaktorze, to
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naprezenia mechaniczne sg wystarczajaco silne, aby je zniszczy¢. Na przyktad
peletki grzybni mogg ulec rozpadowi i utworzy¢ zawiesing podobng do tej, ktora
tworzy si¢ naturalnie podczas wzrostu rozproszonego grzybni. Co wigcej, takie
oddziatywania mogg wptyna¢ na aglomeracj¢ spor czy strzepek juz na wcze-
snym etapie tworzenia si¢ danej formy morfologicznej grzybni. Gdyby lepkosé
zawiesin mikroorganizméw strzgpkowych byla zblizona do lepkosci wody,
to praktycznie organizmy te nie powinny rosnag¢ w postaci makroskopowych
peletek w bioreaktorach, gdyz najmniejsze tego typu peletki sa co najmniej
pigciokrotnie wieksze od wielkosci wiréw. Jednak w przypadku zawiesin
mikroorganizméw strzgpkowych ich lepko$¢ rosnie z ré6znym tempem zaleznie
od hodowli i tworzacej si¢ morfologii grzybni. Wtedy dlugos¢ skali Kotmogo-
rowa moze by¢ znacznie wicksza niz dla cieczy o lepkosci wody i negatywny
efekt naprezen mechanicznych moze si¢ zmniejszy¢.

Efekt oddzialywan mechanicznych na morfologi¢ mikroorganizmow strzegp-
kowych mozna latwo przewidzie¢. Im intensywniej bioreaktor jest mieszany
1 napowietrzany, tym mniejszych czastek grzybni mozna si¢ w nim spodziewac.
Jednak nie musi si¢ to przetozy¢ np. na lepsza produktywno$¢ mikroorganizmow.

W literaturze przedmiotu s opisane dziesiatki eksperymentéw nad oddzia-
lywaniem naprezen mechanicznych na strzepki grzyboéw i promieniowcow
w bioreaktorach. Ponizej zostang przedstawione wybrane przyktady najlepiej
obrazujace efekty tych oddziatywan na mikroorganizmy strzepkowe o réznej
morfologii i r6znych mechanizmach tworzenia aglomeratow.

Smith er al. (1990) w badaniach nad fragmentacjg grzybni Penicillium
chrysogenum rosnacej w formie rozproszonej w bioreaktorach o objetosci 10
1 100 litrow stwierdzili, ze czestotliwo$¢ niszczenia strzepek grzybni (breakup
frequency) jest proporcjonalna do mocy mieszania:

breakup frequency oc (5.3)

3 .
i c

gdzie: P jest mocg wprowadzong (kW), d; — $rednicg mieszadla (m), a 7. czasem
cyrkulacji (s).

Wazrost predkosci obrotowej mieszadta od 800 do 1200 min" przy stalej
szybkos$ci napowietrzania 0,54 1,y I min" prowadzit do spadku $redniej cal-
kowitej dlugosci strzepek w czasie hodowli $rednio o 50-100 um, ale jednocze-
$nie wywolywal tworzenie si¢ rozgatezien (spadek dlugosci HGU o nawet o
ponad 20 um na wierzcholek i dwukrotny przyrost liczby wierzchotkow). Efekt
wzrostu szybko$ci napowietrzania na morfologi¢ Penicillium chrysogenum byt
stabszy, bo przy wzroscie z 0,3 do 0,54 1, I'" min" réznice w dhugosciach
strzepek nie przekraczaly 20 pm. Zwigkszenie napr¢zen mechanicznych prowa-
dzace do zmniejszenia czgstek grzybni i zdecydowanie lepszych warunkow na-
powietrzania hodowli powodowaly jednak obnizenie wydajnosci produkcji
penicyliny.

Destrukcja strzgpek grzybni powoduje nie tylko zmiang morfologii, ale
moze rowniez wptywaé na wzrost biomasy. Dla Rhizopus nigricans istnieje
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zalezno$¢, w ktorej jako miar¢ wzrostu biomasy wykorzystano maksymalng
wlasciwa szybkos¢ jej wzrostu g, (Reuss, 1988):

* P't «
M = Hina —C'[ ch (5.4)

gdzie: ,u;axjest maksymalng wlasciwa szybkoscia wzrostu biomasy (h™)

w sytuacji braku efektu jej niszczenia przez napr¢zenia mechaniczne, P — mocg
mieszania (W), ¥ — objetoécia bioreaktora (m’), za$ ¢, $rednim czasem cyrkulacji
(s). Parametry C’ oraz a’ sg parametrami korelacyjnymi wyznaczonymi ekspe-
rymentalnie. Sredni czas cyrkulacji zalezy od wymiaréw geometrycznych biore-
aktora oraz mieszadla i predkosci obrotowej mieszadta a jednym z mozliwych
do jego obliczenia rownan jest:

H 0.6 D 2.7

gdzie: n — jest predkoscig obrotowa mieszadta (s'), H — wysokoscia cieczy
w bioreaktorze (m), D — $rednicg zbiornika (m), za$ d; — $§rednica mieszadta (m).

.tc

Czlon

roOwnania (5.4) jest ilo$cig energii wlozong w mieszanie na objetosé

bioreaktora (W s m™).

W literaturze istnieja rowniez zaleznosci ilosciowe miedzy catkowita diugo-
Scig strzepek L7 1 szybko$cig dyssypacji energii € (W/kg) uzyskane na podstawie
badan roznych grzybow strzgpkowych jak Penicillium chrysogenum, Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus czy Aspergillus glaucus (Cui et al., 1997). Nalezy
do nich réwnanie:

LT oc g 025(20.08) (5.6)

W przypadku grzybow strzepkowych rosnacych w postaci peletek oddzia-
lywanie napr¢zen mechanicznych prowadzi do jeszcze innych zmian morfolo-
gicznych. Casas Lopez et al. (2005) badali hodowle Aspergillus terreus
w bioreaktorze o objetosci roboczej 5 litrow. Jako miar¢ oddzialywania mecha-
nicznego zastosowali funkcj¢ EDCF (Energy Dissipation/Circulation Function)
wyrazona w kW m™ s™', ktora zostata zdefiniowana nastepujaco:

P
cd; -

1 c

gdzie: P, — moc wprowadzona dla cieczy napowietrzanej (kW), k. — stala geo-
metryczna, d; — $rednica mieszadta (m) oraz z. — czas cyrkulacji dla cieczy
napowietrzanej (s).
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Wazrost predkosci obrotowej mieszadta z 300 do 800 min' w hodowli
Aspergillus terreus poprawial napowietrzenie i jednoczesnie zmniejszata si¢
wielko$¢ peletek $rednio z 2000-2500 um do okoto 1000 um. Wydajnos¢ bio-
syntezy lowastatyny ulegata jednak znaczacemu pogorszeniu. Migdzy EDCF
(kW m™ s™) a $rednica peletek Dp (um) zostata uzyskana empiryczna zaleznosé
potegowa:

D, =4383- EDCF** (5.8)

Roéwniez inni badacze potwierdzili, ze dla Aspergillus terreus zmniejszenie
wielkosci peletek grzybni poprzez naprezenia mechaniczne nie prowadzi do
zwigkszenia wydajnosci biosyntezy lowastatyny Gonciarz ef al. (2016).

Cui et al. (1997) podali réowniez kilka eksperymentalnych zaleznoSci
mig¢dzy szybko$cig dyssypacji energii i Srednicg peletek. Do najbardziej ogdlne;j
nalezy ta ponizsza:

D, g 5.9

Natomiast ich wtasne wyniki eksperymentalne dotyczace hodowli Aspergillus
awamori (organizm modelowy nieprodukujacy zadnych metabolitow) w biore-
aktorze pozwolily na zaproponowanie zaleznosci:

D, g (5.10)

oraz przedstawienie dwdoch mechanizméw powodujacych zmiany morfologii
grzybni w postaci peletek pod wplywem napr¢zen mechanicznych. Sg to ,,rozbi-
janie” peletek (breaking up) oraz ,golenie” peletek (shaving off). Zostato to
przedstawione na rys. 5.2.

W przypadku hodowli wgtebnych promieniowcdéw wzrost szybkosci dyssy-
pacji energii spowodowany wzrostem predkosci obrotowej mieszadta prowadzi
do spadku $rednicy peletek, co zostato wykazane dla Streptomyces coelicolor
(Tough i Prosser, 1996). W granicach predkosci obrotowej mieszadla od
250 do 1000 min" w bioreaktorze o objetosci 1,6 litra $rednica peletek maleje
liniowo od 320 um do nieco powyzej 100 um. Jednoczesnie grubos¢ aktywnej
zewnetrznej czesci peletek maleje z 39 do 30 um. Wysoka szybko$¢ dyssypacji
energii powoduje powstawanie matych gladkich i zwartych peletek, natomiast
niska szybko$¢ dyssypacji energii prowadzi do powstania wigkszych bardziej
owlosionych peletek (Tough i Prosser, 1996).
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breaking up shaving off
(rozbijanie peletek) (golenie peletek)

v .0

ogolone

fragmenty peletki - \ &
peletek =gl % 2
=N %é(ge;

* wolne strzepki
e

nowe peletki

Rys. 5.2. Schematyczne przedstawienie oddziatywania napr¢zen mechanicznych
na peletki grzybni w bioreaktorze zbiornikowym mieszadtowym

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie Cui et al. (1997).

Oddziatywania naprezen mechanicznych zmieniajace w znacznym stopniu
morfologi¢ grzybni niekoniecznie wptywaja pozytywnie na produkcje pozada-
nych metabolitow, szczegolnie u grzybow strzgpkowych. Jednak trudno to uznac
za regule. Przykladem pozytywnego oddzialywania naprezen mechanicznych
jest produkcja kwasu klawulanowego przez Streptomyces clavuligerus. Zwigk-
szanie predkosci obrotowej mieszania w bioreaktorze o objetosci roboczej
4 litréw z 300 do 1000 min™' powoduje w przyblizeniu liniowy przyrost stezenia
kwasu klawulanowego na koniec procesu do ponad 600 mg 1"'. Ta zaleznos¢ jest
w petni uzasadniona, gdyz udowodniono, ze kwas klawulanowy powstaje wy-
lacznie w komédrkach wierzchotkowych, ktorych powstawanie jest indukowane
przez fragmentacj¢ ,,grzybni” promieniowca (Rosa et al., 2005).

Podsumowujac, nalezy pamigtac, ze do kazdego przypadku mniej lub bar-
dziej zamierzonego wywotywania zmian morfologicznych grzybni przez napre-
zenia mechaniczne nalezy podchodzi¢ indywidualnie, poniewaz nie ma zasady
mowiacej, ze wplyw tych naprezen na wytwarzanie metabolitow jest jedno-
znacznie pozytywny badz negatywny. Jest to czgsto kwestia wywazenia tego, ile
kosztem destrukcji grzybni, uzyskujac pozadany efekt zmiany morfologii mi-
kroorganizmu ulatwiajacy prowadzenie procesu bioreaktorowego, traci si¢ na
wydajnosci biosyntezy produktéw metabolicznych. To, jak silne jest oddzialy-
wanie naprezen mechanicznych, podkreslili migdzy innymi Vecht-Lifshitz et al.
(1990). Posungli si¢ oni nawet do kontrowersyjnej, cho¢ w znacznej mierze
stusznej tezy, ze podzial mechanizméw tworzenia aglomeratow przez mikroor-
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ganizmy strzgpkowe na koagulacyjny i niekoagulacyjny nie ma sensu w ukta-
dach, w ktorych wystepuja duze napr¢zenia mechaniczne, bo tak naprawde to
one rzadzg tworzeniem si¢ danej formy morfologiczne;j.

5.1.4. Inne czynniki wplywajace na morfologi¢ grzybni i ich
przydatnos¢ do tradycyjnego sterowania morfologia grzybni

Na morfologi¢ mikroorganizmow strzepkowych w hodowlach wgtebnych
mogg réwniez wptywaé sktad podloza, w tym rodzaj i stezenie zrodta wegla,
azotu 1 fosforu, zawarto$¢ mikroelementow (kationy) i witamin, st¢zenie tlenu
oraz dwutlenku wegla. Jak juz wczesniej wspomniano, uzyte zrodto wegla moze
silnie zmienia¢ struktur¢ peletek, co obserwowano w przypadku producenta
lowastatyny Aspergillus terreus. Zastosowanie glukozy jako zrédla wegla
prowadzi do uzyskania peletek gtadkich o bardzo zwartej strukturze. Glicerol
za$ sprawia, ze peletki sg migkkie, elastyczne i owlosione, za$ na laktozie uzy-
skuje si¢ peletki o posrednich wlasciwosciach (Bizukoj¢ i Ledakowicz, 2005;
Bizukoj¢ i Pecyna, 2011).

Temperatura hodowli jest takze czynnikiem do pewnego stopnia determinu-
jacym morfologi¢ grzybow strzgpkowych i promieniowcow. W przypadku
grzybow nizszych jak Rhizopus spp. 1 Rhizomucor sp. zmiana temperatury
z 25 do 35°C zwigksza prawdopodobienstwo wzrostu w formie makroskopo-
wych peletek.

Zwiekszenie stezenia chlorku wapnia w podtozu do poziomu 5 g 1" sprzyja
tworzeniu peletek, bo obecnos¢ duzych (w tym multiwalentnych) kationéw od-
dzialuje na powierzchni¢ spor, sprzyjajac ich aglomeracji (Braun i Vecht-
Lifshitz, 1991). Obecnos¢ polikationdw sprzyja wzrostowi grzybow w postaci
peletek za$ polianionow, wrecz przeciwnie. Wynika to z faktu wystepowania
fadunkow elektrycznych na sporach i strzgpkach grzybow i promieniowcow
(Elmayergi et al., 1973, Dobson et al., 2008).

U promieniowcOw obserwowano, ze niski poziom nasycenia tlenem podto-
za sprzyja tworzeniu drobnych peletek i form rozproszonych a wysoki, bardzie;
zwartych i wigkszych (Vecht-Lifshitz et al., 1990), co jest oczywiste w $wietle
praw rzadzacych dyfuzja substratu w peletkach. Nalezy rowniez doda¢, ze
czynnik temperatury i st¢zenie tlenu rozpuszczonego sg ze sobg wzajemnie
powigzane ze wzgledu na silng zalezno$¢ rozpuszczalnosci tlenu w podiozu
od temperatury.

Jednakze przydatnos¢ tych czynnikéw w sterowaniu morfologig mikroorga-
nizméw strzgpkowych jest mniejsza niz tych opisanych w podrozdziatach
od 5.1.1 do 5.1.3. Wynika to przede wszystkim z faktu, ze optymalny sktad pod-
lozy, strategi¢ napowietrzania ustala si¢ w kierunku optymalizacji biosyntezy
pozadanych metabolitow. Te czynniki przede wszystkim oddzialuja na metabo-
lizm mikroorganizmu, a tylko dodatkowym efektem ustalenia parametréw fizjo-
logicznych i procesowych jest konkretna morfologia danego mikroorganizmu
powstajaca w tych konkretnych warunkach. Niemniej jednak morfologia jest
w ten sposob $cisle powigzana z produktywnoscia danego mikroorganizmu.
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Istniejg natomiast pewne sktadniki podiozy, ktéore mogg znaczaco wptywac
na form¢ morfologiczng mikroorganizméw strzgpkowych, nie wptywajac jednak
tak silnie na sam metabolizm tych mikroorganizméw. Sg to czastki state obecne
w podiozu. Bedzie to na przyktad wolnodegradowalny i przyswajalny substrat
polisacharydowy, albo po prostu zanieczyszczenie mineralne badz organiczne
sktadnikow podtozy pochodzacych ze zrodet odpadowych. Przyktadem sg opi-
sane w literaturze hodowle Aspergillus awamori wytwarzajacego hydrolityczny
enzym ksylanazg¢ z wykorzystaniem otrgbow pszennych (Cui et al, 1998,
Schugerl et al. 1998). Zmienna zawartos¢ czastek statych mocno wptywata na
formg¢ morfologiczng grzybni. Podobnie zaobserwowano, ze czastki weglanu
wapnia w podlozu zmienity produkcje lakkazy przez nalezacy do Basidiomyce-
tes grzyb Trametes versicolor (TiSma et al., 2012). Rowniez Nyman et al.
(2015) zauwazyli, ze dodatek mikroczastek do hodowli grzybdéw nizszych
znacznie obniza prawdopodobienstwo utworzenia form speletyzowanych.
I te do$¢ przypadkowe obserwacje potwierdzaja sensowno$¢ stosowania jednej
z nowoczesnych technik inzynierii morfologicznej, a doktadnie moéwiac hodowli
z mikroczastkami, ktorej zostanie po§wigcony podrozdziat 5.2.2.

5.2. Nowoczesne techniki inzynierii morfologicznej

Tradycyjne techniki inzynierii morfologicznej moga by¢ skutecznie stoso-
wane do sterowania morfologia mikroorganizméw strzepkowych. Korzystajac
z nich, mozna zmusi¢ dany mikroorganizm strzepkowy do wzrostu albo w formie
peletek, albo w formie rozproszonej. Kazda z tych form ma swoje zalety i wady,
mozliwosci i ograniczenia, co zostato wykazane w rozdziale 5.1. Niestety wigk-
szo$¢ z tych tradycyjnych technik (zmiana sktadu podtoza, pH, obecnos¢ badz
jej brak mikroelementéw) oprocz oddzialywania na morfologi¢ grzybni, rowniez
w wigkszym lub mniejszym stopniu zmienia metabolizm mikroorganizméw, co
nie jest zawsze pozadane w przypadku wytwarzania danego metabolitu. Jedynie
stosowanie zmiennych naprezen mechanicznych, przede wszystkim przez
zmian¢ predkosci obrotowej mieszadta oraz zmiany st¢zenia spor w inokulum
oddziatuja prawie wytacznie na morfologi¢ grzybni. W tych przypadkach zmia-
ny warunkow przenoszenia tlenu, a doktadnej zwigkszenie dostepnosci tlenu,
wywolane zmiang morfologii sa czynnikiem fizjologicznym wptywajacym na
metabolizm.

Z powyzszych wzgledow narodzita si¢ potrzeba znalezienia takich sposo-
boéw oddziatywania na morfologi¢ mikroorganizmow strzgpkowych w hodow-
lach wglebnych, ktére by w minimalnym stopniu oddziatywaly na metabolizm
i fizjologi¢ mikroorganizmu. Jednoczesnie powinny pozytywnie wpltywaé na
wytwarzanie pozadanego metabolitu poprzez zmiane morfologii mikroorgani-
zmu strzgpkowego na t¢ optymalna. Ci badacze, ktorzy zaczgli jako pierwsi
stosowa¢ nowoczesne techniki inzynierii morfologicznej, przede wszystkim
mieli na celu zmniejszenie wielkos$ci aglomeratow grzybni (peletek), ktore
uznawali za mniej korzystne (z punktu widzenia wytwarzania metabolitow przez
badane mikroorganizmy strzgpkowe), szczegbdlnie wtedy, gdy ich $rednica byta
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rzgdu kilku milimetrow. Do nowoczesnych technik inzynierii morfologicznych
naleza hodowla z mikroczastkami (microparticle-enhanced cultivation, MPEC),
zmienianie lepkosci i napigcia powierzchniowego podtoza hodowlanego, zmie-
nianie osmolalno$ci podtoza hodowlanego oraz modyfikacje genetyczne mikro-
organizmow (Krull et al., 2013).

5.2.1. Mikroorganizmy strz¢epkowe a inzynieria morfologiczna

Dotychczas wobec szesnastu mikroorganizméw strzepkowych, grzybow
strzgpkowych 1 promieniowcow zostaly zastosowane i szczegdlowo przebadane
nowoczesne techniki inzynierii morfologicznej. Aby ulatwi¢ dalsze rozwazania
i przede wszystkim unikng¢ opisywania cech tych mikroorganizméow za kazdym
razem, kiedy bedzie o nich mowa, w tabeli 5.2 zestawiono je wszystkie wraz
z krotkim opisem ich cech charakterystycznych, szczegolnie tych majacych
istotny wplyw na stosowanie nowoczesnych technik inzynierii morfologiczne;j.

Tabela 5.2. Mikroorganizmy strzegpkowe, wobec ktorych dotychczas
zastosowano nowoczesne techniki inzynierii morfologicznej

Mikro- Klasa Charaktery- Zastosowa- | Wytwarzany | Charakterystyka
organizm/ styka mikro- na technika | metabolit lub metabolitu lub
/szezep organizmu inzynierii enzym enzymu
morfolo-
gicznej
Aspergillus Ascomycetes Mutant auksotro- | MPEC, a-glukoamy- | Enzym hydrolizujacy
niger AB1.13 ficzny wobec zwigkszenie | laza skrobig
urydyny, ze osmolalnosci | (EC 3.2.1.3)
zredukowana podtoza
zdolnoscia
wytwarzania

proteazy, produ-
kuje a-gluko-
amylaze, ktorej
synteza kontro-
lowana jest
poprzez induko-
wany promotor,
wytwarza bezpt-
ciowe spory

Aspergillus Ascomycetes Mutant zawiera- | MPEC, B-frukto- Enzym hydrolizujacy
niger jacy gen sucl zwigkszenie | furanozydaza |sacharozg do gluko-
SKAn1015 (B-fruktofurano- | osmolalnosci | (EC 3.2.1.26) | zy i fruktozy
zydazy) kontro- | podtoza
lowany konstytu-
tywnie przez
promotor kinazy

pirogronianowej
pkid, wytwarza
bezplciowe spory
Aspergillus Ascomycetes Szczep podsta- MPEC 2-fenyloetanol | Zwiazek zapachowy
niger DSM 821 wowy, dziki, o rézanej woni
wytwarza bezpt- wytwarzany
ciowe spory z prekursora

L-fenyloalaniny
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Tabela 5.2 (cd.)

Aspergillus Ascomycetes Szczep podsta- MPEC kwas mewino- | Poliketydowy
terreus wowy, dziki, linowy inhibitor reduktazy
ATCC 20542 wytwarza bezpl- (lowastatyna) | S-3-hydroksy-3-
ciowe spory metyloglutarylo-
CoA obnizajacy
u czlowieka
poziom endogenne-
go cholesterolu
Trichoderma | Ascomycetes Szczep podsta- MPEC 6-pentylo-a- | Lakton orzecha
atroviridae wowy, dziki piron kokosowego
IMI1206040 stabo wytwarza
bezplciowe spory
Aspergillus Ascomycetes Szczep podsta- MPEC fitaza Enzym hydrolizujacy
ficcum wowy, dziki, (EC3.1.3.8) (fosfataza) ro$linne
NRRL 3135 wytwarza bezpl- fitany, bedace
ciowe spory zrodtem fosforu
Caldariomyces | Ascomycetes Szczep dziki, MPEC chloro- Enzym (oksydore-
fumago wytwarza mato peroksydaza | duktaza) katalizuja-
DSM 1256 bezplciowych (EC 1.11.1.10) | cy chlorowanie
spor zwigzkOw organicz-
nych wykorzystuje
Hz 02 jako
kofaktor
Streptomyces | Actinomycetes Szczep dziki, Zmiany geldana- benzochinonowy
hygroscopicus wytwarza spory lepkosci mycyna antybiotyk
var. geldanus i napiecia o szerokim
NRRL 3602 powierzch- spektrum
niowego dziatania
podioza
Aspergillus Szczep dziki Modyfikacje | a-glukoamy- | Enzym hydrolizujacy
oryzae A1560 oraz mutanty genetyczne laza skrobig
(IFO 4177) z uszkodzonymi (EC3.2.1.3)
Aspergillus Ascomycetes genami syntazy
oryzae ChsB/G chitynowej chsB
i syntazy chity-
Aspergillus nowej
oryzae CM101 i miozynowej
csmA
Aspergillus Ascomycetes Szczep MPEC B-mannanaza | Enzym hydrolizujacy
sojae AsT1 rekombinowany (EC3.2.1.25) |terminalne reszty
genetycznie, B-mannozy
wytwarza bezpl- w B-D-
ciowe spory mannozydach
Rhizopus Zygomycetes Szczep dziki, MPEC kwas mlekowy | Metabolit pierwotny,
oryzae wytwarza bezpl- hydroksykwas
NRRL 395 ciowe spory karboksylowy
Mortierella Zygomycetes Szczep dziki, MPEC triacyloglice- | Zwiazki thuszczo-
isabellina wytwarza role i wolne we do produkeji
NRRL 1757 bezplciowe kwasy biopaliw
spory thuszczowe
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Tabela 5.2 (cd.)

Streptomyces | Actinomycetes Szczepy Modyfikacje aktynorodyna | Antybiotyk
coelicolor ze wzmocnio- | genetyczne poliketydowy

ng ekspresja undecylo- Lek immunosupre-

morfogenu prodigiozyna | syjny

- (morphogene) - -

S.tr.eptomyces Actinomycetes Ssgd funkcjo- melanina barwnik
lividans nalnie powig-

zanego tyrozynaza Enzym (oksydore-

z podziatami (EC 1.14.18.1) | duktaza) utleniajacy

komoérkowymi zwigzki fenolowe

i morfogeneza, wykorzystujacy tlen

wytwarza jako kofaktor
Streptomyces | Actinomycetes bezpiciowe amylazy Enzymy hydrolizu-
limosus spory jace skrobie
Streptomyces | Actinomycetes oksy- Antybiotyk polike-
rimosus tetracyklina tydowy
Streptomyces | Actinomycetes daptomycyna | Antybiotyk lipope-
roseosporus tydowy
Streptomyces | Actinomycetes chloram- Antybiotyk
venezuelae fenikol o charakterze

aromatycznym

Aspergillus Ascomycetes Mutanty Modyfikacje aspergiolid A | Antybiotyk polike-
glaucus AAgkipA genetyczne tydowy
CCTCCM i AdgteaR-
206022 delecja gendw

spolaryzowa-

nego wzrostu

grzybow,

wytwarza

bezplciowe

spory
Cerrena Basidiomycetes | Szczepy MPEC lakkaza Enzym (oksydore-
unicolor podstawowe, (EC 1.10.3.2) | duktaza) utleniajacy
(Bull. ex Fr.) tworza owoc- zwiazki fenolowe
Murr strain 137 niki podstaw- wykorzystujacy tlen
Pleurotus Basidiomycetes | kowe, nie MPEC jako kofaktor
sapidus wytwarzaja
DSM 8266 bezplciowych

spor
Penicillium Ascomycetes - MPEC enzymy -
digitatum
DSM62840*
Penicilium Ascomycetes - MPEC penicylina Antybiotyk
chrysogenum B-laktamowy
DSM 848
Emericella Ascomycetes - MPEC kwas cholowy -
nidulans
DSM 820
Aspergillus Ascomycetes - MPEC kwas cytry- Kwasy organiczne
Niger nowy,
DSM 821 kwas szcza-

wiowy

Acremonium Ascomycetes - MPEC cefalosporyny | Antybiotyki
chrysogenum B-laktamowe
DSM 880
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Tabela 5.2 (cd.)

Pleurotus Basidiomycetes - MPEC enzymy -
sapidus
DSM 8266

Rhizopus Zygomycetes - MPEC sterydy -
oryzae
DSM 907

Chaetomium Ascomycetes - MPEC celulazy Enzymy hydrolizu-
globosum jace celuloze
DSM 1962

Streptomyces | Actinomycetes - MPEC chlorotetra- Antybiotyk polike-
aureofaciens cyklina tydowy
DSM 40127

* wobec szczepéw wymienionych w tabeli na szarym tle przeprowadzono tylko pojedyncze proste badanie
skriningowe MPEC (Kaup et al., 2008), ktoérego wyniki sa przedstawione dalej w tabeli 5.5

Zrodlo: opracowanie wlasne.

5.2.2. Hodowla z mikroczastkami

Obecnie najpowszechniej stosowang technika inzynierii morfologiczne;j jest
dodawanie mineralnych mikroczastek do podtozy hodowlanych (microparticle-
enhanced cultivation, MPEC). Polega ona na tym, ze w odpowiednim momencie
hodowli ptynnej do zawiesiny spor lub strzepek mikroorganizméw strzepko-
wych dodaje si¢ mikroczastki mineralne o odpowiedniej wielkosci. Wzajemne
oddziatywanie migdzy mikroczgstkami a sporami i strzgpkami powoduje
zmian¢ morfologii strzepek grzybni, polegajaca na zmniejszeniu wielkosci
aglomeratow (peletek), co ma prowadzi¢ do zwigkszenia wydajnosci biosyntezy
pozadanych metabolitow.

5.2.2.1. Dobor mineralnych mikroczgstek dla maksymalizacji biosyntezy
poigdanych metabolitow

Kluczowym elementem stosowania MPEC jest dobor mikroczastek mine-
ralnych. To wlasnie ich zadaniem jest takie oddziatywanie na spory i strzgpki
(u tych grzybow, ktorych hodowle wglebne sa rozwijane ze zhomogenizowanej
grzybni), aby wplyna¢ na procesy aglomeracji tychze spor oraz strzgpek
i w konsekwencji zmieni¢ morfologi¢ grzybni. Waznym kryterium doboru
mikroczastek jest jak najwigksza inertnos¢ chemiczna substancji wprowa-
dzanej do danej hodowli. Przede wszystkim nie powinny si¢ one rozpuszczac¢
w wodzie oraz nie powinny by¢ toksyczne wobec hodowanego mikroorganizmu
strzgpkowego.

Do tej pory stosowano nastepujace mineralne mikroczastki: talk (krzemian
magnezu) oraz tlenek glinu (Kaup et al., 2008; Driouch et al., 2010a; Driouch
et al., 2010b; Gonciarz et al., 2012; Gonciarz i Bizukojé¢, 2014; Antecka et al.,
2016), krzemian tytanu (Driouch et al., 2012), rézne tlenki zelaza, tytanian
glinu, krzemian glinu, kaolin, nanoglinke, krzemionke (Etschmann et al., 2015).
Réwniez prowadzono eksperymenty z czastkami organicznymi celulozy
(Etschmann et al., 2015). Jednak najpopularniejszymi mikroczastkami pozostaja
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do tej pory talk oraz tlenek glinu. W tabeli 5.3 zestawiono dotychczas najczg-
$ciej stosowane mikroczgstki mineralne w hodowlach typu MPEC.

Tabela 5.3. NajczeSciej stosowane mikroczastki do hodowli typu MPEC*

Mikro- Mikroorganizm Metabolit/enzym Literatura

czastki

talk (krze- | Aspergillus niger AB1.13 a-glukoamylaza Driouch et al., 2010a

mian Aspergillus niger SKAn1015 B-fruktofuranozydaza Driouch et al., 2010b

magnezu) | Aspergillus terreus ATCC 20542 lowastatyna Gonciarz i Bizukoj¢, 2014
Aspergillus niger DSM 821 2-fenyloetanol Etschman et al., 2015
Trichoderma atroviridae IMI 206040 | 6-pentylo-o-piron Etschman et al., 2015
Aspergillus ficcum NRRL 3135 fitaza Coban et al., 2015

tlenek Caldariomyces fumago DSM 1256 chloroperoksydaza Kaup et al., 2008*

glinu Aspergillus terreus ATCC 20542 lowastatyna Gonciarz i Bizukoj¢, 2012
Aspergillus niger DSM 821 2-fenyloetanol Etschman et al., 2015
Trichoderma atroviridae IM1 206040 | 6-pentylo-ai-piron Etschman et al., 2015
Aspergillus ficcum NRRL 3135 fitaza Coban et al., 2015
Cerrena unicolor (Bull. ex Fr.) lakkaza Antecka et al., 2016
Murr strain 137
Pleurotus sapidus DSM 8266 lakkaza Antecka et al., 2016

krzemian | Aspergillus niger SKAn1015 B-fruktofuranozydaza Driouch et al., 2012

tytanu Aspergillus niger DSM 821 2-fenyloetanol Etschman et al., 2015
Trichoderma atroviridae IMI 206040 | 6-pentylo-o.-piron Etschman et al., 2015

* w tabeli zestawiono tylko szczegdétowe badania nad wzrostem mikroorganizméw strzgpkowych w hodowlach
typu MPEC, dziatanie mikroczastek wobec innych gatunkéw mikroorganizméw strzgpkowych skrétowo
badane przez Kaupa ef al. (2008) umieszczono w tabeli 5.5

Zrodlo: opracowanie wilasne.

Zagadnienie pelnej inertno$ci mikroczastek mineralnych uzywanych przy
MPEC zostato stosunkowo p6zno zbadane (Etschmann et al., 2015). Wczesniej
zaktadano, ze jezeli dane mikroczastki sg nierozpuszczalne w podtozu, to nie ma
zadnego problemu uwalniania si¢ jakichkolwiek substancji. Jednakze co$ takie-
go jak catkowita nierozpuszczalno$¢ w przyrodzie nie istnieje i okazato sig, ze
nawet niektdre najczesciej stosowane mikroczastki nie sg calkiem inertne. Doty-
czy to przede wszystkim talku. Trzeba jednak pamigta¢, ze brak pelnej inertnosci
nie musi by¢ problemem, gdyz nie zawsze to, co si¢ uwalnia z mikroczastek,
moze by¢ szkodliwe dla mikroorganizmu. Co wigcej, takie dodatkowe mikroe-
lementy moga stymulowa¢ mikroorganizm, wobec ktoérego zastosowano MPEC,
ale wtedy trzeba sprobowac odrozni¢ wplyw mikroczastek na morfologie mikro-
organizmu od ich wplywu na metabolizm.

W tabeli 5.4 przedstawiono wyniki badan nad inertno$cig mikroczastek sto-
sowanych i z potencjalnym zastosowaniem w MPEC (Etschmann et al., 2015).
Technika tego badania polegata na tym, ze 2% (20 g 1) zawiesina danych
mikroczastek w wodzie destylowanej byta inkubowana przez noc, a uwolnione
do roztworu pierwiastki byty analizowane z wykorzystaniem atomowej spektro-
skopii absorpcyjne;.
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Tabela 5.4. Wymywanie pierwiastkow z mikroczastek

Mikroczastki Wz6r chemiczny Srednica Uwalnianie pierwiastkow
nominalna
(pm)

krzemian magnezu (talk) | 3Mg0O-4SiO,-H,O 10 Mg (2,826 mg I'")

krzemian magnezu (talk) | 3Mg0O-4SiO,-H,0 40 Mg (2,952 mg 1)

tlenek glinu Al,O4 27,2% -

tytanian glinu Al,05-TiO, <50

krzemian glinu 3A1,0; - 2Si0, 29,2% -

krzemian wapnia CaSiO; 74 Ca (45,105 mg 1), Si (29,9 mg 1)

krzemian tytanu TiSiOy <50 -

dwutlenek krzemu Si0, 7-12 Si (38,1 mg1h

kaolin Al,Si,05(0OH), 2,4% Mg (0,097 mg 1), Ca (0,807 mg 1)

tlenek zelaza (ILIII) Fe;0y4 <5 -

tlenek zelaza (11I) Fe, 03 <5 -

nanoglinka - <25 Mg (8,693 mg 1), Si (136,5 mg 1),
Ca (4,683 mg 1), Al (81,12 mg 1),
Na (124,3 mg 1)

celuloza (trzy rodzaje: (CsH1005)n 8-250 -

8, 32,250 um)

krzemian magnezu MgSiO; 250-595 Mg (18,738 mg 1), Si (83,5 mg I'"),

(Florisil®) Na (359,5 mg 1)

* $rednica medianowa

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z: Etschmann et al. (2015).

Przyktadem pozytywnego efektu wymywania mikroelementow z mikrocza-
stek jest produkcja 2-fenyloetanolu przez Aspergillus niger DSM 821 w hodowli
wstrzasanej. Ot6z w podlozu zawierajagcym wyptukany magnez z mikroczastek
talku 40 um (bez nich samych) wydajno$§¢ wytwarzania tego metabolitu rosta
o 10%, za$ w obecnosci tychze mikroczastek o 36%. Z drugiej strony przykta-
dem negatywnego efektu wymywania mikroczastek jest zmiana pH pod ich
wplywem, a dotyczy to np. krzemianu wapnia. Dodatek 20 g I krzemianu
wapnia do podloza z ekstraktem stodowym podnosi jego pH z 5,4 az do 9,6,
podobnie dzieje si¢ przy dodatku krzemianu magnezu (wzrost do 9,2). Talk pod-
nosi pH jedynie do 6.,4.

To, ze rodzaj mikroczastek ma znaczenie przy hodowlach typu MPEC,
wida¢ wyraznie przy poroOwnaniu wytwarzania w hodowli wstrzgsanej
2-fenyloetanolu przez Aspergillus niger DSM 821 oraz 6-pentylo-o-pironu przez
Trichoderma atroviridae IMI 206040. Przy stezeniu mikroczastek na poziomie
20 g 1" w obu przypadkach 2-fenyloetanol jest wydajniej wytwarzany przy uzy-
ciu 40 pm mikroczastek talku, za$ 6-pentylo-a-piron przy uzyciu mikrocza-
stek tlenku zelaza Fe;O,4. Nie jest znane wytlumaczenie, dlaczego tak si¢
dzieje, a Etschmann et al. (2015) uwazaja, ze dobor rodzaju mikroczastek jest
sprawg zupelie indywidualng dla danego szczepu i wytwarzanego przez niego
metabolitu. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze w tych badaniach nie dysponowa-
no mikroczgstkami réznych substancji chemicznych, ale o tej samej Srednicy
(tabela 5.3), co moglto mie¢ wplyw na wyniki badan. A dzieje si¢ tak, bo oprocz
rodzaju mikroczgstek kolejnym bardzo istotnym czynnikiem, jesli nawet nie
istotniejszym, jest ich wielkos$¢.
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Wiasnie ze wzgledu na trudno$¢ doboru mikroczastek o roéznej wielkosci
tego samego zwigzku chemicznego dostepnos¢ informacji na ten temat jest dos¢
ograniczona. Kaup et al. (2008) testowali mikroczastki kwarcu (~350 pm) oraz
szklane kulki (~500 um) wobec grzyba strzepkowego Caldariomyces fumago
DSM 1256 i ich wptyw na wytwarzanie chloroperoksydazy. W pierwszym przy-
padku efekt zwigkszenia biosyntezy enzymu pojawit si¢, ale byt znacznie stab-
szy niz przy uzyciu mikroczastek tlenku glinu (o $redniej $rednicy rzedu kilku
mikrometrow), natomiast duze szklane kulki nie wywotaly Zadnego efektu.
Istotne jest zatem to, aby $rednica mikroczastek byta porownywalna z wielko-
$cig spor grzybow. Driouch et al. (2010a) bardziej szczegétowo pokazali
wplyw wielkosci mikroczgstek talku na produkcje B-fruktofuranozydazy przez
Aspergillus niger SKAnl015. Okazuje si¢, ze najskuteczniejsze sg czastki
o srednicy miedzy 6 a 10 um. Wiasnie te czastki powodowaty przejscie ze
struktury speletyzowanej do grzybni rozproszonej i uzyskanie najwyzszych
aktywnosci B-fruktofuranozydazy (rys. 5.3).

Ale nawet zastosowanie wigkszych mikroczastek o srednicy okoto 15 pm
pozwala na uzyskiwanie wigkszych aktywnosci B-fruktofuranozydazy niz
w hodowlach kontrolnych bez mikroczastek, z tym, ze forma morfologiczna
grzybni byly wtedy mikropeletki.
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Rys. 5.3. Wplyw wielkosci mikroczastek talku na aktywnos$¢ B-fruktofuranozydazy
wytwarzanej przez Aspergillus niger SKAn1015; linia przerywana oznacza aktywno$¢
enzymu w hodowli bez mikroczastek

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z Driouch et al. (2010a).

Kolejnym waznym czynnikiem wptywajacym na wydajno$¢ hodowli MPEC
jest stezenie mikroczgstek (rys. 5.4). Mikroczastki oddziatujg ze sporami i w ten
sposob zmieniajg morfologie grzybni przez co 1 wydajnos¢ produkcji metaboli-
tow. Stad stezenie mikroczastek a ma kluczowy wplyw na morfologi¢ grzybni.
Nie ma natomiast zadnych zaleznosci migdzy liczbg spor wprowadzonych
do podtoza a liczbg mikroczastek. Jednak wszystkie doniesienia literaturowe
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na temat wptywu st¢zenia mikroczastek na przebieg hodowli typu MPEC taczy
identyczna liczba spor wprowadzanych do podtoza i jest to 10° 1. W ten sposob
jedyng zmienng pozostaje ilo§¢ mikroczastek. Sprawia to, ze ponizej przedsta-
wione dane sg ze sobg stosunkowo tatwo poréwnywalne. Zatem w przypadku
wytwarzania B-fruktofuranozydazy przez Aspergillus niger SKAnl015 opty-
malnym stezeniem mikroczastek talku o $rednicy 6 um jest 10 g 1", a aktywnosé
B-fruktofuranozydazy jest ponad 3-krotnie wyzsza w poréwnaniu do kontroli
bez mikroczastek (rys. 5.4a). Aspergillus terreus ATCC 20542 najwydajniej
(2-krotnie wigcej niz w hodowli kontrolnej) wytwarza lowastatyne¢ (rys. 5.4b),
jezeli w prekulturze znajduja si¢ mikroczastki talku o $rednicy 10 um i stezeniu
12 g I'" (Gonciarz i Bizukojé, 2014). Nieco wicksze stgzenie mikroczastek talku
i tlenku glinu (15 g I'") jest optymalne dla wytwarzania fitazy (rys. 5.4c)
przez Aspergillus ficcum NRRL 3135 (Coban et al., 2015). Rhizopus oryzae
NRRL 395 wytwarza najwydajniej kwas mlekowy przy ste¢zeniu mikroczastek
talku na poziomie 10 g I, a tlenku glinu 15 g I"' (rys. 5.4g). Wartosci te sa
zblizone do tych dla grzybdéw z rodzaju Aspergillus, pomimo tego ze Rhizopus
oryzae NRRL 395 nalezy do grzybow nizszych klasy Zygomycetes (Coban
1 Demirci, 2016). Dla Mortierella isabelina, ktéry takze nalezy do klasy Zygo-
mycetes, dodatek mikroczastek talku od 0,1 do 10 g I"" wywohuje podobne efekty.
Maksymalna wydajnoéé produktu (lipidéw) pojawia sie pomiedzy 6 i 10 g I'
talku (Gao et al., 2014). Jedynie dla Aspergillus sojae AsT1 wytwarzajacego
B-mannanaze (rys. 5.5h) nie uzyskano wyraznej wartosci optymalnego stezenia
mikroczastek talku, zas dla tlenku glinu byta to nizsza warto$é na poziomie 5 g 1"
(Yatmaz et al., 2016). Interesujace jest rowniez to, ze w przypadku grzybow,
ktorych hodowle wglebng ze wzgledu na stabe wytwarzanie bezptciowych spor
lub ich fizjologiczny brak (Basidiomycetes) rozwija si¢ ze zhomogenizowangj
grzybni rosngcej powierzchniowo, czyli rozdrobnionych strzepek, optymalne
stezenia mikroczastek sg do$¢ podobne. 1 tak dla Caldariomyces fumago DSM
1256 optymalne stezenie talku wynosi 10 g 1" talku i 15 g I tlenku glinu (rys.
5.4f). W przypadku podstawczakéw dla Cerrena unicolor (Bull. ex Fr.) Murr
strain 137 jest to okoto 15 g 1", ale takze dla wyzszych stezen mikroczastek
tlenku glinu nie obserwuje si¢ spadku aktywnosci lakkazy przynajmniej
w 9 dniu hodowli (rys. 5.4e). Trochg inaczej jest dla Pleurotus sapidus
DSM 8266, bo tutaj najwyzsza aktywno$é¢ obserwuje sie przy 30 g 1" tlenku
glinu (Antecka et al., 2016). Natomiast w przypadku innych niz talk i tlenek
glinu mikroczastek jak krzemian tytanu (8 um) optymalne stezenie dla produkc;ji
B-fruktofuranozydazy przez Aspergillus niger SKAnl015 i a-glukoamylazy
przez Aspergillus niger AB1.13 jest wyzsze i wynosi 25 g 1" (rys. 5.4d). Wynika
to z odmiennego charakteru tych mikroczastek i innego ich oddziatywania na
morfologi¢ grzybni, o czym begdzie mowa w rozdziale 5.2.2.3.
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Rys. 5.4. Wplywu stezenia mikroczastek m ineralnych w hodowlach typu MPEC na: (A) aktyw-
no$¢ P-fruktofuranozydazy, Aspergillus niger SKAn1015, (B) stgzenie lowastatyny, Aspergillus
terreus ATCC 20542 (C) aktywnos¢ fitazy, Aspergillus ficcum NRRL 3135, (D) aktywnos¢
B-fruktofuranozydazy i a-glukoamylazy Aspergillus niger SKAn1015 i Aspergillus niger AB1.13,
(E) lakkazy, Cerrena unicolor (Bull. ex Fr.) Murr strain 137, (F) chloroperoksydazy Caldariomy-

ces fumago DSM 1256, (G) kwasu mlekowego Rhizopus oryzae NRRL 395 oraz (G) B-mannanazy
Aspergillus sojae AsT1

Zrédio: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z Kaup et al. (2008), Driouch ef al.
(2010), Driouch et al. (2012), Gonciarz i Bizukojé¢ (2014), Coban et al. (2015), Antecka et al.
(2016), Coban i Demirci (2016), Yatmaz et al. (2016).
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Mikroczastki nieczesto byly stosowane wobec promieniowcow. Jedynym
takim przyktadem w literaturze jest uzycie bardzo duzych szklanych kulek
o $rednicy 0,5 mm do wglebnej hodowli Streptomyces hygroscopicus var gelda-
nus NRRL 3602 w zakresie od 0 do 55 kulek na 100 ml podtoza. Zwrdci¢ tu
nalezy uwagg, ze tak duze mikroczastki nie oddziatywaty w sposob pozadany na
spory grzybow strzgpkowych. Jednak s$rednica peletek Streptomyces hygrosco-
picus var geldanus NRRL 3602 pod wptywem tychze kulek zmniejszyta si¢ od
okoto 200 um do 125 um dla najwickszej zawartosci szklanych kulek, co jest
wynikiem dos$¢ przecigtnym. Nalezy jednak pamigtac, ze peletki promieniow-
cOW juz z natury bez stosowania MPEC sg mniejsze od tych tworzonych przez
grzyby strzepkowe. Liczebno$¢ peletek na objetos¢ podloza w tym samym
zakresie mocno wzrosta od okoto 3000 ml™ do ponad 10000 ml™. Jednoczesnie
uzyskano 88% wzrost wydajnosci biosyntezy geldanamycyny dla 55 kulek
w 100 ml podtoza (Dobson ef al., 2008).

5.2.2.2. Mechanizm dziatania mikroczgstek

Mechanizm dziatania mikroczastek nie jest jeszcze w pelni poznany, braku-
je przede wszystkim opisu ilosciowego. Ale juz przy pierwszym w historii za-
stosowaniu MPEC w hodowli wstrzgsanej badacze starali si¢ wyjasni¢, dlaczego
zmienia si¢ morfologia grzybni. Dotyczylo to grzyba, ktory nie wytwarzat spor
Caldariomyces fumago DSM 1256. Efekt dziatania mikroczastek mozna przypi-
sa¢ zderzeniom komorki grzybni-mikroczastka oraz naprezeniom $cinajacym
zwigzanym z energig dostarczang poprzez ruch obrotowy wytrzasarki. Rowniez
zawieszone mikroczastki moga przeszkadza¢ we wzajemnych oddziatywaniach
miedzy strzepkami. Dlatego wlasnie zbyt duze mikroczastki (500 pwm) sg niesku-
teczne, bo nie moga wlasciwie ostania¢ aglomerujacych si¢ strzgpek. Dodatko-
wo istotne jest to, ze na matych mikroczastkach (<42 um) immobilizacja grzybni
na nich samych jest niemozliwa (Kaup et al., 2008).

Driouch et al. (2010a), przeprowadziwszy szczegdtowe obserwacje mikro-
skopowe wzrostu Aspergillus niger SKAnl1015, zaproponowali nast¢pujacy
werbalny opis oddzialywania mikroczgstek na konidiospory, ktory zostal zwizu-
alizowany na rys. 5.5. Konidiospory grzyboéw z rodzaju Aspergillus maja silng
zdolnos$¢ agregacji w hodowlach wglebnych, o czym byta juz mowa wczesnie;.
W podtozach bez obecnosci mikroczastek duze agregaty konidiospor utrzymuja
si¢ przez kilka godzin zanim dojdzie do procesu ich kietkowania. Te duze aglo-
meraty po wykietkowaniu spor pozostaja niezmienione przez kilka kolejnych
godzin, a rosnace promieniscie strzepki tworzg coraz wicksza peletke. Zwykle
proces trwa kilkanascie godzin zanim uformuje si¢ zwarta kulista peletka o $red-
nicy nawet kilku milimetréw, zaleznie od uzytej liczby konidiospor. Kiedy jed-
nak w zawiesinie kietkujacych konidiospor znajda si¢ mikroczastki mineralne,
w przypadku tych badan byly to mikroczastki talku, poczatkowa faza agregacji
konidiospor ulega silnemu zakloceniu. Duze aglomeraty konidiospor ulegaja
rozpadowi i juz po dwdch godzinach sa obserwowane nawet pojedyncze koni-
diospory w podtozu. Mniejsze aglomeraty konidiospor rozwijaja si¢ nastepnie
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w mniejsze peletki, w skrajnych przypadkach moze nawet dojs¢ do utworzenia
grzybni o morfologii rozproszonej po kilkunastu godzinach jej wzrostu. Istotne
jest to, ze oddzialywanie mikroczastek mineralnych z konidiosporami zachodzi
na bardzo wczesnym etapie rozwoju grzybni, a dodatek mikroczastek w pdzniej-
szych godzinach hodowli, kiedy zaglomerowane i wykietkowane konidiospory
zaczely juz tworzy¢ peletki nie daje zadnych efektow. Za oddziatywaniem mi-
kroczastek ze sporami grzybni stojg najprawdopodobniej mechanizmy chemicz-
ne i fizyczne (Driouch et al., 2010a).

Nalezy jednak podkresli¢, ze do tej pory nikt nie przedstawit zadnego ilo-
sciowego procesu wzrostu grzybni w obecno$ci mikroczastek. Nie ma tez zad-
nych réwnan korelacyjnych pomiedzy wielkosciag aglomeratow, a stgzeniem
mikroczastek, ani tez opisu zmian wielkos$ci aglomeratow oraz szybkosci tych
zmian w czasie (kinetyka wzrostu grzybni w hodowli typu MPEC).

hodowla
normalna
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aglomeracja Selr i tworzenie peletek
MPEC
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@ konidiospora
mineralna mikroczastka

Rys. 5.5. Wizualizacja oddzialywania mineralnych mikroczastek na konidiospory
grzybow z rodzaju Aspergillus

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie opisu w Driouch et al. (2010a) i wlasnych
obserwacji.

5.2.2.3. Efekty oddzialywania mikroczgstek na mikroorganizmy strzepkowe

Niezaprzeczalne jest to, ze zastosowanie mikroczastek moze prowadzié
do zwickszenia wydajnosci wytwarzania enzymow i metabolitow wtérnych,
co zostalo pokazane w rozdziale 5.2.2.1 w zaleznosci od rodzaju, wielkosci
i stezenia zastosowanych mikroczastek. To jest oczywiscie ten najwazniejszy
pozytywny efekt prowadzenia hodowli typu MPEC. Ale ten przyrost wydajnosci

85



Wprowadzenie do inzynierii morfologicznej mikroorganizméw strzepkowych

nie bierze si¢ znikad i jest $cisle powigzany z efektami biologicznymi i proce-
sowymi wywolanymi przez mikroczastki. Przyjrzyjmy si¢ zatem doktadniej
efektom zastosowania hodowli typu MPEC.

Przede wszystkim zastosowanie MPEC prowadzi do zmiany formy morfo-
logicznej grzybni. Niejako motywacja zastosowania dodatku mikroczastek do
hodowli mikroorganizmow strzgpkowych byto pozbycie si¢ czesto ktopotliwych
w hodowlach bioreaktorowych z powodéw przedstawianych we wczesniej-
szych rozdzialach makroskopowych kilkumilimetrowych peletek. Oddzialywa-
nie mikroczastek ze sporami czy strzgpkami we wlasciwym momencie hodowli
(vide: rozdz. 5.2.2.2) powoduje przede wszystkim zmniejszenie wielkoSci
peletek grzybni. Srednia $rednica wytworzonych w ten sposob peletek znaczaco
maleje. Czasami nawet nastgpuje przejscie grzybni w form¢ morfologii rozpro-
szonej. Tym zmianom morfologii grzybni przypisuje si¢ zwigkszenie wydajnosci
wytwarzania enzymow czy metabolitow wtornych. Do tej pory MPEC stosowano
w szerszym zakresie prawie wylacznie do grzybow z rodzaju Aspergillus
i innych grzybow o koagulacyjnym mechanizmie tworzenia peletek.

Tabela 5.5. Zmiany morfologii mikroorganizméw strzgpkowych w hodowlach
typu MPEC

Mikroorganizm Numer | Klasa Wielko$¢ peletek (mm) Produkty Obecnos$¢
DSM Kontrola MPEC metabolizmu wolnych
strzepek
Penicillium digitatum 62840 | Asco- 5-60 0,2-1,2 enzymy +
mycetes
Penicillium chrysogenum 848 Asco- 2-60 0,1-3 penicylina ++
mycetes
Emericella nidulans 820 Asco- 1-3 0,05-0,2 kwas cholowy |++
mycetes
Aspergillus niger 821 Asco- 3-8 0,1-1,5 kwas cytryno- |+
mycetes wy, kwas
szczawiowy
Acremonium chrysogenum | 880 Asco- 1-10 0,1-0,7 cefalosporyny |+
mycetes
Pleurotus sapidus 8266 Basidio- | -30 0,1-0,3 enzymy +
mycetes
Rhizopus oryzae 907 Zygo- -80 1-5 sterydy +
mycetes
Chaetomium globosum 1962 Asco- 1-5 0,2-3,5 celulazy +
mycetes
Caladariomyces fumago 1256 Asco- ~4 0,1-0,5 chloro- ++
mycetes peroksydaza
Streptomyces aureofacies 40127 | Actino- [0,9-2,1 0,06-0,5 chloro- +
mycetes tetracyklina

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Kaup et al. (2008).

W kazdej dotychczasowej publikacji na temat MPEC okre§lano w sposob
ilosciowy zmiang morfologii grzybni przez pomiar wielkosci peletek w hodow-
lach bez i z mikroczgstkami. Prawdopodobnie wptyw zastosowania MPEC
na morfologi¢ grzybni zalezy od gatunku mikroorganizmu, ale szczegdélowych
danych na ten temat nadal brakuje. Jak wcze$niej wspominano gtéwnym obiek-
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tem badan byly grzyby z rodzaju Aspergillus. Tylko Kaup et al. (2008) przed-
stawili bardzo wstepne i ogodlne wyniki badan nad 9 rdéznymi gatunkami
mikroorganizméw strzgpkowych pochodzacych z kolekcji DSM (tabela 5.5).
Na podstawie tej tabeli wida¢ wyraznie, ze dodatek mikroczastek, niezaleznie
od gatunku mikroorganizmu strzgpkowego, zmniejsza wielko$¢ utworzonych
aglomeratow (peletek).

Najwigcej danych ilosciowych dotyczacych wptywu dodatku mikroczastek
na wielko$¢ peletek mozna znalez¢ tylko dla tych szczepow, ktore byly badane
w hodowlach typu MPEC zaréwno w kolbach wstrzgsanych, jak i w bioreakto-
rach zbiornikowych mieszadtowych, a wigc dla Aspergillus niger SKAn1015,
Aspergillus niger AB.1.13, Aspergillus terreus ATCC 20542, Aspergillus ficcum
NRRL 3135 oraz Mortierella isabelina NRRL 1757.

To, jakg forme¢ morfologiczng przyjmie badanych grzyb strzepkowy
w hodowlach typu MPEC, zalezy przede wszystkim od st¢zenia mikroczastek.
Na rys. 5.6 zostal przedstawiony wplyw stezenia mikroczastek talku i tlenku
glinu na $rednie $rednice peletek Aspergillus niger SKAn1015 na podstawie
pomiaréw 100 peletek z hodowli wstrzasanej w 72 godzinie procesu. Zaledwie
4 g 1" talku powoduje zmniejszenie wielkosci peletek prawie o rzad wielkosci
z 1700 um do ponizej 200 pum, czyli peletki makroskopowe staja si¢ peletkami
mikroskopowymi. Co wiecej, przy stezeniu tlenku glinu na poziomie 30 g I
grzybnia Aspergillus niger SKAn1015 przechodzi w forme rozproszona.
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Rys. 5.6. Wplyw stezenia mikroczastek talku i tlenku glinu na wielko$¢ peletek
Aspergillus niger SKAn10; linia przerywana oznacza hodowle bez mikroczastek

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Driouch et al., 2010a.

Nalezy takze zwroci¢ uwagg, ze od rodzaju mikroczgstek zalezy to, jakie
stezenie mikroczastek bedzie skuteczne, by uzyska¢ pozadang wielkos¢
peletek. Wida¢ wyraznie, ze dla podobnego efektu trzeba uzy¢ wigcej mikrocza-
stek tlenku glinu. Przede wszystkim wynika to z réznic $redniej wielkosSci
i rozktadu wielkos$ci komercyjnie dostgpnych mikroczastek. Porownanie wygla-
du grzybni Aspergillus niger SKAn1015 w hodowli MPEC i hodowli kontrolnej
zaleznie od stezenia mikroczastek talku jest pokazane na rys. 5.7. Na rys. 5.7d
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wida¢ wyraznie rozproszong morfologi¢ grzybni przy stezeniu mikroczastek
talku na poziomie 5 g 1" oraz morfologie mieszana (mate peletki i strzgpki jed-
noczesnie) na rys. 5.7c.

Rys. 5.7. Zmiany morfologii grzybni Aspergillus niger SKAnl015 w 72 godzinie
wstrzasanej hodowli wglebnej typu MPEC z mikroczastkami talku (6 pm) o stezeniu:
A)O0gl', (B)0,6gl",(C)3,0g1" oraz(D)5,0gl"

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych fragmentéw z: Driouch et al.,
(2010a).

Zwickszenie stezenia mikroczgstek talku dla tego szczepu rowniez powo-
dowalo pewng zmiang ksztattu peletek. Widac, ze peletki odbiegaja od idealnie
sferycznego ksztattu (rys. 5.7b). O wptywie wielko$ci mikroczastek na wielkos¢
uzyskanych peletek Swiadczy to, ze zastosowanie nieco wigkszych mikroczgstek
talku (15 wm zamiast 6 um) przy jednakowym stezeniu mikroczgstek na pozio-
mie 10 g I"' prowadzi do uzyskania mniejszych peletek (Driouch et al., 2010a).
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Rys. 5.8. Wplyw stezenia mikroczastek talku i tlenku glinu na wielko$¢ peletek
Aspergillus ficcum NRRL 3135

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Coban et al. (2015).
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Mikroczastki tlenku glinu oraz talku w podobny sposob oddzialujg na
Aspergillus ficcum NRRL 3135 (rys. 5.8). Nastepuje wyrazny spadek ich $redni-
cy z okoto 1600 pm do okoto 200 pm przy stezeniu talku na poziomie 25 g 1.
W zakresie badanych stgzen mikroczastek nie wytworzyta si¢ morfologia roz-
proszona grzybni.

Efekty zmiany morfologii grzybni dla grzyba strzepkowego nalezacego do
klasy Zygomycetes Mortierella isabelina NRRL 1757, czyli zmniejszenie pele-
tek z 0,238+0,058 mm? dla kontroli do 0,036+0,004 mm’ (wielko$¢ wyrazona
jako $rednie pole powierzchni rzutu peletki) dla st¢zenia talku na poziomie
10 g I'' nie odbiega wyraznie od podobnych zaleznosci dla grzyboéw z rodzaju
Aspergillus, z tym ze ten gatunek grzyba nizszego wykazuje wyjatkowo aglome-
racyjny mechanizm tworzenia peletek (Gao et al., 2014).

Rodzaj zastosowanych roéznych mikroczgstek prowadzi do uzyskania roz-
nych form morfologicznych zaleznie od warunkéw hodowli i gatunku grzyba
strzepkowego. Moze to by¢ po prostu zmniejszenie wielkosci aglomeratow
(peletek) az do przejscia grzybni do morfologii rozproszonej. Dodatkowo moze
nastepowac zmiana struktury peletek oraz kinetyki ich wzrostu. Rowniez nieco
inny efekt moze mie¢ zastosowanie mikroczastek w hodowlach dwuetapowych
prekultura-podtoze produkcyjne, w ktorych za inokulum shuzg juz uformowane
peletki, co oczywiste, poddane dzialaniu mikroczastek (Gonciarz et al., 2012).
Szczegdlowe badania na ten temat byly prowadzone dla Aspergillus terreus
ATCC 20542. Na rys. 5.9 przedstawiono wpltyw dodatku mikroczastek talku
do prekultury (od 0 g I do 15 g I, hodowla wstrzasana; ta prekultura
zaszczepiono podtoze produkcyjne) na zmiany $rednicy peletek w czasie w pod-
tozu produkcyjnym (hodowla wstrzgsana).
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Rys. 5.9. Wplyw stezenia mikroczastek dodawanych do prekultury na zmiany wielko$ci
peletek Aspergillus terreus ATCC 20542 w czasie w podtozu produkcyjnym (hodowla
wstrzasana)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Goneiarz i Bizukojé (2014).
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Mikroczastki, oprocz tego, ze powoduja zmniejszenie wielkosci peletek
Aspergillus terreus ATCC 20542 w kazdej godzinie procesu, to jeszcze znacza-
co wplywaja na kinetyke wzrostu peletki. Szybko$¢ wzrostu peletek wyrazona
iloSciowo zmiang ich $rednicy jest mniejsza w hodowlach z mikroczastkami
niz bez nich. W ciggu 4 dob w kontroli bez talku $rednice peletek powigkszyty
si¢ 0 ponad 1000 pum z okoto 2250 um do okoto 3500 um, zas w hodowlach
z talkiem (powyzej 9 g I'") przyrost ten nie byt wigkszy niz 200 pm.

Oczywiscie ten efekt zmniejszenia szybkosci wzrostu peletek w podiozu
produkcyjnym wynika z wielkosci i struktury uzyskanych peletek w prekulturze,
co wida¢ wyraznie na rys. 5.10. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze w kulturze
wstrzgsanej w podtozu produkcyjnym peletki pozostaly ostatecznie peletkami
znajdujacymi si¢ na umownej granicy peletek mikro- i makroskopowych ($red-
nica okoto 500 um) i nie uzyskano w tych warunkach wyraznych mikropeletek,
ani grzybni o morfologii rozproszone;j.

Zmiany wielkosci peletek to tylko jeden z efektow oddzialywania mikro-
czastek. Dodatkowo okazuje si¢, ze oddziatywanie mikroczastek stabilizuje
wielko$¢ peletek 1 ich struktur¢. Dowodem na to sa rozktady wielkosci peletek
w dwuetapowych hodowlach wstrzasanych Aspergillus terreus ATCC 20542.
Rozktad wielkosci $rednic peletek opisywany jest rozktadem normalnym Gaus-
sa. Jednak szerokosc¢ rozktadu, wyrazajaca zmienno$¢ $rednic w badanej popula-
cji peletek znaczaco si¢ r16zni w MPEC w poréwnaniu do zwyktych hodowli.
Im wiecej mikroczastek, tym Srednice uzyskanych peletek sg bardziej zblizone
do siebie (rys. 5.11).

Mikropeletki

Rys. 5.10. Peletki Aspergillus terreus ATCC 20542 w 24 godzinie hodowli w prekulturze
(stuzacej pdzniej do inokulacji podtoza produkcyjnego) uzyskane przy roéznych stgze-
niach mikroczastek talku: (A) kontrola0 g1, (B) 1 g1, (C) 6 gI"i (D) 15 g 1!

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie obrazéw z: Goneiarz i Bizukojé (2014).
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Rys. 5.11. Rozktad wielkos$ci peletek Aspergillus terreus ATCC 20542 w hodowlach
typu MPEC

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z: Gonciarz i Bizukoj¢,
(2014).

W Dbioreaktorze zbiornikowym mieszadlowym dwuetapowa hodowla
Aspergillus terreus ATCC 20542 typu MPEC przebiegata nieco inaczej. Podob-
nie 24-godzinna prekultura z hodowli wstrzasanej z mikroczastki talku lub bez
stuzyta do inokulacji bioreaktora (rys. 5.12a 1 5.12b). Wida¢ tu wyraznie roznice
w obu inokulach. Ostatecznie jednak zmiany morfologiczne grzybni okazaty si¢
jeszcze bardziej zlozone ze wzgledu na nalozenie si¢ efektu naprezen mecha-
nicznych oddziatujacych na peletki w bioreaktorze na efekt mikroczgstek dziata-
jacych na grzybni¢ w prekulturze.

Analizujge rys. 5.12¢, mozna zauwazy¢, ze w hodowli normalnej bez mi-
kroczastek w trofofazie (48 godzina procesu) tworzg si¢ makroskopowe peletki
o s$rednicach rzedu 2000-3000 um. Jednakze w poznej idiofazie (144 godzina
procesu) grzybnia Aspergillus terreus ATCC 20542 przechodzi do formy
rozproszonej (rys. 5.12e). Przyczyna tej zmiany morfologii sa napr¢zenia
mechaniczne, ktore spowodowaly destrukcje peletek. Niejako zadziatata tu
tradycyjna technika inzynierii morfologicznej. Przy zastosowaniu MPEC w ogole
nie pojawity si¢ peletki makroskopowe (rys. 5.12d). Mikroczastki pozwolity
na ustabilizowanie struktury grzybni w formie mikropeletek, ktore dotrwaty
jako ,,ogolone” mikropeletki do p6znej idiofazy pomimo silnych naprezen me-
chanicznych (rys. 5.12f). Tutaj takze nie pojawia si¢ przejscie do pelnej
morfologii rozproszonej, chociaz wystepowaly wolne strzgpki w zawiesinie
powstate pod wpltywem mikroczagstek i, co szczegdlnie istotne, naprezen
mechanicznych.
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Hodowla bez mikroczgstek Hodowla z mikroczgstkami
(12 g I talku)

500 um

Rys. 5.12. Zmiany w czasie morfologii Aspergillus terreus ATCC 20542 w bioreakto-
rowej hodowli normalnej i typu MPEC (mikroczastki talku ~10 pm): owtosione peletki
w prekulturze bez (A) i z (B) z dodatkiem mikroczastek, sferyczne makroskopowe
peletki w hodowli bez mikroczgstek (C) oraz mikroskopowe mocno owlosione peletki
w hodowli z mikroczastkami, wystepuje rowniez troch¢ wolnych strzepek (D), zmienio-
ne pod wptywem naprezen mechanicznych peletki (grzybnia rozproszona) w hodowli
bez mikroczastek (E) oraz mikroskopowe ,,0golone” peletki wraz z wolnymi strzepkami
w hodowli z mikroczastkami (F)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Goneiarz et al. (2016).

Powyzej opisane zmiany morfologii grzybni pod wplywem oddziatywania
mikroczgstek pozostawaty dos$¢ typowe. Peletki makroskopowe ulegaty zmniej-
szeniu, czasem stajagc si¢ peletkami mikroskopowymi lub tez przechodzac
w forme rozproszong. Jednak moga si¢ zdarzy¢ szczegdlne przypadki, w ktorych
forma morfologiczna grzybni moze sta¢ si¢ zupelie odmienna od tych znanych
z konwencjonalnych hodowli grzybow strzgpkowych, a nawet wyzej opisanych
procesow MPEC z uzyciem talku czy tlenku glinu. Czynnikiem powodujacym
nietypowa zmian¢ morfologii moze by¢ rodzaj uzytych mikroczgstek. Zastoso-
wanie krzemianu tytanu wobec Aspergillus niger SKAn1015 i Aspergillus niger
AB1.13 powoduje powstanie zupelnie nowej formy morfologicznej grzybni
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nazwanej struktura core-shell, co mozna przettumaczy¢ na jezyk polski jako
,Jadro-skorupka” (Driouch et al., 2012). W tym przypadku zaobserwowano
wbudowanie mikroczgstek do wnetrza peletki, przez co powstalo mineralne
jadro. I to mineralne jadro obrastato strzgpkami. Wielko$¢ i ksztatt takiego jadra
1, co oczywiste, samej peletki zalezy od stezenia wprowadzonych mikroczastek
krzemianu tytanu (rys. 5.13).

Rys. 5.13. Wplyw mikroczastek krzemianu tytanu o $rednicy ~8 pum na morfologi¢
grzybni Aspergillus niger SKAn1015 we wglebnej kulturze wstrzasanej po 72 h hodowli:
0gl'(A),5gl"B),15g1"(C)i50g1" (D)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z: Driouch et al. (2012).

Pomimo zmiany struktury peletek ich wiclko§¢ w zalezno$ci od stezenia
mikroczastek krzemianu tytanu zmieniala si¢ do$¢ typowo, malejac od okoto
1700-2000 pum do statej wielkosci okoto 250 um dla stezenia mikroczastek 20 g 1™
i wigcej dla obu badanych szczepow Aspergillus niger SKAn1015 oraz Aspergil-
lus niger AB1.13 (rys. 5.14).

2000 A1 Szczep produkujacy:

I o-glukoamylaze
[ B-fruktofuranozydaze
1500 -

1000 A

500 -

Srednia $rednica peletek (um)

0 10 20 30 40 50
Stezenie mikroczgstek krzemianu tytanu (g I')

Rys. 5.14. Wplyw stezenia mikroczastek krzemianu tytanu na wielko$¢ peletek grzybow
Aspergillus niger SKAn105 (produkcja -fruktofuranozydazy) oraz mutanta Aspergillus
niger AB1.13 (produkcja a-glukoamylazy) wyposazonego w gen zielonej fluorescencji
do celow analitycznych

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Driouch et al. (2012).
Jeszcze bardziej nietypowa zmiana morfologii pod wptywem mikroczastek

dotyczy niektorych podstawczakow (rys. 5.15). Nalezy tu przypomnieé, ze ho-
dowla wglebna grzybow nalezacych do tej klasy musi by¢ zawsze rozwijana ze
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zhomogenizowanych strzgpek, gdyz podstawczaki nigdy nie wytwarzaja bezpt-
ciowych spor.

Rys. 5.15. Nietypowa zmiana formy makromorfologicznej podstawczaka Cerrena unicolor
(Bull. ex Fr.) Murr strain 137 pod wplywem mikroczastek tlenku glinu: (A) 0 g 1, (B)
15 g1 oraz (C) 30 g 1"

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Antecka et al. (2016).

W przypadku Cerrena unicolor (Bull. ex Fr.) Murr strain 137 dodatek 15 g
1" tlenku glinu powoduje przemiane zwyktych sferycznych lekko owlosionych
peletek do nietypowe;j, aczkolwiek bardzo charakterystycznej gwiazdzistej struk-
tury aglomeratow.

Wszystkie opisane powyzej zmiany morfologii grzybni pociagaty za sobg
takie zmiany warunkéw wzrostu w hodowlach, ze zawsze obserwowano wzrost
stezenia wytwarzanych metabolitow oraz aktywnosci wydzielanych enzymow.
Odpowiedzi na pytanie, dlaczego tak si¢ dziato, probowali udzieli¢ autorzy tych
wszystkich doniesien literaturowych.

Zmniegjszenie wielkosci peletek pod wptywem mikroczgstek lub tez nawet
przejscie do morfologii rozproszonej polepsza zdecydowanie dostep tlenu do
strzepek i ten efekt oddziatywania mikroczastek jest uwazany za najwazniejsza
przyczyng zwielokrotnienia aktywno$ci enzymdéw oraz stezenia metabolitow
w hodowlach typu MPEC. Na efekt ten powotujg si¢ wszyscy badacze, ktorzy
zastosowali mikroczgstki w hodowli grzybow strzepkowych (Kaup et al., 2008;
Driouch et al, 2010, Driouch et al. 2012, Gonciarz i Bizukojé, 2014; Coban
et al., 2015; Gonciarz et al., 2016; Antecka et al., 2016; Coban i Demirici,
2016), chociaz czgsto nie pokazuja oni na to ani bezposrednich, ani posrednich
dowodow. Za polepszenie dostgpu tlenu do strzgpek grzybni w hodowlach
MPEC odpowiada przede wszystkim zmiana warunkow dyfuzyjnego transportu
tlenu w peletkach. Kroétsza droga dyfuzji przektada si¢ na efektywniejszy trans-
port masy i wyzsze stezenie tlenu glebiej w peletkach. O tym jakie opory dyfu-
zyjnego ruchu tlenu moga si¢ pojawia¢ w peletkach grzybow strzgpkowych
swiadczy to, ze petna penetracja takiej struktury tlenem moze zachodzi¢ tylko
do glebokosci 410 um. Warto$¢ t¢ wyznaczono dla Aspergillus niger AB 1.13.
(Hille et al., 2005), ale moze by¢ ona jeszcze mniejsza w zaleznosci od gatunku
grzyba i warunkow jego hodowli.
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Najlepszym bezposrednim dowodem na to, jak polepszaja si¢ warunki dyfu-
zji tlenu w peletkach jest wyznaczenie profilu stezenia tlenu wewnatrz peletki
za pomoca mikroelektrody tlenowej (Gonciarz i Bizukoj¢, 2014), co zostato
dokonane dla peletek Aspergillus terreus ATCC 20542 pochodzacych z dwueta-
powej hodowli wstrzasanej. Na ksztatt profilu stezenia tlenu w peletkach zna-
czgco wplywa wielko$¢ peletek (mikroczastki w oczywisty sposdb zmieniajg te
wlasciwos¢ grzybni), ale takze ich wewnetrzna struktura (gesto$¢ strzgpek),
ktora jest zalezna zaré6wno od wieku hodowli, ale, jak si¢ réwniez okaze,
od dodatku mikroczastek. Na przyktad w pojedynczych peletkach uzyskanych
w 72 godzinie (aktywno$¢ grzybni jest wtedy najwigcksza) hodowli Aspergillus
terreus ATCC 20542 bez mikroczastek niezerowe stezenie tlenu bylo obserwo-
wane do glebokosci tylko okoto 200 pum dla peletki o $rednicy 1850 pm
(rys. 5.16). Efektywny z punktu widzenia $rednicy peletek dodatek mikroczastek
(3 g I'' talku i zmniejszenie $rednicy do 1550 pm) nieznacznie wptywa na
wewnetrzng strukturg peletki i dyfuzje tlenu. Jednak wigksza ilo$¢ mikroczastek
talku (12 g I'') moze sprawié, ze stezenie tlenu w peletce bedzie wyzsze od
zera nawet w catej makroskopowej peletce o $rednicy 1350 um. Oznacza to
mozliwos¢ dyfuzji tlenu do gl¢bokosci prawie 700 um, co potwierdza zmiana
struktury strzepek grzybni. Mikroczastki talku powodujg wzrost efektywnego
wspotczynnika dyfuzji w peletkach Aspergillus terreus ATCC 20542 $rednio
z okoto 1000 um” s™ do okoto 2500 pm® s (Gonciarz i Bizukojé, 2014).
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Rys. 5.16. Zmiany profili st¢zenia tlenu (pomiary wykonane w warunkach braku
przeptywu podloza) wewnatrz peletek Aspergillus terreus ATCC 20542 hodowanych
w kolbach wstrzasanych (72 godzina hodowli) w wyniku zastosowania mikroczastek
talku w prekulturze; linie ciagle sa krzywymi modelowymi uzyskanymi w wyniku roz-
wigzania rOwnania bilansu tlenu dla biokatalizatora sferycznego przy przyjeciu kinetyki
Michaelisa-Menten (réwn. 4.30 1 4.31)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z: Gonciarz i Bizukojé,
(2014).
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Nalezy jeszcze dodaé, ze w efekcie lepszej penetracji tlenem peletek
Aspergillus terreus ATCC 20542 substrat weglowy, ktorym w tych badaniach
byta laktoza, byt znacznie szybciej asymilowany. A zatem, ta kaskada efektow
zastosowania mikroczgstek: zmiana morfologii, lepszy dostep tlenu do peletek,
szybsze wykorzystanie substratu weglowego, ostatecznie przelozylo si¢ na
dwukrotny wzrost stezenia produkowanego metabolitu lowastatyny (Gonciarz
i Bizukoj¢, 2014). Niepelne wykorzystanie substratu wegglowego byto rowniez
obserwowane w przypadku Mortierella isabelina NRRL 1757 w konwencjonal-
nej hodowli wstrzasanej. Dodatek mikroczastek talku od 0,6 g I do 10 g I
sprawit, ze glukoza byla w pelni wykorzystana, co réwniez przetozylo si¢ na
zwigkszenie wydajnosci biosyntezy zwigzkéw lipidowych (Gao et al., 2014).

Innym posrednim dowodem na polepszenie warunkow transportu tlenu do
komorek grzybni w wyniku oddziatywania mikroczastek jest zmniejszenie wy-
dzielania kwasow organicznych przez grzyby strzepkowe. Jest to cecha grzybow
strzgpkowych rodzaju Aspergillus, a w szczegdlnosci dotyczy to kwasu szcza-
wiowego, tworzonego z kwasu pirogronowego, ktorego zbyt wysokie
stezenie wewnatrzkomdérkowe moze si¢ pojawi¢ w warunkach deficytu tlenu
(Kubicek et al., 1988). 1 tak Aspergillus niger AB1.13 moze nawet tworzy¢ do
3 g I'" kwasu szczawiowego w hodowli konwencjonalnej, a w hodowli z 10 g 1!
mikroczastek talku stezenie tego kwasu spada do 0,2 g I (Driouch er al,
2010a).

Jeszcze jednym dowodem na to, ze efekt zastosowania mikroczastek (krze-
mian tytanu) do hodowli grzybdéw strzepkowych wiagze si¢ ze zmiang biologicz-
nej aktywnosci komorek grzybni wywotanej polepszeniem warunkow transportu
substratu, jest przestrzenny rozktad aktywnosci enzymatycznej w komorkach
grzybni tworzacych peletke (Driouch et al., 2012). Do okres$lenia tego rozktadu
wykorzystano mutanta Aspergillus niger AB1.13 (wcze$niej wspominany pro-
ducent a-glukoamylazy) oznaczonego jako Aspergillus niger ANip7-MCS-gfp2
i zawierajagcego dodatkowo gen zielonego biatka fluorescencyjnego (green fluo-
rescent protein, GFP) pod kontrolg promotora glad, ktory jest aktywowany
glukoza, maltoza lub skrobig, a hamowany ksyloza (rys. 5.17).

Aby biatko fluorescencyjne zostato zsyntezowane w komorkach grzybni,
niezbedne jest zrodto wegla, tlen 1 inne sktadniki pokarmowe. Wizualizacje two-
rzenia takiego znacznikowego bialka przeprowadza si¢ za pomoca laserowe;j
mikroskopii konfokalnej. Obszar $wiecenia pokazuje, jak duza przestrzen
grzybni w peletce otrzymuje wilasciwa ilo$¢ substancji pokarmowych i tlenu,
a zatem wytwarza to znacznikowe bialko. Okazalo si¢, ze w uktadzie bez
mikroczastek krzemianu tytanu $wiecenie peletek o Srednicy okoto 2000 pum
wskazywato na penetracj¢ grzybni substancjami odzywczymi oraz tlenem, zale-
dwie na glebokos$¢ okoto 200 pum (rys 5.18a i 5.18b). Natomiast zmniejszenie
$rednicy peletek oraz zmiany ich morfologii do struktury typu core-shell zna-
czaco powigkszaly obszar fluorescencji. Juz przy stezeniu 2,5-5 g "' krzemianu
tytanu na wigkszos$ci obszaru peletki jeszcze o srednicy ok. 2000 um produkcja
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biatka znacznikowego byla lepsza dzigki zmianie struktury grzybni otaczajacej
mineralne jadro. Dla stezen mikroczastek (15-25 g 1) cata peletka o znaczaco
zmniejszonej Srednicy, réwnej okoto 300 pum, byla metabolicznie aktywna

(rys 5.18¢ i 5.18d).
)
?‘_ m 1000

y e

200 um

Rys. 5.17. Przestrzenny rozktad produkcji zielonego biatka fluorescencyjnego w pelet-
kach rekombinowanego Aspergillus niger ANip7-MCS-gfp2, w hodowlach bez dodatku
mikroczastek (A) i (B) oraz z dodatkiem (15-25 g I'") mikroczastek krzemianu tytanu
o §rednicy 8 um (C) i (D). Ekspresja biatka wywolana zasilaniem maltoza od 40 godziny
hodowli, za§ obrazy wykonano za pomoca laserowej mikroskopii konfokalnej (72 go-
dzina hodowli, przekroje o grubosci 70 um przez peletki)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z: Driouch et al. (2012).

Dodatek mikroczastek moze prowadzi¢ do utworzenia grzybni o morfologii
rozproszonej (Driouch et al., 2010a, Driouch et al., 2012). Czasami taka forma
morfologiczna jest preferowana z punktu widzenia wytwarzania bioproduktu.
Jednak ta forma morfologiczna nie musi by¢ tatwiejsza do prowadzenia procesu
bioreaktorowego ze wzgledu na zmiang wilasciwosci reologicznych, a przede
wszystkim na przyrost lepko$ci, zwykle nieniutonowskiej, takich zawiesin.
Wtedy, to co mozna zyska¢ w polepszeniu dyfuzyjnego ruchu masy (tlenu)
w peletkach czy pojedynczych strzepkach, traci si¢ na konwekcyjnym transpor-
cie tlenu z fazy gazowej do fazy cieklej. Zatem, stosujac MPEC, trzeba si¢
zawsze liczy¢ z tym, ze moze nastapi¢ drastyczna zmiana lepko$ci brzeczek
hodowlanych. Na rys. 5.18 przedstawiono taki efekt mikroczastek na lepkosc¢
dynamiczng brzeczki Aspergillus niger SKAn1015.

97



Wprowadzenie do inzynierii morfologicznej mikroorganizméw strzepkowych

morfologia rozproszona
40 4 = m tak
1 A krzemian tytanu
35 -
’(})\ = 1800 4
© %0 | . 1600]
5L T . | /
L .o R’
EQ 254 2wl
55| Sl
> 3 € %%
T O 204 T 600 //
0 8 o 27
§ _8 ] . D 400 gé
£z 15 Yy
5% 111
1 A o 20 30 40 0
_%‘ 10 A A A Stezenie mikroczastek (g I")
L A, A 4 A
54 &
- T peletki
0 T i T i T B T B T B T
0 10 20 30 40 50

Stezenie mikroczagstek (g I'1)

Rys. 5.18. Poréwnanie wplywu zmiany morfologii grzybni Aspergillus niger SKAn1015
w wyniku zastosowania mikroczastek talku i krzemianu tytanu na lepko$¢ brzeczki
hodowlane;j

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie danych tabelarycznych z: Driouch et al.,
2012.

Zachowanie formy peletek grzybni Aspergillus niger SKAn1015 przy zasto-
sowaniu mikroczgstek krzemianu tytanu utrzymuje lepko$¢ brzeczki na mniej
wigcej stalym poziomie migdzy 5 a 10 mPa s, czyli nie wigcej niz dziesigcio-
krotnie wyzszym od lepkosci wody. Natomiast przejscie peletek Aspergillus
niger SKAn1015 w forme morfologii rozproszonej pod wptywem mikroczastek
talku sprawia, ze lepko$¢ brzeczki osigga wartosci od 30 do 40 razy wyzsze od
lepkos$ci wody (Driouch ef al., 2012).

Omawiajac efekty zastosowania MPEC, trzeba podkresli¢, ze nadrzednym
celem stosowania mikroczastek jest zwigkszenie wydajnosci produkcji poza-
danych metabolitow dzigki sterowaniu morfologia grzybni. MPEC pozwala
uzyska¢ dos$¢ spektakularne efekty. W tabeli 5.6 efekt zastosowania MPEC
wyrazono jako czynnik wzmocnienia, ktory informuje, ile razy wzrosto stgzenie
pozadanego produktu lub aktywno$¢ wydzielonego enzymu w hodowli danego
mikroorganizmu strzgpkowego po zastosowaniu dodatku mikroczastek mine-
ralnych.
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Tabela 5.6. Wydajno$¢ biosyntezy metabolitow i aktywnosci enzymow

w hodowlach typu MPEC
Mikroorganizm Bioreaktor*, obje- Mikro- Produkt Czynnik Literatura
to$¢ robocza, tryb czastki metabo- wzmoc-
pracy liczny nienia®
Caldariomyces ShF, 100 ml talk chloro- 10 Kaup et al.
Sfumago DSM 1256 tlenek glinu peroksydaza | 6 2008
Aspergillus niger ShF, 50 ml a-gluko- 52 Driouch
AB 1.13 talk amylaza etal.,2010a
Aspergillus niger ShF, 50 ml f-frukto- 3
SKAn1015 STB, 2200 ml, BT furanozydaza | 2
Aspergillus niger STB, 2200 ml, BT talk B-frukto- 1,15 Driouch
SKAn1015 STB, od 1500 ml, FB furanozydaza | 8 etal., 2010b
Aspergillus niger krzemian a-gluko- 10
AB 1.13 ShF, 50 ml tytanu amylaza
Aspergillus niger krzemian f-frukto- 4
SKAn1015 tytanu furanozydaza Driouch
STB, 2200 ml, BT krzemian a-gluko- 7 etal.,2012
Aspergillus niger tytanu amylaza
AB1.13 STB, od 1500 ml, FB | krzemian 7,7
tytanu
Aspergillus terreus ShF, 150 ml talk lowastatyna 1,6 Gonciarz
ATCC 20542 i Bizukoj¢,
2014
Mortierella isabeli- ShF, 50 ml talk lipidy 2,5 Gao et al.,
na NRRL 1757 2014
Aspergillus ficcum ShF 100 ml talk 3 Coban et al.,
NRRL 3135 tlenek glinu fitaza 2 2015a
STB, 1000 ml, BT talk 1,88
Aspergillus ficcum STB od 1000 ml, FB 1,95
NRRL 3135 talk fitaza Coban et al.,
Aspergillus ficcum STB 1000 ml, CONT 1,9 2015b
NRRL 3135
Trichoderma atrovi- | ShF, 60 ml tlenek zelaza | 6-pentylo-a- | 2
ridae (1L, 1ID) piron Etschmann
IMI 206040 etal., 2015
Aspergillus niger ShF, 60 ml talk 2-fenylo- 1,32
DSM 821 etanol
Aspergillus terreus STB, 5400 ml, BT talk lowastatyna 2 Gonciarz
ATCC 20542 STB, od 5400 ml, FB | talk lowastatyna 3,5 etal., 2016
Cerrena unicolor ShF, 200 ml tlenek glinu lakkaza 3,5 Antecka
(Bull. ex Fr.) Murr etal., 2016
strain 137
Pleurotus sapidus 2
DSM 8266
Rhizopus oryzae ShF, 100 ml talk kwas mle- 4 Coban
NRRL 395 tlenek glinu kowy 2,3 i Demirci,
2016
Aspergillus sojae ShF, 100 ml tlenek glinu f-mannanaza | 1,1 Yatmaz
AsT1 talk 1,8 etal., 2016

* ShF — shake flasks (kolby wstrzasane); STB — stirred tank bioreactor (bioreaktor zbiornikowy mieszadtowy),
BT — batch (proces okresowy); FB — fed-batch (proces okresowy z zasilaniem); CONT — continuous (proces

ciagly)

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie wybranych danych z réznych zrédel literatu-

rowych.
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Hodowla typu MPEC okazuje si¢ bardzo skuteczna, jezeli chodzi o zwick-
szenie wydajnosci biosyntezy bioproduktow. Rzadko kiedy uzyskuje si¢ mnigj
niz dwukrotny przyrost stezenia danego metabolitu badz enzymu (tylko przypa-
dek fitazy 1 P-mannanazy oraz 2-fenyloetanolu) po zastosowaniu rdznego
rodzaju mikroczastek. Rekordowe warto$ci czynnika wzmocnienia dla chlorope-
roksydazy czy o-glukoamylazy wskazuja, ze potencjalnie mozna zwigkszy¢
wydajnos¢ takiej hodowli nawet o rzad wielko$ci. Bardzo optymistyczne jest to,
ze skuteczno$¢ MPEC jest potwierdzona nie tylko na poziomie badan mikrobio-
logicznych w matej laboratoryjnej skali kolb wstrzgsanych, ale takze w hodow-
lach bioreaktorowych dla a-glukoamylazy, B-fruktofuranozydazy, fitazy i lowa-
statyny. Czynnik wzmocnienia jest zwykle niemniejszy, a czasami nawet wyz-
szy w skali bioreaktora w poréwnaniu do kolb wstrzasanych. Dotyczy to szcze-
golnie bioreaktorow pracujacych jako okresowe z zasilaniem (fed-batch).
Wzmocnienie 3,5-krotne dla biosyntezy lowastatyny w poréwnaniu do 2-krotnego
w bioreaktorze o dziataniu okresowym, czy tez 8-krotne aktywnosci B-frukto-
furanozydazy w poréwnaniu do 1,15-krotnego w bioreaktorze okresowym
jest dowodem na to, jak dobrym uzupetlieniem wysokowydajnego procesu
okresowego z zasilaniem jest dodatek mikroczastek. Bioreaktor okresowy
z zasilaniem, szczegdlnie dla grzybow strzgpkowych i promieniowcow, jest
uwazany za bardziej wydajng alternatywe, jesli nie konieczno$¢, wobec proce-
sow okresowych, gdyz mozliwos¢ doprowadzania substratow (szczegdlnie tego
weglowego) bardzo znaczaco zwigksza stezenie pozadanych metabolitow.
Dodatek mikroczastek jeszcze maksymalizuje ten efekt (Driouch et al., 2010b,
Coban et al., 2015b, Gonciarz et al., 2016). Udane eksperymenty MPEC w skali
bioreaktora o objetosci co najmniej kilku litrow sg przestanka, ze zmiana skali
tego typu hodowli nie powinna stanowi¢ duzych problemoéw, co moze by¢ dobra
zapowiedzig do zastosowan tej techniki w wielkoskalowych procesach przemy-
stowych.

Stosujac mikroczastki w hodowlach grzybow strzepkowych, nalezy jeszcze
zwréci¢ uwage na jeszcze jedno zagadnienie. Mikroczastki moga sprawic,
7ze wytwarzanie jakiego$ produktu metabolicznego bedzie tak wydajne, a jego
stezenie tak wysokie, ze moze on mie¢ inhibicyjny wplyw na wzrost mikroorga-
nizmu. Normalnie do$¢ rzadko tak si¢ dzieje w przypadku biosyntezy metaboli-
tow pierwotnych i wtdérnych w procesach tlenowych z udziatem grzyboéw
strzepkowych w poréwnaniu na przyktad do bakteryjnych fermentacji beztleno-
wych. Jednak w przypadku biosyntezy lotnych zwigzkow chemicznych na taki
potencjalny efekt inhibicyjny trzeba zwréci¢ uwage. Wykazano, ze zaré6wno
2-fenyloetanol, jak i 6-penylo-a-piron posiadaja swoje krytyczne stgzenia inhi-
bitujace wobec swoich whasnych producentéw wynoszace odpowiednio 2,5 g 1!
i 400 mg I i sa to stezenia osiagalne w hodowlach typu MPEC (Etschmann
etal., 2015).
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5.2.3. Inne nowoczesne techniki sterowania morfologia
mikroorganizmow strz¢epkowych

Zastosowanie innych nowoczesnych technik inzynierii morfologicznej do
sterowania morfologiag mikroorganizméw strzepkowych jest ograniczone,
a literatura przedmiotu uboga. W przypadku sterowania lepko$cig i napigciem
powierzchniowym podtozy hodowlanych, jego osmolalnoscig czy nawet wpro-
wadzaniem modyfikacji genetycznych, zaledwie od jednej do kilku oryginalnych
publikacji na dany temat dokumentuje takie badania.

5.2.3.1. Dodatek substancji zmieniajgcych lepkosé i napiecie powierzchniowe
podtozy hodowlanych

Dodatek substancji zmieniajacych lepko$¢ lub napigcie powierzchniowe
podlozy, w ktorych hodowane sa mikroorganizmy strzepkowe, byt wczesniej
niz MPEC zastosowang nowoczesng technikg inzynierii morfologicznej, o czym
byla mowa w rozdziale 1.1. W dotychczasowej literaturze przedmiotu znajduja
si¢ tylko opisy jej wykorzystania wobec promieniowcoOw przez jeden zespot
badawczy. Te techniki sterowania morfologia promieniowcow dos¢ szczegdlowo
zbadano w hodowli wstrzasanej Streptomyces hygroscopicus var. geldanus
NRRL 3602 inokulowanej 10"’ sporami na litr (O’Cleirigh, 2005).

Aby zmieni¢ lepko$¢ podtoza lub napigcie powierzchniowe podtoza hodow-
lanego, trzeba wprowadzi¢ do niego odpowiednig substancjg¢. O’Cleirigh (2005)
zastosowal gume ksantanowg oraz nicjonowe $rodki powierzchniowo czynne
(surfaktanty). Motywacja do takich dziatan jest to, ze lepkos¢ i wihasciwosci
reologiczne zawiesin mikroorganizmow strzepkowych sg bardzo $cisle zwigzane
z ich morfologia, co pokazano w rozdziale 4, natomiast zmiana napigcia
powierzchniowego podloza silnie oddzialuje réwniez na wiasciwosci po-
wierzchniowe spor, ktéore odpowiadaja za mechanizmy ich aglomeracji.
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus NRRL 3602, co si¢ rzadko zdarza
u promieniowcdéw, wykazuje koagulacyjny charakter tworzenia aglomeratow
i posiada duza tendencj¢ do tworzenia peletek (O’Cleirigh, 2005). Efekt dodatku
gumy ksantanowej na zmiang¢ lepkos$ci 1 wlasciwosci reologicznych podiozy do
hodowli tego promieniowca przedstawia rys. 5.20. Zmiana lepkosci podtoza
wywotana gumg ksantanowa spowodowata znaczace zmiany morfologiczne
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus NRRL 3602. Przede wszystkim
pojawila si¢ silna tendencja do zwigkszenia liczby peletek na jednostke objetosci
podloza. Najwiecej ich bylo przy stezeniu gumy ksantanowej na poziomie 3 g 1™
(rys. 5.21). To stezenie gumy ksantanowej przektada si¢ na nastgpujace wiasci-
wosci podtoza czystego bez biomasy: pozorna lepkos¢ rowna okoto 10 mPa s
przy szybkosci $cinania 28 s' oraz umiarkowane rozrzedzane $cinaniem,
z wykladnikiem ptynu potggowego na poziomie 0,8 (rys. 5.19). Pod wptywem
dodatku gumy ksantanowej malala takze S$rednia objgtos¢ peletki, chociaz
przy 0,1 g 1" peletki byly wigksze niz w podlozu bez dodatku tej substancji
(rys. 5.20).
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Rys. 5.19. Zmiany lepkosci podloza hodowlanego Streptomyces hygroscopicus var.
geldanus wywotane dodatkiem gumy ksantanowej w celu sterowania forma morfolo-
giczng promieniowca

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie danych tabelarycznych z: O’Cleirigh et al.
(2005).
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Rys. 5.20. Wplyw zmiany lepkos$ci podtoza na morfologie promieniowca Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: O’Cleirigh et al. (2005).

Co rowniez istotne, zwigkszenie lepkosci podtoza wplyneto na wzrost homo-
genicznosci kultury, objawiajacy si¢ wezszym pikiem rozktadu normalnego
wielkosci peletek. Przyczyng wzrostu liczby peletek oraz takich zmian morfolo-
gicznych, jak wielko$¢ peletek, bylo zmniejszenie wzajemnych oddzialywan
migdzy sporami. Lepko$¢ podloza ustalona w sposob sztuczny na poczatku
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hodowli zatem moze by¢ czynnikiem sterujacym rozwojem formy morfologicz-
nej promieniowca (O’Cleirigh ef al., 2005). Istotng obserwacjg byto rowniez to,
ze, cho¢ zmiana lepkosci sensu stricte nie oddziatuje bezposrednio na fizjologi¢
i szlaki metaboliczne mikroorganizmu, to zdecydowanie zmienia warunki
hydrodynamiczne i ruch masy w badanym uktadzie. Zaletg takiego uktadu jest
obnizenie jego turbulencji przez co wystepujg mniejsze naprezenia mechaniczne.
Z drugiej strony problemem staje si¢ zmniejszenie si¢ objg¢tosciowego wspot-
czynnika wnikania tlenu.

W poézniejszych badaniach, rowniez w hodowli wstrzgsanej, zmiany morfo-
logii Streptomyces hygroscopicus var. geldanus NRRL 3602 wywotano przez
zmiany napigcia powierzchniowego podtoza (Dobson et al., 2008). Jako czynni-
ki obnizajace napiecie powierzchniowe podtozy hodowlanych zastosowane byty
dwa niejonowe $rodki powierzchniowo czynne Triton X100 oraz Tween 80.
Tym razem zmiany morfologii ,,grzybni” zostaty skorelowane z maksymalnym
stezeniem geldanamycyny uzyskanym w danej hodowli. Wptyw dodatku $rod-
kow obnizajacych napigcie powierzchniowe na liczbe peletek, ich wielkos¢
i produkcje geldanamycyny przedstawia rys. 5.21.
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Rys. 5.21. Wptyw dodatku niejonowego $rodka powierzchniowo czynnego na morfolo-
gie ,,grzybni” Streptomyces hygroscopicus var. geldanus NRRL 3602 i wytwarzanie
geldanamycyny

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie danych tabelarycznych z: Dobson et al.
(2008).

Dodatek surfaktantow wywotuje zwigkszenie dyspersji spor w ukladzie, przez
co liczba utworzonych peletek rosnie, a ich wielko$¢ maleje. Najwazniejszym
wnioskiem wynikajagcym z tych badan jest to, ze mniejsze peletki skuteczniej
wytwarzajg antybiotyk, dlatego istnieje potrzeba wykorzystywania technik inzy-
nierii morfologicznej wobec tego mikroorganizmu. To, ze wielko$¢ peletek
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus NRRL 3602 wplywa na wytwarzanie
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geldanamycyny, zostato dodatkowo potwierdzone poprzez zastosowanie dodat-
ku do podtoza szklanych mikrosfer (od 0 do 55 sztuk na 100 ml) o $rednicy
500 pm (technika MPEC) oraz poprzez zmian¢ liczby spor w inokulum
od 10° do 10" I"' (tradycyjna technika inzynierii morfologicznej). Niezaleznie od
stosowanej techniki inzynierii morfologicznej wobec Streptomyces hygroscopi-
cus var. geldanus NRRL 3602, jezeli uzyskano zmniejszenie wielkosci peletek,
to jednoczesnie liniowo rosta wydajnos$¢ biosyntezy geldanamycyny wyrazona
w gramach antybiotyku na gram biomasy (jako suchej masy) od 0 do okoto
0,03 g geldanamycyny na gram biomasy przy zmniejszeniu wielkosci peletek od
180 um do 50 pm.

Niestety zastosowanie $rodkow obnizajacych napigcie powierzchniowe,
chociaz jest skuteczng technikg inzynierii morfologicznej, to jednak duze obni-
zenie jego warto$ci w napowietrzanych pecherzykowo hodowlach bioreaktoro-
wych niesie za sobg duze ryzyko intensywnego pienienia si¢ brzeczki.

5.2.3.2. Osmolalnosé podtoia a morfologia grzybni

Osmolalno$¢ roztworu definiuje si¢ jako liczbe moli substancji osmotycznie
czynnych na 1 kg rozpuszczalnika, np. wody (osmol kg™"). Podobnym pojeciem
jest osmolarno$¢, ale w tym przypadku liczbg moli substancji osmotyczne czyn-
nych odnosi sie do 1 litra roztworu (osmol I''). W literaturze wystepuja jeszcze
inne okreslenia tej cechy roztworu, takie jak ci$nienie osmotyczne, potencjal
wodny, aktywno$¢ wodna (to okreslenie jest najczesciej stosowane przez mikro-
biologdow) oraz stres solny czy osmotyczny.

Osmolalno$¢ podtoza hodowlanego zalezy od wielu czynnikow i ma przez
to wieloptaszczyznowy znaczacy wptyw na wzrost grzybow strzgpkowych. Na
osmolalno$¢ podtoza hodowlanego wplywa przede wszystkim sktad podtoza
i jego zmiany zwigzane ze zuzywaniem substratow, akumulacjg produktow me-
tabolicznych oraz kontrola pH w czasie hodowli. Takie zmiany wlasciwosci
podtoza w czasie dotycza w szczegdélnosci hodowli okresowych w bioreakto-
rach. Typowe osmolalno$ci podtozy mikrobiologicznych mieszczg si¢ w grani-
cach 0,28-0,32 osmol kg"'. Gwattowny wzrost osmolalnosci, czyli stres (szok)
osmotyczny, jest czgsto stosowanym sposobem do zwigkszania wydajnosci
wytwarzania produktéw metabolizmu, a dotyczy to w szczegdlnosci biatek
(enzymoéw). W wyniku wzrostu ci$nienia osmotycznego na zewnatrz komorek
nastepuje wzrost przepuszczalno$ci blony komorkowej, a zatem tatwiej sg wy-
dzielane na zewnatrz biatka. Przy zwigkszaniu ci$nienia osmotycznego podtoza
istotne jest to, jakie jony zostang do niego wprowadzone. Dana s6l musi by¢
fizjologicznie obojetna i ten warunek spelniaja przede wszystkim chlorek sodu
i chlorek potasu.

W literaturze przedmiotu opisywano efekt stresu osmotycznego na wydzie-
lanie biatek enzymatycznych. Na przyktad dodatek roztworu KCI do odmytej
zywej grzybni Aspergillus niger powoduje zwigkszenie wydzielania biatek przez
ten grzyb (Bobowicz-Lassociska i Grajek, 1995). Oksydaza glukozowa moze
by¢ skuteczniej wydzielana przez Aspergillus niger, jesli doda si¢ do odmyte;j
i odwirowanej grzybni 1,2 M NaCl. Uwaza si¢, ze zmiany potencjatu osmotycz-
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nego sa jednym z istotnych czynnikow stuzacych sterowaniu synteza i wytwa-
rzaniem enzyméw przez mikroorganizmy (Fiedurek, 1998).

Jednakze niewiele jest danych na temat sterowania morfologig grzybni po-
przez zmiany osmolalno$ci podioza w powigzaniu z produkcjg enzymow. Na ten
temat istnieje tylko jedna publikacja Wucherpfenniga et al. (2011). Zatem po-
nizsze rozwazania sg z tego wzgledu mocno ograniczone, ale sprawg otwartg
pozostaja dalsze badania na ten temat.

Na poczatku nalezy sobie zada¢ zatem pytanie, czy zmiany osmolalno$ci
podtoza hodowlanego moga by¢ narzedziem inzynierii morfologicznej. Odpo-
wiedz jest pozytywna, co zostanie tu wykazane, chociaz metoda ta nie spelnia
warunku jak najmniejszego wptywu zastosowanej techniki inzynierii morfolo-
gicznej na fizjologie¢ mikroorganizmu na poziomie szlakow metabolicznych.
Zatem istotne jest odrdznienie tego, czy wptyw osmolalno$ci podtoza na wytwa-
rzanie enzymOw wynika z oddzialtywania wylacznie na stan fizjologiczny
mikroorganizmu, czy tez dodatkowo na jego morfologie.

Zmienianie osmolalno$ci podtoza hodowlanego wykorzystano do sterowa-
nia morfologia grzybni dwoch, juz wezesniej omawianych w konteks$cie hodowli
MPEC, szczepoéw Aspergillus niger SKAn1015 oraz AB1.13. Wucherpfennig
et al. (2011) badali przede wszystkim wplyw osmolalno$ci podtoza na produkcje
enzymow a-glukoamylazy i B-fruktofuranozydazy w bioreaktorze zbiorniko-
wym mieszadtowym o objgtosci roboczej 3 litrow.

Dla Aspergillus niger SKAn1015 podstawowe podtoze charakteryzowato
si¢c osmolalnoscig na poziomie 0,4 osmol kg za§ badania prowadzono w zakre-
sie 0,4-4,9 osmol kg™'. Okazato sie, ze istnieje maksimum aktywnosci B-frukto-
furanozydazy w podtozu hodowlanym (220 U ml™") miedzy 2,6 osmol kg’
a 3,2 osmol kg'. W przypadku produkcji o-glukoamylazy przez Aspergillus
niger ABI1.13 takiej zaleznoSci nie znaleziono. Aktywnos$¢ enzymatyczna
podtoza rosta wraz z osmolalnoscia od 0,2 osmol kg' (podloze podstawowe)
do 2,4 osmol kg, osiagajac warto$é okoto 22 U ml™.

Osmolalno$¢ w znaczacym stopniu wplywa na wielko$¢ aglomeratow
grzybni. Na przyktad w przypadku Aspergillus niger SKAn1015 Srednie pole
powierzchni rzutu peletki zmniejszato si¢ z okoto 1,5-10° um* przy 0,4 osmol
kg do ponizej 2,5-10° um? przy 4,2 osmol kg™'. Dalsze zwickszenie zawartosci
soli w podtozu powodowato transformacje¢ peletek do morfologii rozproszone;.
Zwickszanie ci$nienia osmotycznego podloza wywotywato takze dla tego
grzyba znieksztatcenie (silne wydtuzenie) aglomeratow. Peletki przestawaly by¢
idealnie kuliste. Jednak w przypadku sterowania morfologia grzybni poprzez
zmian¢ osmolalno$ci nalezy wyraznie zastrzec, ze na zmiany aktywnos$ci enzy-
matycznej badanych grzybow Aspergillus niger moglty mie¢ wptyw nie tylko
morfologia grzybni, ale takze efekt fizjologiczny zwigkszonego cisnienia osmo-
tycznego.

Ze wzgledu na te silne efekty zmiany ksztattu, rzadziej obserwowane np.
przy MPEC, dokladne ustalenie wptywu osmolalnosci na makromorfologi¢
grzybni obu szczepdw Aspergillus niger wymagalo wykorzystania cyfrowej
analizy obrazu do pomiaru kilku parametréw morfologicznych aglomeratow
grzybni, przede wszystkim tych, opisujacych ksztatt obiektow. Takie parametry
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stosowane w analizie obrazu mikroorganizmow strzegpkowych zostaty zde-
finiowane w tabeli 2.1. Wucherpfennig et al. (2011) wykorzystali pole po-
wierzchni rzutu, kolisto$¢, zwarto$¢ i wydluzenie. Poniewaz analiza zmian
tych wszystkich parametrow od osmolalnosci podtoza bytaby zbyt skompliko-
wana, Wucherpfennig et al. (2011) zaproponowali wprowadzenie oryginalnej
liczby bezwymiarowej, nazwanej liczbg morfologii. Zostata ona zdefiniowana
nastepujaco:

2.JA-S

S DE .
72'. .

Liczba morfologii =

gdzie: A jest polem powierzchni rzutu obiektu (projected area), czyli peletki
(um?), S — zwarto$cia obiektu (solidity), D — maksymalna $rednica (maximum
diameter) peletki (um), za$ E — wydtuzeniem (aspect ratio).

Warto$¢ liczby morfologii dla idealnych sferycznych i gtadkich peletek wynosi 1.
Fragmentom strzgpek (morfologia rozproszona) odpowiada liczba morfologii
rowna 0. Natomiast pozostalym wartosciom z tego przedziatu sg przypisane
rozne ksztalty i wielkosci peletek. Okazato sie, Ze istnieje wyktadnicza malejaca
zalezno$¢ migdzy liczba morfologii a aktywnoS$cig enzymatyczng obu szczepow
Aspergillus niger (rys. 5.22).
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Rys. 5.22. Wplyw formy morfologicznej grzybni Aspergillus niger SKAnl1015 oraz
Aspergillus niger AB1.13 wyrazonej jako liczba morfologii na aktywnos¢ B-frukto-
furanozydazy i a-glukoamylazy

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Wucherpfennig et al. (2011).

W hodowlach z niska liczbg morfologii oznaczajacg morfologi¢ grzybni
blizsza morfologii rozproszonej uzyskiwano lepsza aktywnos¢ zaréwno p-fruk-
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tofuranozydazy, jak i o-glukoamylazy, z tym ze w przypadku tego drugiego
enzymu morfologia grzybni pozostawata bardziej zwarta (liczby morfologii
powyzej 0,6). Mechanizm oddziatywania wzrostu osmolalnos$ci na morfologie
grzybni moze by¢ zwigzany z wplywem ci$nienia osmotycznego na proces
aglomeracji konidiospor, ale wszystko, co wiemy na ten temat, jest zwigzane
z badaniami dwoch szczepow z rodzaju Aspergillus o koagulacyjnym mechani-
zmie tworzenia peletek. Warunki wzrostu obu badanych szczepdw Aspergillus
niger w bioreaktorze byly takie (sktad podtoza, liczba spor rowna 10° 1", stata
predkos¢ obrotowa mieszadta 200 min™', stata szybko$é napowietrzania 1 1 min™,
pH =5), Ze naturalnie mogla si¢ wytworzy¢ wylacznie grzybnia w postaci ma-
kroskopowych peletek. Jednak wzrost osmolalnosci do 4,5 osmol/kg po dodaniu
NaCl do podtoza sprawit, ze powstala grzybnia rozproszona (Wucherpfennig
etal.,2011).

To potwierdza, ze poprzez osmolalno$¢ mozna sterowa¢ morfologia grzyb-
ni. Zaobserwowano, ze oddziatywanie zwigkszonego ci$nienia osmotycznego
na aglomeracj¢ spor zachodzi wylacznie w pierwszych godzinach wzrostu
grzybni (do 8 godzin). Podobnie jak przy MPEC utworzone wtedy aglomeraty
grzybni pozostaja w przyblizeniu niezmienne przez catg hodowle, nawet jesli nie
sa to idealne kuliste peletki, lecz posrednie nietypowe ksztalty. Wucherpfennig
et al. (2011), stosujac technike dyfrakcji laserowej, dokonali pomiaréw wielko-
$ci pojedynczych konidiospor i utworzonych aglomeratow bezposrednio w bio-
reaktorze, uzywajac zmian S$rednicy medianowej i $rednicy Sautera jako
mierzonych w czasie (pierwsze 30 godzin hodowli) miar wielkosci obiektow
zawieszonych w bioreaktorze. Jak juz wspomniano w rozdziale 2.2, wczesny
rozwoj hodowli grzybow strzgpkowych z bezptciowych konidiospor sktada si¢
na poczatku z trzech etapéw — pecznienie spory, pojawienie si¢ kietka i wydhu-
zanie si¢ kietka. Skokowe zmiany warto$ci wyzej wspomnianych mierzonych
parametréw wyznaczaly te istotne etapy rozwoju grzybni. Kietkowanie spor
i wynikajace z tego procesu wysuwanie si¢ kietkow wywolywato skokowa
zmiang S$rednicy medianowej. Natomiast $rednica Sautera byla wskaznikiem
tego, czy juz wickszos¢ spor wykietkowala, czyli ze zakonczyl si¢ ten etap
rozwoju grzybni. W efekcie byto mozliwe wyznaczenie czasu lagfazy (od
wprowadzenia spor do pojawienia si¢ pierwszych kietkow) oraz czasu kietko-
wania (od pojawienia si¢ pierwszych kietkow do zakonczenia tego procesu).
Wazrost osmolalno$ci powodowal przede wszystkim wydtuzenie czasu trwania
procesu kietkowania spor. Rowniez rozpoczgcie procesu kietkowania spor ule-
galo znacznemu op6znieniu, czyli nastgpowato wydtuzenie lagfazy (rys. 5.23).

Stosujac zwigkszanie osmolalnosci (ci$nienia osmotycznego) podtoza jako
sposobu na sterowanie morfologia grzybni, trzeba jeszcze pamietac, ze pozostaje
to nieobojetne wobec wzrostu grzybni. Swiadczy o tym wyzej wspomniane wy-
dtuzenie lagfazy i czasu trwania kietkowania spor oraz zmniejszenie wlasciwej
szybko$ci wzrostu biomasy, ktére moze dla Aspergillus niger zmale¢ nawet
o rzad wielkosci z 0,16 h" do 0,02 h'' przy zmianie osmolalnoici z 0,4 do
4,9 osmol/kg (Wucherpfennig et al., 2011).
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Rys. 5.23. Wplyw osmolalnosci na czas trwania procesu kietkowania spor oraz lagfazy
podczas wzrostu Aspergillus niger

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Wucherpfennig et al. (2011).

Efekt oddziatywania szoku osmotycznego na morfologi¢ grzybni oraz czas
rozwoju grzybni zostal rowniez udokumentowany dla Aspergillus terreus (Boru-
ta i Bizukojé, 2016). W tym przypadku silny szok osmotyczny (150 g NaCl I™")
miat na celu nie wptyw na morfologi¢ grzybni, ale indukcje biosyntezy metabo-
litow wtérnych przez ten mikroorganizm. Chociaz nie osiggnic¢to tego celu
(nie wytworzyty si¢ oczekiwane metabolity), to obserwacja rozwoju grzybni
w czasie w bioreaktorze zbiornikowym mieszadtowym (48 godzinne op6znienie
rozpoczecia fazy wzrostu biomasy po inokulacji 24-godzinng prekultura bez
dodatku soli zawierajaca rozwinigte peletki o $rednicy okoto 600 pum) oraz
zmiany morfologiczne peletek potwierdzity efekt zwigkszonego ci§nienia osmo-
tycznego na morfologi¢ grzybni (rys. 5.24).

W zwyklym podlozu z okoto 500-600 pm, nie liczac obfitego owlosienia,
peletek prekultury tworzg si¢ dos¢ zwarte makroskopowe peletki o $rednicy
przekraczajacej 2000 um. Szok osmotyczny wywotal przede wszystkim zmniej-
szenie wielkosci peletek. Ich $rednica byta niewiele wigeksza od tych wprowa-
dzonych z prekultura. Peletki byty mocno owtosione, wystajace strzepki byty
bardzo cienkie, za§ wewngtrzna struktura peletki stata si¢ silnie zwarta. Peletki
byty bardzo twarde i nie uginaty si¢ pod naciskiem (Boruta i Bizukoj¢, 2016).
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Peletka z prekultury

Peletka Peletka
w podtozu podstawowym w podtozu z 150 g NaCl I

Rys. 5.24. Wplyw szoku osmotycznego na morfologie Aspergillus terreus ATCC 20542
Zrodto: opracowanie wlasne.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zmiana osmolalnosci podtoza hodow-
lanego jest skutecznym sposobem sterowania morfologia grzybow strzepko-
wych. Ze wzgledu na silne oddziatywanie ci$nienia osmotycznego na meta-
bolizm mikroorganizméw jej zastosowanie wydaje si¢ by¢ bardziej ograniczone
w porownaniu do MPEC, chociaz brakuje na to bezposrednich dowodow.
Brakuje takze danych eksperymentalnych dla innych grzyboéw strzgpkowych
wytwarzajacych inne metabolity.

5.2.3.3. Sterowanie morfologig mikroorganizmow strzepkowych
przez modyfikacje genetyczne

Sterowanie formg morfologiczng mikroorganizméw strzgpkowych przez
modyfikacje genetyczne bylo historycznie pierwsza koncepcja inzynierii morfo-
logicznej, a definicja podana w publikacji McIntyre’a et al. (2001) odnosita si¢
do tejze koncepcji. Jednak pozniej okazato sig, ze ta technika inzynierii morfo-
logicznej jest do$¢ skomplikowana i przez to nieczgsto stosowana. Istniejg jed-
nak w literaturze przedmiotu trzy przyklady wykorzystania tej techniki: jeden
dla promieniowca i dwa dla grzybow strzgpkowych.

Chronologicznie wczesniejsze byly badania nad grzybem strzepkowym
(Miiller et al., 2002a). Badania te byty jeszcze okreslone mianem inzynierii me-
tabolicznej morfologii (metabolic engineering of morphology), ale w catosci
pasowaty do klasycznej definicji inzynierii morfologicznej. Obiektem badan byt
dziki szczep Aspergillus oryzae A1560 (poprzednio IFO 4177), bedacy produ-
centem o-glukoamylazy, oraz jego mutanty z uszkodzonymi genami syntaz
chitynowych — chsB oznaczony jako Aspergillus oryzae ChsB/G oraz csmA
(syntaza chitynowa i miozynowa) oznaczony jako Aspergillus oryzae CM101.
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Syntaza chitynowa (EC 2.4.1.16) jest enzymem katalizujacym reakcj¢ tworzenia
wigzan 1,4-B-glikozydowych miedzy resztami N-acetyloglukozaminy w celu
utworzenia nierozgatezionego polisacharydu, chityny, ktory jest podstawowym
sktadnikiem strukturalnym $cian komérkowych grzybow strzepkowych. Istnieje
rodzina genow chs, do ktorej nalezg chsA, chsB, chsC, chsD oraz csmA, a ich
uszkodzenia powodujg migdzy innymi takie efekty fizjologiczne i morfologiczne
u Aspergillus nidulans, jak zaktocenie tworzenia konididw, zmiany morfologii
konidioforéw, czy zwigkszenie liczby tworzonych rozgatezien. Uszkodzenie
genu csmA obniza zawarto$¢ chityny, zakldca tworzenie sept, wierzchotkow
i Scian komérkowych (Miiller ef al., 2002b).

Podstawowy szczep Aspergillus oryzae A1560 podczas wzrostu w hodowli
okresowej w bioreaktorze tworzy duzo form typu clump o rozmiarach od 40 um
do 150 um juz na poczatku hodowli, ktore w pozniejszych godzinach hodowli
majg nadal tendencje do wzrostu. Te aglomeraty zostaty, moze nieco na wyrost,
okreslone przez autorow jako makroskopowe (makromorfologia), ale ich
wielko$¢ juz powodowata limitacj¢ procesu dostgpnoscia tlenu ze wzgledu na
opory dyfuzji wystepujace wewnatrz nich oraz zwigkszanie lepkosci podtoza
hodowlanego (Miiller et al., 2002a).

Poniewaz réznicowanie si¢ strzepek i ich parametry mikromorfologiczne,
jak dhugos¢, dtugos¢ HGU, $rednica i stopien rozgateziania, maja wpltyw na
pozniejsze formowanie si¢ aglomeratow, istotne jest to, w jakim stopniu zmiany
genetyczne je zmieniaja. Uszkodzenie genu chsB powodowato zmniejszenie si¢
dhugosci HGU o 52% z 97 pum wierzchotek do 51 um wierzchotek™, co jest
dowodem na tworzenie si¢ bardziej rozgalezionej grzybni. Dodatkowo $rednica
strzgpek rosta pod wplywem uszkodzenia genu syntazy chitynowej chsB.
W przypadku uszkodzenia genu csmA efektu na dtugosé HGU nie obserwowano,
natomiast tworzylo si¢ mniej rozgalezien. Znaczgca roéznica migdzy szczepem
podstawowym i mutantami wyst¢gpowata wtedy, gdy uwzgledniono liczbe rozga-
fezien w poszczegdlnych przedziatach grzybni: wierzchotkowym i podwierz-
chotkowym. Uszkodzenie genu chsB powodowato pigciokrotny wzrost liczby
rozgalezien w obszarze wierzchotkowym i ponad dziesigciokrotny w obszarze
podwierzchotkowym. Natomiast uszkodzenie genu csmA tylko zwigkszato licz-
be¢ tworzonych rozgatezien w obszarze podwierzchotkowym (tabela 5.7).

Tabela 5.7. Wptyw uszkodzenia gendow chsB i csmA na morfologi¢ grzybni
Aspergillus oryzae

Uszko- Hinax Aktywnos¢ Srednica Liczba rozgalezien
dzony (™" a-glukoamylazy Dtugo$¢ HGU strzepki na przedziak:
gen (FAU g sm™)? (um wierzchotek ™) (nm)

w fazie na wierzchot- pod-

wyktad- | koniec kowy wierzchot-
niczej | procesu kowy
- 0,23+0,03 1844 31+6 97+7 3,32+0,05 0,26 0,06
chsB | 0,2240,02 1444 3846 51+£3 3,60+0,09 1,40 0,79
csmA | 0,1940,02 1644 40+7 102+7 3,68+0,12 0,15 0,27

* FAU odpowiada ilo$ci a-glukoamylazy, ktora w 37°C hydrolizuje 5,26 g skrobi na godzing

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie: Miiller et al. (2002a).
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Najwazniejszym efektem uszkodzenia genu chsB bylo to, ze bardziej roz-
galezione strzgpki miaty obnizong tendencj¢ do tworzenia form typu clump, co
w okresowych hodowlach bioreaktorowych zdecydowanie poprawiato warunki
transportu tlenu i obnizato lepko$¢ hodowli. Mutanty rosty tylko niewiele wol-
niej, natomiast zwigkszata si¢ aktywnos$¢ a-glukoamylazy (Miiller et al., 2002a).

Aspergillus glaucus CCTCC M 206022 (producent aspergiolidu A) jest
kolejnym przykladem, jak mozna poprzez modyfikacje genetyczne wplynac
na morfologi¢ grzybni. Celem modyfikacji genetycznej polegajacej na delecji
genow odpowiedzialnych za spolaryzowany wzrost grzybni AgKipA oraz
AgteaAd bylo zwigkszenie odpornosci grzybni na napr¢zenia $cinajace oraz, co
oczywiste, zwigkszenie wydajnosci biosyntezy produktu. W efekcie modyfikacji
genetycznych okazato sig, ze mutant A4AgKip4 w hodowli wstrzgsanej tworzyt
bardziej zwarte peletki w poréwnaniu do szczepu dzikiego (morfologia rozpro-
szona) oraz mutanta AAgteaA, ktéry zaczat na odwrot tworzy¢ luzniejsze peletki
owlosione. Test wytrzymatosci peletek polegajacy na dodaniu do hodowli réznej
liczby (kilku) szklanych kul o $rednicy 5 mm w celu wytworzenia naprezen
scinajacych w hodowli wstrzasanej jednak wykazal, ze peletki wszystkich bada-
nych szczepéw ulegaly destrukcji. Rowniez w hodowlach bioreaktorowych
peletki ulegaty destrukcji pod wplywem naprezen mechanicznych, ale ostatecz-
nie, mimo, ze cel wigkszej wytrzymatosci peletek nie zostat osiagniety, wyzej
wymienione mutanty wytwarzaty aspergiolid A szybciej (o okoto 12-24 godzin
wczesniej pojawialo si¢ maksimum st¢zenia aspergiolidu) 1 wydajniej o 82,8%.
Co wigcej lepkos$¢ podtoza przy hodowli szczepu AAdgteaA w bioreaktorze byla
nizsza, co utatwiato napowietrzanie hodowli (Cai et al., 2014).

W przypadku promieniowcow zastosowanie techniki inzynierii morfolo-
gicznej polegajacej na zmianach genetycznych mikroorganizmu jest rowniez
mozliwe, ale ze wzgledu na prokariotyczng budowe $ciany komorkowej (fak-
tycznie jest to bakteria) nie ma ten organizm takich genéw syntaz chitynowych
jak grzyby strzepkowe. Stad trudniej jest znalez¢ odpowiedni gen, ktory miatby
tak znaczacy wptyw na morfologie grzybni. Istnieje jednak pewien gen, zwany
morfogenem (morphogene) o oznaczeniu SsgA. Nalezy do rodziny genow specy-
ficznych dla promieniowcéw i jest on funkcjonalnie powigzany z podziatami
komoérkowymi i morfogenezg. Ten gen odpowiada prawdopodobnie za sterowa-
nie wytwarzaniem peptydoglikanu, bedacego podstawowym sktadnikiem $cian
komoérkowych gramdodatnich bakterii, do ktorych nalezg promieniowce (Noens
et al., 2005). Udowodnione zostato, ze wzmocnienie ekspresji genu Ssgd przy-
spiesza wzrost i zmienia morfologi¢ co najmniej kilku gatunkéw promieniow-
cOw z rodzaju Streptomyces: Streptomyces lividans 1326, Streptomyces coelicolor
A3(2)M145, Streptomyces limosus ATCC 19778, Streptomyces rimosus
ATCC 10970, Streptomyces roseosporus ATCC 31568 i Streptomyces venezue-
lae ATCC 15439 (van Wezel et al., 2006). Wymienione wyzej promieniowce sa
waznymi, takze przemystowymi, szczepami o zdolnosciach do biosyntezy anty-
biotykoéw i enzymow.

Wzmocnienie ekspresji genu Ssg4 powodowato zmiany morfologiczne
u wyzej wymienionych gatunkow promieniowcow, jednakze nie byto to zawsze
przejécie od formy makropeletek do mniejszych peletek czy morfologii rozpro-
szonej. Czesto tez obserwowano zwickszenie szybkosci wzrostu biomasy oraz
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wydajno$ci wytwarzania metabolitow. Przede wszystkim jednak zmiany morfo-
logii byly silnie zalezne od gatunku promieniowca. Wszystkie opisane efekty
wzmocnienia ekspresji genu SsgA4 dla roznych gatunkéw Streptomyces sp. zosta-
ly szczegdtowo opisane w tabeli 5.8.

Podsumowujac, zmiany genetyczne wydaja si¢ by¢ dobrym narz¢dziem do
sterowania morfologia mikroorganizmow strzepkowych, jednakze stosunkowo
rzadko stosowanym ze wzgledu na trudnos$ci techniczne. Mowigc o modyfika-
cjach genetycznych jako narzedziu inzynierii morfologicznej, nalezy jeszcze
0 jednym pamigtac¢. W tym podrozdziale modyfikacje genetyczne byly opisywa-
ne wylacznie jako sposob sterowania morfologia mikroorganizmow strzgpko-
wych. Jednak kiedy stosuje si¢ metody inzynierii genetycznej, czy nawet
fizykochemiczne metody mutacji szczepow mikroorganizmow strzgpkowych
w celu maksymalizacji wytwarzania produktu metabolicznego, istnieje zawsze
szansa, ze wytworzony wysokowydajny mutant grzyba strzepkowego czy pro-
mieniowca bedzie miat inng morfologi¢ niz szczep dziki, z ktdrego powstat.
Jednak ta zmiana morfologii wtedy nie jest celem modyfikacji genetycznej,
a pojawia si¢ niejako przy okazji. Nie jest wykluczone, ze wlasnie moze by¢ ona
korzystna dla produktywnos$ci nowego szczepu. Ale takie przyktady nie byty
omawiane w tym podrozdziale, bo jako takie nie speiniaja definicji inzynierii
morfologicznej, ktorej celem jest sterowanie morfologia mikroorganizméw
strzgpkowych.

Tabela 5.8. Wplyw wzmocnienia ekspresji genu SsgA na morfologie¢, wzrost
1 wytwarzanie metabolitow przez rézne gatunki promieniowcow

Promie- Wiasciwa Forma Forma Produkt Efekt wzmocnienia
niowiec szybkos¢ morfolo- morfologiczna | metaboliczny | ekspresji
wzrostu giczna po wzmocnie- genu SsgA
biomasy niu ekspresji
genu SsgA
Streptomyces | przyrost z 0.14 | peletki rozproszona aktynorodyna | bez zmian, ale szybsze
coelicolor do 0.20h; wigksza zuzywanie substratu
skrécenie fazy liczba sept undecylo- 10-krotny przyrost
wzrostu L.
212do7h prodigiozyna
Streptomyces | przyrost z 0.20 | peletki rozproszona melanina przyrost produkcji
lividans do 0.29 h tyrozynaza 1,7-krotny przyrost
aktywnosci i 2,5-krotny
produktywnosci enzymu
Streptomyces | bd. rozproszona | peletki amylazy bd.
limosus
Streptomyces | bd. rozproszona | brak efektu oksytetracyklina | bd.
rimosus silnie rozgale-
ziona
Streptomyces | przyrost peletki rozproszona daptomycyna | bd.
roseosporus
Streptomyces | bd. rozproszona | brak efektu, chloramfenikol | bd.
venezuelae silnie roz- ale hamowanie
gateziona, sporulacji
sporulacja
w hodowli
wglebnej

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie danych z: van Wezel et al. (2006).
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6. Perspektywy rozwoju inzynierii morfologicznej

Mikroorganizmy strz¢gpkowe nalezg do jednych z najwazniejszych mikroor-
ganizmoOw o znaczeniu przemystowym, bez ktérych nie byloby mozliwosSci
wytwarzania szeregu waznych dla zycia czlowieka substancji chemicznych.
Promieniowce sg najwazniejszymi producentami szerokiej gamy antybiotykow,
za$ grzyby strzepkowe to producenci kwasow organicznych, takze antybiotykdéw
i innych substancji leczniczych oraz enzymoéw, w tym szeregu waznych enzy-
mow hydrolitycznych.

Zozona morfologia mikroorganizmow strzepkowych tworzaca si¢ podczas
ich wzrostu w hodowlach wglebnych: od form rozproszonych do zwartych
aglomeratow, zwanych peletkami, jest uznawana za duze utrudnienie w prowa-
dzeniu hodowli wglebnych w bioreaktorach (Walisko et al., 2015). Do gtéwnych
probleméw zwigzanych wlasnie ze zmienng i ztozong morfologia tych mikroor-
ganizmow naleza: (1) niewielka szybko$¢ wzrostu biomasy, wysoka lepkos¢
zawiesin mikroorganizméw strzgpkowych oraz ich nieniutonowskie wiasciwo-
$ci, (2) znaczace opory ruchu masy w tworzacych si¢ aglomeratach komorek, (3)
duze wymagania procesu mieszania i zwigzana z tym konieczno$¢ stosowania
wysokich predkos$ci obrotowych mieszadel (wysokie zuzycie energii), co z dru-
giej strony powoduje destrukcje strzepek oraz (4) utrudniony i ztozony proces
odzysku produktéw metabolicznych (Walisko et al., 2012).

Jednoczesnie wlasnie forma morfologiczna mikroorganizméw strzepko-
wych ma kluczowe znaczenie w biosyntezie metabolitow pierwotnych, wtérnych
oraz enzyméw. Morfologia tych mikroorganizméw jest czesto waskim gardtem
w wielu procesach przemystowych i dlatego niezbedne jest poznanie doktadnych
zalezno$ci miedzy nig a parametrami procesowymi. Stad narodzita si¢ potrzeba
sterowania tym ztozonym procesem tworzenia form morfologicznych, ktore to
sterowanie nazwano inzynierig morfologiczna (Walisko ef al., 2015).

Chociaz nowoczesne techniki inzynierii morfologicznej stosowane sa zale-
dwie od ponad dekady, udowodnily one, a szczego6lnie hodowla z mikroczast-
kami, ze sg skutecznym, wygodnym i przede wszystkim dos¢ tanim sposobem
sterowania morfologia grzybni. W konsekwencji prowadza one do najwazniej-
szego, czyli do zwigkszenia wydajnosci wytwarzania produktow metabolicznych
przez mikroorganizmy strzgpkowe.

Inzynieria morfologiczna jest bardzo rozwojowym obszarem inzynierii
biochemicznej, szczegélnie ze dotychczas brakuje szczegdlowych ilosciowych
badan mechanizmu oddziatywania mikroczastek, wysokiego stezenia jonow,
zmian lepko$ci podtoza na proces tworzenia si¢ aglomeratow grzybni. Otwiera
to przestrzen do rozwijania badan podstawowych.

Od strony aplikacyjnej konieczne sg poszukiwania i testowania nowych
tanich, skutecznych i przede wszystkim w pei inertnych mikroczastek, jak
np. szklane kulki. Istotne jest tez rozwazenie recyklingu tychze mikroczastek.
W tym przypadku idealne bylyby mikroczgstki o wiasciwosciach ferromagne-
tycznych. Kuszace rowniez byloby projektowanie mikroczastek o idealnym,
zaprogramowanym ksztatcie 1 wielkos$ci oraz o $cisle okreslonych wiasciwo-
sciach powierzchniowych, np. mniej lub bardziej hydrofobowych lub hydro-
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filowych. Pozwoliloby to zar6wno na skuteczniejsze sterowanie morfologia
mikroorganizméw strzgpkowych, jak i pomogto w wyjasnieniu mechanizméw
aglomeracji spor w warunkach hodowli z mikroczastkami.

Kolejnym niezbadanym obszarem inzynierii morfologicznej jest okreslenie
tego, w jakim stopniu stosowanie jej nowoczesnych technik oddziatuje na mi-
kroorganizm na poziomie molekularnym. Stad niezbedna jest analiza proteomu,
transkryptomu i metabolomu mikroorganizméw strzgpkowych, wobec ktorych
stosowane sg te techniki. Takie dziatania maja zarowno charakter poznawczy,
jak 1 aplikacyjny, gdyz by¢ moze pod wptywem mikroczasteczek lub szoku
osmotycznego pojawia si¢ 1 zostang odkryte nowe nieznane metabolity o waznych
dla cztowieka wtasciwosciach.

Badania genetyczne mechanizmow rzadzacych tworzeniem takich, a nie
innych form morfologicznych przez mikroorganizmy strzepkowe to kolejny
otwarty rozdziat badan podstawowych istotnych dla rozwoju inzynierii morfolo-
gicznej. Ideatem bytby mikroorganizm o doktadnie zaprogramowanej genetycz-
nie morfologii, hodowany z lub bez wspomagania mikroczastkami czy szokiem
osmotycznym. W epoce szybkiego rozwoju biologii syntetycznej taki cel wydaje
si¢ by¢ osiagalny. Pozwolitoby to na rozwinigcie biotechnologii mikroorgani-
zmoéw strzgpkowych i promieniowcdéw nowej generacji, w ktorej problemy
ich hodowli wymienione na poczatku tego podsumowania zostajg co najmniej
zminimalizowane, jesli nie usunigte.
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Summary

Filamentous fungi, called moulds, and actinobacteria are the microorgan-
isms widely used by mankind for their unique and rich metabolism, which
supplies the variety of useful chemical substances being their metabolites.
In the submerged bioreactor cultivations dispersed (free hyphae) and compact
morphologies (mycelial agglomerates called pellets) formed by these filamen-
tous microorganisms are usually distinguished. Their ability to produce any
primary, secondary metabolites and enzymes is dependent on their morphology.
Furthermore, the morphological forms of filamentous microorganisms cultivated
in a bioreactor bear the certain consequences on the run of the cultivation. To
them belong the aggravated stirring and aeration of the fungal suspension due to
high and non-newtonian viscosities occurring mainly at dispersed morphology or
limitation in the diffusive oxygen transfer into fungal macroscopic pellets. That
is why, there is a need to control the morphology of filamentous microorganisms
and morphological engineering is referred as tailoring morphologies for specific
bioprocesses. The traditional approaches to control the morphology of filamen-
tous microorganisms that include varying spore suspension density, changing
medium composition including pH level and controlling of mechanical stress
occur insufficient. Therefore, for the efficient cultivations of filamentous micro-
organisms modern morphological engineering techniques like microparticle-
enhanced cultivation (MPEC), changing of broth osmolality and addition of
highly viscous polymers and surface active agents emerged. This book is meant
to focus on the issues connected with the evolution of morphology of filamen-
tous microorganisms, their cultivation in bioreactors, including selected process
issues and, above all, the up-to-date applications of morphological engineering
techniques towards various filamentous microorganisms being the producers
of enzymes, primary and secondary metabolites.
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