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The utility of unconventional oxygenation of culture in simultaneous
production of inulinase and invertase by yeasts K. marxianus K-2

Summary

In this study, the apparatus for continuous controlling of dissolved oxygen
concentration in the culture media was used. The automatic dosing of hydrogen
peroxide (decomposed to oxygen and water) was possible, and a significant in-
crease of extracellular enzymatic activity of inulinase (2,5-fold) and invertase
(1,5-fold) were obtained in comparison with the traditional aeration. It also min-
imizes contamination, lowers the expenses on power consumption on aeration
and mixing, reduces foaming and, consequently, high cost of antifoam emulsion
and bacteriological filters.
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1. Wprowadzenie

Natlenianie podtozy hodowlanych w bioreaktorach w szcze-
golnosci przy wysokich stezeniach komérek stanowi ciggle waz-
ny obszar badan proceséw biotechnologicznych. Jednym z pod-
stawowych probleméw w przemianach tlenowych, ktére stano-
wig znaczacg cze$¢ procesow biotechnologicznych, jest zapew-
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nienie szybkiego i mozliwie jak najbardziej réwnomiernego doptywu tlenu do ko-
marek mikroorganizmu. Drobnoustroje charakteryzujg sie na ogél duzg dynamika
zuzycia tlenu, co przy niskiej jego rozpuszczalnosci (5-7 mg/dm”) moze w ciagu kil-
kudziesieciu sekund doprowadzi¢ do wyczerpania tlenu z podtoza (1). Niedobo6r tle-
nu w mikrobiologicznych procesach tlenowych wywotuje limitacje tlenowa, okre-
$lang tez jako stezenie krytyczne tlenu, ktére w zaleznosci od rodzaju procesu wy-
nosi kilka procent wzglednego nasycenia podtoza tlenem powietrza atmosferyczne-
go. Konsekwencja limitacji tlenowej jest ograniczenie proceséw oddechowych
i wzrostu komorek, co prowadzi do znacznego obnizenia lub - w krancowych
przypadkach - do catkowitego zatrzymania biosyntezy r6znych produktéw (2,3).

W bioreaktorach z mieszadtem mechanicznym, jednym ze sposobéw poprawy
stopnia natleniania jest zwiekszenie intensywnosci mieszania przy statym objeto-
sciowym natezeniu przeptywu powietrza. Jednak zwiekszenie predkosci obrotowej
mieszadta moze powodowac obok rozbicia agregatu komoérkowego, uszkodzenia
Sciany komoérek mikroorganizmu i destrukcje biatek enzymatycznych (4). Zwieksze-
nie intensywnosci napowietrzania i szybkosci mieszania podtoza hodowlanego mo-
ze powodowac jego intensywne pienienie i wypienianie sie z objetosci fermentora.
Wysokie napiecie powierzchniowe na zewnetrznej powierzchni powstajacych bagbel-
koéw piany moze réwniez uszkadza¢ strukture biatek enzymatycznych. Dlatego ko-
nieczne staje sie stosowanie kosztownych emulsji odpieniajgcych. Tego rodzaju zja-
wiska wystepujg gtéwnie w fermentorach z mieszadtami mechanicznymi, gdzie nie-
bezpieczenstwo stwarzajg takze dynamiczne uderzenia komorek mikroorganizmu,
zawieszonego w strudze przeptywajacej cieczy, o elementy konstrukcji fermentora
(np. zastawki, czujniki, mieszadta itp.).

Te problemy staty sie podstawg do poszukiwania nowych, efektywniejszych
i mniej energochtonnych sposobéw natleniania podtoza hodowlanego, jedna z al-
ternatyw jest zastosowanie nadtlenku wodoru jako zrédia tlenu, jednak zastosowa-
nie tego typu natleniania jest mozliwe tylko w przypadku mikroorganizméw synte-
tyzujacych katalaze. Z przeprowadzonych wczesniej badan nad zastosowaniem tej
metody w produkcji kwasu glukonowego przez A. niger wynika, ze jest to metoda
dajaca szereg wymiernych korzysci jak: uzyskanie biosyntezy pozadanych produk-
téw na poziomie metody klasycznej lub wielokrotnie wyzszym, znaczne obnizenie
kosztéw energii na mieszanie i naped sprezarki powietrza, wyeliminowanie klasycz-
nej instalacji napowietrzajacej i koniecznosci stosowania drogich emulsji odpie-
niajagcych oraz ograniczenie mozliwosci wtdrnego zakazenia mikrobiologicznego
fermentora przez ukfad natleniania (5).

Problemy wynikajace ze stosowania tej metody natleniania moga dotyczyé kon-
strukcji urzadzenia dozujacego nadtlenek wodoru, mozliwosci toksycznego oddzia-
tywania ttenu na mikroorganizm i stabilnosci enzyméw zewnatrzkomérkowych w $ro-
dowisku zawierajagcym rozcieniczony, nie roztozony nadtlenek wodoru.

Celem badan byla ocena przydatnosci niekonwencjonalnej metody natleniania
podtoza hodowlanego w procesie jednoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przez
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drozdze Kluyveromyces marxianus K-2 w czasie wgtebnej hodowli fermentorowe;j.
Problematyka ta zwigzana jest ze znanymi trudnosciami w natlenianiu podt6z ho-
dowlanych w produkcji biomas drozdzowych.

2. Materialy i metody badan

2.1. Mikroorganizm

W badaniach uzyto szczep drozdzy K. marxianus K-2 pochodzacy z kolekcji Kate-
dry Technologii Zywnosci i Przechowalnictwa AR w Lublinie. Drozdze hodowano na
skosach agarowych zawierajgcych 2% inuliny, inkubujac je w temp. 28°C przez okres
48 godz. Tak przygotowane kultury przechowywano w temp. ok. 4°C i uzywano
jako materiat posiewowy do przygotowania inokulum.

2.2. Hodowla fermentorowa

Bioreaktor faboratoryjny (Bioflo III, firmy New Brunswick) o pojemnosci 2,5 dm”,
wypetniano do objetosci 1,0 dm” pozywka zawierajaca: (NH4)2HPo4 - 0,1%, MgSo4
- 0,05%, FeSo4 - 0,0015%, ekstrakt drozdzowy - 0,03 i 1% inuliny (Merck). Na-
stepnie jatowiono w temp. 110°C przez 30 minut. Po tym czasie bioreaktor chtodzo-
no i zaszczepiano materialem posiewowym w postaci 48-godzinnej hodowli
wstrzasanej szczepu K. marxianus K-2 w ilosci 10% objetosci pozywki. W tym celu
kolby Erlenmayera o pojemnosci 500 cm” wypetniano do objetosci 100 cm” pod-
tozem hodowlanym o podanym skifadzie, jatowiono, zaszczepiano sterylnie | cm”
zawiesiny komorek drozdzy w jatowej wodzie (10" kom./cm”) i inkubowano na
wstrzasarce rotacyjnej (200 obr/min) przez 48 godz. w temp. 28°C. Hodowle biore-
aktorowe prowadzono w temp. 30°C i pH = 4,5, przy mieszaniu podtoza z szybko-
$cig 150 obr/min, oraz automatycznym dozowaniem 5% roztworu H202, umozli-
wiajgcym utrzymanie statej warto$ci stezenia rozpuszczonego tlenu na poziomie
30% wzglednej jego rozpuszczalnosci. Do celéw poréwnawczych przeprowadzono
hodowle natleniane powietrzem atmosferycznym (2 dm” powietrza/dm” podito-
za/min) przy obrotach mieszadta wynoszacych 300 obr/min. Co 24 godziny z fer-
mentora pobierano sterylnie prébke ptynu pohodowlanego do analiz.

2.3. Kontrola stopnia natleniania podtoza hodowlanego

Urzadzenie do kontroli stopnia natleniania podtoza hodowlanego w bioreakto-
rze wyposazono w standardowg elektrode tlenowa 3, pompe perystaltyczng 10,
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Rys. 1. Schemat urzadzenia do natleniania podtoza hodowlanego: | - zbiornik bioreaktora, 2 -
mieszadto mechaniczne, 3 - elektroda tlenowa, 4 - wzmacniacz, 5 - przetwornik analogowo-cyfro-
wy, 6 - filtr, 7 - modut sterujacy, 8 - programowany regulator stezenia tlenu, 9 - zasilacz, 10 -
pompa, 11 - zbiornik nadtlenku wodoru, 12 - przewdd doprowadzajacy nadtlenek wodoru.

programowany, mikroprocesorowy miernik rozpuszczonego tlenu 8 i zbiornik nad-
tlenku wodoru 11. Tak skonstruowany zestaw pozwalal na automatyczne utrzymy-
wanie statego, zaprogramowanego poziomu stezenia rozpuszczonego tlenu (z do-
ktadnoscig do 0,5%) przez odpowiedni dodatek roztworu nadtlenku wodoru do
podtoza hodowlanego. Skonstruowane urzgdzenie moze wspotpracowaé z dowol-
nym typem bioreaktora laboratoryjnego (6).

2.4. Metody analityczne

Pobrane z fermentora prébki ptynéw pohodowlanych o objetosci 5 cm” wirowa-
no przy 10 000 x g przez 20 minut w temp. 4°C. W supernatancie oznaczano ak-
tywnosci zewnatrzkomorkowe inulinazy (E.C.3.2.1.7) i inwertazy (E.C.3.2.1.26). En-
zymy zwigzane z komorka wydzielano z uzyskanej biomasy drozdzy metoda autoli-
zy komorek. W tym celu odwirowang biomase przemywano woda destylowang, po-
wtdrnie wirowano jak wyzej, zawieszano w 5 cm® 0,05 M buforu octanowego o pH
= 5,0 i przetrzymywano przez 18 godzin w temperaturze 50°C (7). W autolizacie
oznaczano aktywnosci enzymatyczne inulinazy i inwertazy.

Aktywnos$¢ enzymatyczng inulinazy (inwertazy) oznaczano w ten sposob, ze do
0,9 cm® 0,1 M buforu Mcllvaine’a o pH = 5,0 (pH = 4), zawierajacego 1% inuliny
(0,1 M sacharozy) dodawano 0,1 ¢cm”® odpowiednio rozcieficzonego filtratu (autoli-
zatu). Tak przygotowang mieszanine reagujaca inkubowano w termostacie o tempe-
raturze 50°C (60°C) w ciggu 30 minut. llos¢ cukréw redukujacych uwolnionych w cza-
sie reakcji oznaczano metodg Millera (9). Za jednostke aktywnosci enzymatycznej

BIOTECHNOLOGIA 1 (60) 234-243 2003 237



Jacek Pielecki, Zdzistaw Targonski

przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra uwalniata z substratu ! pmol ekwiwalentu frukto-
zy (glukozy) w | cm” mieszaniny reagujacej w ciggu | minuty, w warunkach ozna-
czenia (8). Aktywnos¢ enzymatyczng wyrazano w jednostkach aktywnosci U na | cm”?
filtratu lub autolizatu.

Wplywu roztwordéw nadtlenku wodoru na aktywno$ci enzymatyczne filtratow
pohodowlanych okres$lano przez dodawanie do | cm” filtratu 2 cm” buforu Mcllva-
ine'a 0 odczynie optymalnym dla danego enzymu, zawierajgcego rézne stezenia
H202. Tak przygotowane proby przetrzymywano w temp. 50°C w czasie 90 i 180 min.
Po tym czasie w mieszaninach reagujacych oznaczano aktywno$ci enzymatyczne
inulinazy i inwertazy jak wyzej.

Wydajnos¢ biomasy okreslano wagowo przez wysuszenie odwirowanej grzybni
do statej masy w temp. 105°C.

Wartosci aktywnos$ci enzymatycznych oraz plon biomasy obliczano z uwzgled-
nieniem rozcienczenia podtoza hodowlanego wskutek dozowania roztworu nad-
tlenku wodoru.

Czas generacji i asymilacji tlenu uwolnionego z nadtlenku wodoru przez
K. morxianus K-2 oznaczano w ten sposéb, ze do 100 cm™ pozywki zawierajacej
3-dobowa hodowle wstrzgsang drozdzy dodawano 0,2 cm” 5% roztworu H202. Czas
generacji tlenu mierzono od momentu wprowadzenia do podtoza wody utlenionej
do chwili osiggniecia najwyzszego stezenia tlenu w podtozu. Czas asymilacji tlenu
przez drozdze okre$lano mierzac czas spadku stezenia tlenu w podtozu od wartosci
najwyzszej do najnizszej.

Stezenie ttenu rozpuszczonego w podtozu hodowlanym mierzono przy uzyciu
standardowej elektrody tlenowej Ingold produkcji Mettler-Toledo GmbH i wyrazano
w procentach wzglednego nasycenia hodowli tlenem powietrza atmosferycznego.

3. Wyniki i omoéwienie wynikéw

Porédwnanie aktywnosci filtratéw pohodowlanych otrzymanych w warunkach na-
tleniania hodowli K. marxianus K-2 nadtlenkiem wodoru oraz przy napowietrzaniu
klasycznym wykazato istotny wzrost tych aktywnosci w pierwszym przypadku. Ak-
tywnos$¢ inulinazy w filtratach pohodowlanych byta wieksza o ok. 2,5, a inwertazy
ok. 1,5-krotnie w stosunku do uzyskanych metodg napowietrzania klasycznego
(rys. 2-5). Réwniez filtraty otrzymane z ekstrakcji enzyméw zwigzanych z komorka-
mi K. marxianus K-2 po hodowli metodg niekonwencjonalng wykazywaty ponad dwu-
krotny wzrost aktywnosci w 5 lub 6 dobie hodowli w stosunku do uzyskanych me-
todg Kklasyczng (rys. 4,5). Hodowla klasyczna charakteryzowata sie wyzszg dynamika
przyrostu stezenia biomasy w podtozu niz hodowla natleniana niekonwencjonalnie
tak, ze w filtratach oznaczono dwukrotny przyrost stezenia biomasy od poczgtku do
korica hodowli. Hodowla natleniana nadtlenkiem wodoru wykazywata ok. 1,2-krotny
przyrost stezenia biomasy (rys. 2,4). Staty przyrost itosci biomasy w podtozu w cza-
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Rys. 2. Dynamika produkcji inulinazy zewnatrzkomorkowej i zwigzanej z komérka oraz plon bioma-
sy w czasie klasycznej, watebnej hodowli fermentorowej drozdzy K. marxianus K-2, natlenianej na pozio-

mie 30% wzglednej rozpuszczalnosci tlenu.

sie trwania hodowli niekonwencjonalnej, moze swiadczy¢ o braku toksycznego od-
dziatywania roztworu nadtlenku wodoru na mikroorganizm. Dozowanie roztworu
wody utlenionej powodowato okresowe jego wystepowanie w podtozu w nie
roztozonej formie. Dlatego zbadano wptyw roztworéw nadtlenku wodoru na aktyw-

nosci enzymatyczne inulinazy i inwertazy w filtratach pohodowlanych.

Tabela

Wptyw réznych stezeri nadtlenku wodoru na aktywnosci enzymatyczne inulinazy i inwertazy zewnatrzko-

moérkowej

Wzgledna aktywnos¢ inwertazy w filtratach

inkubowanych wobec H202 (%)

180 min
100

Stezenie H202 (%)

90 min
0 100
0,25 64,1
0,5 64,1
1,0 52,6
2,0 50,4
3,0 40,8
4,0 39,5
5,0 21,9
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60,5
57,0
46,0
42,0
39,5
34,2
16,6

90 min
100

95,2
90,5
69,0
23,8

0

0

0

90,5
89,9
67,9
22,0

0

0

0

Wzgledna aktywno$¢ inulinazy w filtratach

inkubowanych wobec H202 (%)

180 min
100
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Rys. 3. Dynamika produkcji inwertazy zewnatrzkomorkowej i zwigzanej z komorka w czasie klasycz-
nej, wgtebnej hodowli fermentorowej drozdzy K. marxianus K-2, natlenianej na poziomie 30% wzglednej
rozpuszczalnosci tlenu.
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Rys. 4. Dynamika produkcji inulinazy zewnatrzkomorkowej i zwigzanej z komorkga oraz plon bioma-
sy w czasie wgtebnej hodowli fermentorowej drozdzy K. marxianus K-2, natlenianej niekonwencjonalng
metoda na poziomie 30% wzglednej rozpuszczalnosci tlenu.
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Rys. 5. Dynamika produkcji inwertazy zewnatrzkomorkowej i zwigzanej z komérka w czasie wgteb-
nej hodowli fermentorowej drozdzy K. marxianus K-2, natlenianej niekonwencjonalng metoda na pozio-
mie 30% wzglednej rozpuszczalnosci tlenu.

Wzgledna aktywno$¢ enzymatyczna inwertazy w mieszaninach reagujacych
zmniejszata sie proporcjonalnie w catym przedziale wzrastajgcych stezen H202. Inu-
linaza wykazywata wysoka, wzgledna aktywnos$¢ w zakresie niskich stezen wody
utlenionej, od 0,25 do ]%, niezaleznie od czasu inkubacji. Zwiekszenie zawartosci
nadtlenku wodoru w mieszaninach reagujacych powyzej 2% powodowato catkowitg
inaktywacje tego enzymu.

Dozowany do podtoza 5% nadtlenek wodoru byt rozktadany w krétkim okresie
(ok. 2 min) do wody i tlenu asymilowanego przez drozdze. Pelny cykl rozktadu nad-
tlenku wodoru i asymilacji powstatego tlenu przez drozdze trwat 5 min. Niskie ste-
zenia nadtlenku wodoru w konsekwencji rozcienczenia i krotki czas wystepowania
w postaci nie roztozonej w podtozu nie oddziatywaty hamujaco na aktywnosci enzy-
matyczne filtratbw pohodowlanych.

W cytowanej pozycji literatury (4) z 1983 r. opisuje sie wyczerpujgco potencjalne
skutki intensyfikacji mieszania, wspomagajgcego proces wymiany masy w podtozu
hodowlanym. Pomimo stale prowadzonych prac badawczych, w ciggu ostatniego
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Rys. 6. Czas generacji i asymilacji tlenu przez drozdze K. marxianus K-2, powstatego z rozktadu nad-
tlenku wodoru.

dwudziestolecia nie obserwowano znaczacego postepu w rozwoju technik natlenia-
nia podtozy w hodowlach bioreaktorowych mieszanych mechanicznie i nadal sg sto-
sowane wymienione w pracy metody, zardbwno w skali laboratoryjnej jak i prze-
mystowej. Problem natleniania podtoza nadtlenkiem wodoru w produkcji inulinazy
i inwertazy przez drozdze nie ma odniesienia w dostepnej literaturze. Pod wzgle-
dem aplikacji jest to nowe rozwigzanie problemu.

Mozliwos$¢ inaktywacji i degradacji biatka enzymatycznego w $rodowisku zawie-
rajacym nadtlenek wodoru jest obecnie przedmiotem przygotowywanej do druku
publikacji. W opisywanym w pracy do$wiadczeniu zwraca uwage krdtki czas obec-
nosci nie roztozonego nadtlenku wodoru (ok. 8 s) przy niskiej koncentracji w pod-
tozu (ok. 150 pl 5% H202/11 podtoza). Ponadto na podstawie analiz elektroforogra-
mow préb pochodzacych z doswiadczen kontrolnych i natlenianych niekonwencjo-
nalnie nie stwierdzono wystepowania roéznic w profilach biatkowych obydwu prob.
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4, Whnioski

1. w wyniku zastosowania niekonwencjonalnej metody natleniania podtoza ho-
dowlanego, uzyskano znaczacy wzrost aktywnosci enzymatycznej inulinazy i inwer-
tazy w filtratach.

2. Petna kontrola procesu niekonwencjonalnego natleniania podtoza hodowlane-
go drozdzy K. marxianus K-2 pozwalata uniknaé¢ toksycznego oddziatywania nadtten-
ku wodoru na ten mikroorganizm w warunkach do$wiadczenia.

3. Jednoczesna produkcja inulinazy i inwertazy w warunkach niekonwencjonal-
nego natleniania podtoza moze sie przyczyni¢ do znacznego obnizenia kosztow
zwigzanych z ich wytwarzaniem na skale przemystowa.

Literatura

1. Bailey J. E, Ollis D. F., (1986), Biochem. Eng. Fundamentals, 2"* ed. McGraw-Hill, New York.

2. Petruccioli M., Fenice M., Piccioni P., Federici F., (1995), Enzyme Microbiol. Technol., 17, 336-339.

3. Witteveen C. F. B, Vondervoort P. j. 1, Swart K., Visser j., (1993), Appl. Microbiol. Biotechnol., 33,
683-686.

4. Mukataka S., Tada M., Takahashi j., (1983), Journal of Fermentation Technology, 61,6, 615-621.

5. Fiedurekj., Pielecki j., (1999), Biotechnologia, 4, 179-185.

6. Fiedurekj., Pielecki J., (1999), Zgtoszenie patentowe nr P331-193 z 03.02.1999 r.

7. von Abraham B., Klaushofer H., (1989), Die Branntweinwirtschaft, 129, (3), 34-38.

8. Rouvenhorst R. j., Visser L. E., van der Baan A. A, Scheffers W. A., van Dijken j. P., (1988), Appl.

Environ. Microbiol., 54, 1131-1137.
9. Miller G. L, (1959), Analytical Chemistry, 31, 426-428.

BIOTECHNOLOGIA 1 (60) 234-243 2003 243



