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1.Wstep

w mikrobiologiczno-chemicznej metodzie produkcji witaminy C (3,8)
(rys. 1), pierwszym etapem jest utlenianie D-sorbitolu do L-sorbozy przy uzy-
ciu bakterii z rodzaju Acetobacter lub Gluconobacter w jednoczesnym procesie
obejmujacym hodowle drobnoustrojéw i biokonwersje.

W ostatnich latach pojawita sie w biotechnologii tendencja do bardziej
ekonomicznego wykorzystania materiatu biotogicznego. Dazy sie do wielokrot-
nego uzycia namnozonej masy drobnoustrojow w powtarzajgcych sie szarzach
technologicznych. Pominiecie procesu nhamnazania znacznie skraca cykl pro-
dukcyjny, a niejednokrotnie pozwala na korzystne zmiany sktadu chemicz-
nego medium poddawanego biokonwersji. Jednak zwykie przeniesienie od-
dzielonych po procesie drobnoustrojéw do nastepnego cyklu nie zawsze pro-
wadzi do pozytywnych rezultatow w zwigzku z tym, ze sg to drobnoustroje
z poznej fazy stacjonarnej wzrostu wykazujgce zwykle znacznie obnizong
aktywnos¢ biochemiczng w pozadan)rm przez nas kierunku. Dlatego tez ostat-
nio stosuje sie unieruchamianie komoérek w odpowiednio dobranym nosniku,
przy czym drobnoustroje mogg byé pobrane z dowolnej fazy wzrostu, takiej
w ktorej wykazujg najwyzszg aktywnos$¢ biokonwersji (1,2,5,7,9). Zimmobi-
lizowane komorki moga by¢ wielokrotnie uzyte do przeprowadzenia interesu-
jacego nas procesu.

Celem pracy byly proby zastosowania trzech roznych no$nikéw zelowych
do unieruchomienia bakterii czynnych w biokonwersji sorbitolu do sorbozy.

2. Materiaty i metody

Uzyte w pracy szczepy bakterii rodzaju Gluconobacter pochodzity z kolekcji
Instytutu Mikrobiologii UL. Stosowano zele: alginian wapnia i karaginan t}* |
(Sigma Chem. Co., USA), agar (Difco, USA) oraz pozostate odczsmniki produk-
cji POCh, Gliwice.
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2.1. Namnozenie i przygotowanie bakterii do immobilizaciji

Bakterie hodowano w 100 ml podioza zawierajgcego sole mineralne,
ekstrakt drozdzowy oraz sorbitol, w litrowych kolbach na wytrzasarce o 115
obr./min, w temp. 30°C. Hodowle przerywano w 19-20 godz., co odpowiadato
poznej logarytmicznej fazie wzrostu i bakterie odwirowywano w temp. 4°C.
Uzyskang mase bakterii przemywano buforem fosforanowym o pH 5,5 i po-
nownie wirowano (10).

2.2. Immobilizacja komérek przy uzyciu alginianu sodu

Alginian sodu rozpuszczano w wodzie destylowanej, a nastepnie doktadnie
mieszano z zawiesing bakterii 0 znanej liczbie komoérek w 1 ml. Koncowe
stezenie alginianu w zawiesinie wynosito okoto 1,5%. Zawiesine bakterii w al-
ginianie wkraplano do 0,4 M roztworu CaClz uzyskujac silnie zzelowane kulki
0 $rednicy 2-3 mm (6).

2.3. Immobilizacja komérek w agarze i karaginanie

Agar lub karaginan rozpuszczano w wodzie destylowanej w temperaturze
100 lub 70°C, roztwor chiodzono do temp. 40 - 45°C i dokladnie mieszano
z okreslong objetoscig zawiesiny bakteryjnej. Stezenie koncowe agaru lub ka-
raginanu w zawiesinie wynosito ok. 2,5%. Tak przygotowang zawiesine na-
petniano kapitary szktane o $rednicy 3 mm. Po zzelowaniu roztworu, wypy-
chano cienki watec z kapilaiy i cieto go na odcinki 2-3 mm.

2.4. Warunki prowadzenia biokonwersji

Unieruchomione komoérki inkubowano w 50 ml roztworu sorbitolu w kol-
bach o pojemnosci 300 ml na wytrzgsarce w temp. 30°C.
Skiad roztworu:
sorbitot 10 g/100 ml,
MgSoa 7H20 5 mg/100 ml,
0,067 M bufor fosforanowy (pH 5,5-8,0).
Zawarto$¢ powstatej sorbozy oznaczano w czasie inkubacji za pomocg zmo-
dyfikowanej metody Luffa-Schoorla (4).
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3. Wyniki i dyskusja

Zawiesiny bakterii Gluconobacter sp. unieruchamiano w trzech roznych
zelach: alginianie, agarze i karaginanie. Wyniki biokonwersji sorbitolu do sor-
bozy, prowadzonej pr2y uzyciu bakterii immobilizowanych w wymienionych
zelach przy zmiennej gestosci unieruchomionych komorek przedstawiono
w tab. 1-3. Biokonwersje poczatkowo prowadzono w $rodowisku o pH 5,5
— optymalnym dla wzrostu drobnoustrojéow. W dalszych badaniach zastoso-
wano pH=7, korzystniejsze dlo procesu biokonwersji. Przeprowadzono réwniez
proby wielokrotnego uzycia immobilizowanych komdrek w wymienionych ze-
lach. Wyniki biokonwersji sorbitolu do sorbozy przy 4-krotnym uzyciu tych
samych bakterii immobilizowanych w alginianie przedstawiono na lys. 2.

Tabela |
Biokonwersja sorbitolu do sorbozy przez immobilizowane
w ALGINIANIE KOMORKI GLUCONOBACTER SP. (pH 5,5)

Liczba Czas inkubacji w godzinach

Nr serii komorek 19 21 27 37 a7 61 73 77

w 1 ml zelu Zawcu-to$é sorbozy w g/100 ml

1 2,2 10« 4,4 6,5 7,0 6,2
2 22 109 4,5 7,5 5,6
3 4,8 7,3 5,0
4 2,2 3,5 5,6 7,9* 6,2
5 12 1072 3,2 5,6 7.9 7,3
2,5 1Q9
6 bakterie nie 2,8 5,2 6,3 6,2

immobilizowane

przy pH 7 poréwnywalny wynik uzyskano juz w 31. godz. inkubacji.

Tabela 2
Biokonwersja sorbitolu do sorbozy przez bakterie gluconobacter sp.
immobilizowane w agarze (pH 5.5)

NF Liczba Czas inkubacji w godzinach
serii  Komoérek 19 21 23 27 29 37 43 47 53 71
1 ml zelu i
w Zawartos$¢ sorbozy w g/100 ml
1 2,6 100 55 6,4 7,2 5,7
2 4,0 10™ 7,0 7,4* 6,4
3 6,5 1070 3,9 57 6,9 5,2

przy pH 7 uzyskano 80% wydajno$¢ procesu w 43. godz. inkubacji.

biotechnologia 4 (27) '94



168 Stanistaw Walisch, Jarostaw Lipiriski

%

8O oGO - O
o'y

28

@)

Czo=s o o
o

o &

we>orm oo

CcM

CcM

00



Biokonwersja D-sorbitotu do L-sorbozy 169

Tabela 3
Biokonwersja sorbitolu do sorbozy przez immobilizowane
w KARAGINANIE KOMORKI GLUCONOBACTER SP. (pH 5,5)

Liczba Czas inkubacji w godzinach
Nr serii | Komorek 21 43 53 65 75 93
w 1 ml
zelu Zawartos¢ sorbozy w g/100 mi
6.0 10n 2.8 6,0 6,4 6,7 4.8
2 2.3 100 3,5 6,4 6,7 5,9
3 1,9 1Q10 52 6,6 57*

* przy pH 7 uzyskano 70% wydajno$¢ procesu w tym samym czasie inkubacji.

Najwyzsze wydajnosci procesu biokonwersji (ok. 80%) uzyskano po 43.
godz. dla immobilizatow agarowych w optymalnym pH=7, przy gestosci za-
wiesiny 4,0 1 10M®/ml (tab. 2). Mankamentem nos$nika agarowego okazafa sie
jednak jego mata wytrzymato$¢ mechaniczna.

Podobng wydajnos$¢ biokonwersji (ok. 79%) uzyskano w 47. godz. przy
uzyciu immobitizatu atginianowego o gestosci komorek 2,2 + 10"®/mt i przy
pH=5,5. Podniesienie pH $Srodowiska do 7 skrdécito czas biokonwersji do 31.
godz., przy tej samej wydajnosci procesu (tab. 1).

Zastosowanie karaginanu jako zelu do immobitizacji komérek, dato nieco
gorsze efekty. W optymalnych warunkach pH=7 i przy gestosci zawiesiny 1,9

[0™Mmi, 70% wydajnos$¢ biokonwersji osiggnieto dopiero po 65. godz. trwa-
nia procesu (tab. 3). We wszystkich doswiadczeniach z bakteriami immobi-
tizowanymi wydajnosci biokonwersji byty wyzsze niz przy zastosowaniu ba-
kterii nieimmobitizowanych.

W badaniach wielokrotnego wykorzystania unieruchomionych bakterii,
najlepsze efekty uzyskano dla zelu alginianowego. W procesie prowadzonym
w czterech kolejnych cyklach, w fgcznym czasie dwunastu dni, nie obserwowano
obnizenia wydajnosci biokonwersji w poszczeg6lnych cyklach. Wydajno$¢ pro-
cesu ksztattowata sie w granicach 60 - 70%. Jednakze mozna byto zauwazy¢
przedtuzajacy sie czas kolejnych cykli biokonwersji (lys. 2). Podobnie dla im-
mobilizatéw agarowych uzyskano w czterech cyklach (12 dni) wydajnos¢ rzedu
50 - 60% — nieco nizsza niz w przypadku alginianu. Przy uzyciu karaginanu
jako nosnika, przy podobnych wydajnosciach produktu biokonwersji, proces
znacznie sie wydtuzat w kolejnych, nastepujacych po sobie cyklach.

4. Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze w procesie mikro-
biologicznego przeksztatcenia sorbitolu do sorbozy w produkcji witaminy C,
istnieje mozliwo$¢ zastosowania komorek immobilizewanych. Moze to by¢
szczegdlnie celowe przy Avprowadzeniu metody ciggtej biokonwersji sorbitolu
do sorbozy w systemie kolumnowym, co bedzie przedmiotem dalszych badan.

biotechnologia 4 (27) 94
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Bioconversion of D-sorbitole into L-sorbose
with immoblized bacterial cells

Summary

Gluconobacter sp. cells were immobilized in three different earners: agar, calcium alginate
and K-carrageenan. In all the three eases we achieved good conversion of D-sorbitol into L-sor-
bose. The best effeets were obtained while using alginate as a carrier. The yield of bioconversion
reached about 80% as soon as after in 31 hours of the process, at pH=7 and density of the
suspension 2,2 107~°/ml. Using agar as a carrier, a similar yield (about 80%) was achieved
during 43 hours of the process, at the density of suspension 4,0 10 /ml. Carrageenan used
as a carrier gave a little worse result — the yield of about 70%.
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