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1. Wprowadzenie

nzym oksydaza glukozowa (GOD,

EC 1.1.3.4) przeksztatcajgcy w obec-

nosci tlenu glukoze do kwasu glukono-
wego i nadtlenku wodoru jest wytwarza-
ny gtébwnie przez grzyby z rodzaju
Aspergillus i Penicillium (1). Znalazt on
dos¢ szerokie zastosowanie w przemysle,
analityce oraz w niektorych dziatach me-
dycyny (2).

Podstawowym surowcem do produk-
cji GOD jest glukoza, ktérej preparaty
w ostatnich latach stajg sie coraz droz-
sze. Uzasadnione jest zatem poszukiwa-
nie tanszych surowcéw o zblizonej przy-
datnosci do biosyntezy tego enzymu.
Warunek ten moze spetnia¢ w Polsce
skrobia ziemniaczana, szczegdlnie zas$ jej
hydrolizaty enzymatyczne. Rézne typy
hydrolizatéw skrobi stosowano dotych-
czas z powodzeniem jako zrédta wegla
w procesie fermentacji cytrynowej (3, 4).
W literaturze pojawito sie niewiele donie-
sien na temat wytwarzania GOD na su-
rowcach skrobiowych. Lakshminaraya-
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nan (5 w badaniach nad wytwarzaniem tego enzymu z A. niger stosowat
podtoze zawierajgce obok glukozy dodatek dekstryn kukurydzianych. Inni au-
torzy (1) doniesti, ze P. purpurogenum rést dobrze na poditozu ze skrobig, ale
w tych warunkach nie obserwowano aktywnos$ci GOD. W naszych doswiad-
czeniach (6), wolna grzybnia mutanta A. niger GIV-10, wytwarzata duze ilosci
zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej GOD na pozywce z dodatkiem skrobi jako
jed3nym Zrédiem wegla.

Celem pracy byto okreslenie mozliwosci wykorzystania skrobi i jej hydro-
lizatdbw enzymatyeznyeh jako zastepczych w stosunku do gtukozy zrodet wegta
do biosyntezy GOD przez wolng i unieruchomiong na pumeksie grzybnie A. ni-
ger w wamnkaeh hodowli wgtebnej.

2. Materiaty i metody badan

2.1. Organizm i podtoza hodowlane

W badaniach uzyto mutanta A, niger GW-10 pochodzacego z Kolekcji Za-
ktadu Mikrobiologii Stosowanej UMCS. Skiad pozywki podstawowej z glukoza
podano poprzednio (6). Podtoze skrobiowe o odezynie pH 5,0 zawierato w swo-
im skfadzie (g/1): make ziemniaczang typu superior standard (lub jej hydro-
lizat enzymatyczny) 60, Triton X-100 0,4. Pozostate skitadniki byty identycz-
ne jcik podano w podtozu podstawowym z glukozg. Sterylne pozywki (50 ml
w kolbach stozkowych a 300 ml) szczepiono (w przypadku grzybni wolnej)
wodng zawiesing konidiow (2 x 10"/ml) w ilosci 1% (v/v). Hydrolizaty skro-
biowe otrzymywano przy uzyciu preparatow a-amylazy (A. oryzae, Serva)
i glukoamylazy (A. niger, Serva) immobilizowanych na szkle porowatym (Cor-
may. Lublin) wedlug metody podanej przez Rogalskiego i wsp. (7).

2.2. Unieruchamianie grzybni i warunki hodowli

Konidia A. niger immobilizowano na pumeksie w kolbach stozkowych a
300 ml zgodnie z metodg podang przez Fiedurka i llezuka (8). Niezadsor-
bowane na nos$niku konidia odmywano wodg destylowang, a do kolbek do-
dawano 50 ml pozywki podstawowej z glukozg. Po 24 godzinaeh hodowli
podtoze podstawowe zamieniano na pozywke skrobiowg i dalej inkubowano.
W wariantowych dos$wiadczeniach, w ktorych stosowano podtoze ze skrobig
zhydrolizowang wezesniej przez unieruchomione amylazy, etap wstepnej in-
kubacji na pozywce podstawowej pomijano. Hodowle wgtebne wolnej i unie-
ruchomionej na pumeksie grzybni A. niger prowadzono w temperaturze 30°C
na wytrzasarce z taznig wodng przy 200 obr./min.
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2.3. Analityka

Wydajno$¢ biomasy okre$lano wagowo przez wysuszenie grzybni do statej
wagi w temp. 105°C. Akt3rwno$¢ GOD mierzono metoda opisang wczesniej (9)
i wyrazano w jednostkach (U), definiowanych jako mole p H202 /min. Aktyw-
no$¢ glukoamylazy okres$lano wedtug opisu podanego przez Paszczynskiego
i wsp. (10), a powstatg w wyniku reakcji glukoze analizowano metodg enzy-
matyczng (11). Biatko oznaczano metodg Schacterle i Pollacka (12), zas cukry
redukujgce w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicytowym (13). Stopieri scukrzenia
skrobi, oznaczony jako ekwiwalent glukozowy (DE), wyliczano ze wzoru;

ilos¢ glukozy (mg/ml) x 0,9

zawartos¢ weglowodanéw (mg/ml) X 100

DE(%) =

3. Wyniki badan i ich oméwienie

Pierwszy etap badan obejmowat dobdr warunkéw dla wytwarzania
zewnatrzkomadrkowej GOD na skrobi jako jedyn3rm zrédle wegla przez grzybnie
A. niger unieruchomiong na pumeksie. W celu okre$lenia optymalnej kon-
centracji skrobi w podiozu, hodowle grzyba prowadzono w ciggu czterech
cykli na réznych stezeniach tego wielocukru (w zakresie od 2 do 10%), przy
codobowej wymianie pozywki. Z danych zawartych w tab. 1 (A) wynika, ze
najwiekszg aktywno$¢ GOD (1,63 U/ml), zawarto$¢ biatka (2,05 mg/ml)
i ilos¢ suchej masy grzybni (57 g/l) wykazywat grzyb hodowany na pozywce
Z 6% zawartoscig skrobi i takiego stezenia cukru uzyto w dals/jych badaniach.
Weglan wapnia warunkujacy utrzymanie odpowiedniego odczynu podioza jest
dodawany do pozywki po zhydrolizowaniu skrobi przez grzybnie. Dia okre-
$lenia czasu hodowli niezbednego dla jego wprowadzenia do podioza, prze-
$ledzono dynamike hydrolizy skrobi przez immobilizowang grzybnie A. niger.
Po pierwszym cyklu hodowlanym proces hydrolizy skrobi przebiegat dos¢ po-
wolnie. Ulegata ona catkowitemu rozktadowi dopiero pod koniec catodobowej
hodowli grzyba. W miare uptywu czasu hodowli (trzeci i czwarty cykl hodow-
lany) skrobia ulegata catkowitemu zhydrolizowaniu juz po 12 godzinach (tab.
IB), w nastepstwie czego zwiekszata sie w podtozu ilos¢ glukozy, osiagajac
maksymalny poziom 34 mg/ml. Aktywnos¢ glukoamylazy wydzielanej przez
grzyba przyrastata regularnie w catym okresie hodowli, osiggajac swojg ma-
ksymalng warto$¢ (44,7 U/ml) po 24 godzinach. Ustalono, ze czas wprowa-
dzania weglanu do podtoza skrobiowego wyniost dla piertvszego cyklu hodow-
lanego 24, a dla dalszych 12 godzin.

W nastepnym etapie prowadzono badania na hydrolizatach skrobiowych
otrzymanych metodg enzymatyczng z wykorzystaniem unieruchomionych na
szkle porowatym a-amytazy i glukoamylazy. Nasze v/cze$niejsze doSwiadczenia
(6), a takze wyniki uzyskane przez innych autoréw (4) wykazaty, ze grzybnia
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A. niger ma zdolnos$¢ syntezy enzymow amylolityeznyeh warunkujacych pro-
cesy hydrolizy skrobi. Wykorzystanie tej wiasciwosci wydtuza jednak czas
hodowli grzyba niezbedny do wytworzenia wiasnych amylaz. Z tego wzgledu
celowe jest przeprowadzenie hydrolizy skrobi przed wprowadzeniem plesni do
podtoza. W celu optymalizacji warunkéw hydrolizy skrobi zastosowano 11
wariantéw uwzgledniajacych rozny stosunek a-amylazy do glukoamylazy oraz
odpowiedni odczyn $rodowiska reakcji (tab. 2). Najlepsze efekty jesli chodzi
0 stopien scukrzenia skrobi (DE = 82,8%) uzyskano w wariancie 7 w ktérym
do hydrolizy tego polisacharydu preparaty a-amylaly i glukoamylazy tgczono
w stosunku Wagowym 1.5, a odczyn $rodowiska utrzymywano na poziomie
pH = 5,0. Wybrany wariant wykorzystano w datszych badaniach do otrzymy-
wania hydrotizatow skrobiowych.

Tabela 1
Wphyw niektdrych pailametrow podtoza hodowlanego na wzrost immobilizowanej
NA PUMEKSIE GRZYBNI A. NIGER. TEMPO HYDROLIZY SKROBI ORAZ AKTYWNOSC OKSYDAZY GLUKOZOWEJ

(A)
Badany czynnik: Sucha masa grzybni Aktywnos¢ GOD Biatko
(ah) (U/ml) (mg/ml)
Stezenie skrobi (%)
2 43,5 0,60 1,35
4 55,5 0,75 1,85
6 57,0 1,63 2,05
8 56,0 0,95 1,35
10 55,5 0,85 1,32
(B)
Badany czynnik: llo$¢ skrobi Zawarto$¢ glukozy Aktywnosc
(mg/ml) glukoamylazy
(U/ml)
Czas hodowli (godz.)
0 60,0 0,0 0,0
3 45,0 15,0 10,0
6 33,0 32,0 26,0
12 0,0 34,0 31,0
18 0,0 21,0 40,0
24 0,0 20,0 44,7

Dynamike aktywnos$ci GOD na hydrolizacie skrobi przez uniemchomiong
na pumeksie grzybnie A. niger w czasie 10-dobowych cykli hodowlanych
przedstawiono na rys. 1. Hodowle prowadzone na glukozie i natywnej skrobi
wiaczono dodatkowo jako préby kontrolne. Wykazano, ze obecnos¢ hydroli-
zatu skrobi w podtozu sprzyjata wzrostowi aktywnosci GOD w pordéwnaniu
z poz}wka skrobiowa, W okresie trwania pierwszych dwdéch cykli hodowta-
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Rys. 1. Dynamika wytwarzania oksydazy glukozowej przez unieruchomiona grzybnie A. niger
w ciggu 10-dobowych cykli hodowlanych na podtozach zawierajgcych; 1- glukoze (8%), 2 — hy-
drolizat 6% skrobi, 3 — skrobie (6%).

nych, aktywnos$¢ tego enzymu na hydrolizacie sukcesywnie wzrastata, po
czym nastepowal niewielki jej spadek, aby nastepnie pozosta¢ w okresie od
111 do X cyklu na prawie statym poziomie. Po dziesigtym cyklu hodowlanym
poziom aktywnosci GOD na hydrolizacie skrobi obnizyt sie jedynie o okoto
28% wobec aktinvnosci maksymalnej uzyskanej przez ten enzym w 1l cyklu
hodowli. Ubytek ten byt jednak zdecydowanie mniejszy w poréwnaniu z tym
jaki wystapit na podtozu z niezhydrolizowang skrobia, gdzie osiaggnat on war-
tos¢ ponad 85% juz w VI cyklu. W badaniach nad Smtezg lizyny przez unie-
ruchomione komorki Corynebacteriwn glutamicum (14), obserwowano dwu-
krotny spadek wyjsciowej aktywnos$ci tych bakterii po czterech kolejnych cy-
klach hodowlanych. Poréwnanie aktywnos$ci GOD produkowanej przez grzyb-
nie A. niger rosnaca na glukozie i hydrolizacie skrobiowym, wykazato wyzszy
poziom aktywnosci tego enzymu na podtozu z dodatkiem glukozy. Warto jed-
nak podkresli¢, ze w poczatkowym okresie hodowli (cykl | i 1) roznice te bylty
znaczne (27,6%), po czym w dalszych jej etapach wyraznie zmniejsijyly sie,
osiggajac w X cyklu jedynie 5%.

Przedmiotem kolejnych badan bylo poréwnanie aktywnosci GOD wytwa-
rzanej przez wolng i unieruchomiong grzybnie A. niger hodowang na poz}wce
z glukozg i hydrolizatem skrobiowym. Z danych zawartych na rys. 2 widaé,
ze wolna grzybnia A. nigfer wykazywata na obydwu podtozach okoto 1,5 razy
wyzsza aktywnos¢ oksydazy glukozowej niz grzybnia immobilizowana, przy
czym aktywnosci uzyskane przez wolng grzybnie na podtozu glukozowym byty
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Rys. 2. Poréwnanie aktywnosci oksydazy glukozowej grzybni A. niger wolnej i immobilizowanej
na pumeksie, hodowanej na podtozu glukozowym i hydrolizacie skrobiowym.
1 — wolna grzybnia na roztworze 8% glukozy, 2 — wolna grzybnia na podtozu z hydrotizatem
skrobi (6%), 3 — immobitizowana grzybnia na roztworze 8% glukozy, 4 — immobilizowana grzyb-
nia na podtozu z hydrolizatem skrobi (6%).

Srednio o 10% wieksze niz na hydrolizacie skrobiowym. Pomimo ze aktywnosci
GOD wydzielane przez grzybnie unieruchomiong nie osiggnety na hydrolizacie
skrobiowym tak znacznego poziomu jak w przypadku grzybni wolnej, to jed-
nak ta pierwsza jest bardziej stabilna i uzyskuje swoje maksimum syntezy
enzymu juz po 24 godzinach (produktywno$¢ = 0,11 U/ml/godz.), podczas
gdy wolna grzybnia w tych warunkach osigga je dopiero po 60 godzinach
(produktywnos¢ = 0,075 U/ml/godz.). Ponadto grzybnia immobilizowana mo-
ze by¢ z rownie duza wydajnoscia wykorzystywana wielokrotnie, przynajmniej
przez VII - X dobowych cykli. Jej zaleta jest réwniez to, ze mozna jg tatwo
oddzieli¢ od produktow katalizowanej reakcji.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki potwierdzajg duzg
przydatno$¢ hydrolizatéw skrobi ziemniaczanej do celéw efektywnej biosyn-
tezy oksydazy glukozowej zaréwno przez wolng jak i unieruchomiong grzybnie
A. niger. Wydaje sie roéwniez, ze zastosowane zrédto wegla moze z dobrym
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skutkiem zastapic¢ tradycyjnie uzywana do produkcji tego enzirmu glukoze,
przyczyniajac sie przez to do zwiekszenia jego produkcji.

Tabela 2
Optymalizacja procesu hydrolizy* skrobi
PRZY uzyciu unieruchomionych na szkle porowatym enzymoéw amylolitycznych

Preparat enzymatyczny (mg) Stopien
Wariant PH seukrzenia

a-amylaza glukoamylaza DE (%)
1 300,0 0,0 5,6 0,0
2 0,0 300,0 45 45,0
3 150,0 150,0 5,0 53,0
4 99,9 200,1 5,0 72,0
5 75,0 225,0 5,0 81,0
6 60,0 240,0 5,0 81,0
7 50,1 249,9 5,0 82,8
8 200,1 99,9 5,0 46,8
9 225,0 75,0 5,0 52,2
10 240,0 60,0 5,0 46,8
11 249,9 50,1 5,0 46,8

* — warunki hydrolizy: kolby stozkowe a 300 ml zawierajagce 50 ml 6% roztworu skrobi,
temperatura 30°C, czas 4 godz., wytrzasanie (200 obr./min).

4. \Wnioski

1. Zoptymalizowano wytwarzanie oksydazy glukozowej na hydrolizacie
skrobiowym poprzez wielokrotne uzycie immobilizowanej grzybni A. niger.
Zastosowanie amylaz do hydrolizy skrobi w podtozu umozliwito efektywne
wykorzystanie grzybni do syntezy oksydazy glukozowej w ciggu 10-dobowych
cykli przy stosunkowo nieznacznym tylko zmniejszeniu (0 28%) aktywnosci
tego enzymu.

2. Wykazano, ze aktiwnos$¢ wydzielanej do podioza oksydazy glukozowej
przez wolng grzybnie A. nigerjest okoto 1,5 razy wyzsza anizeli przez grzybnie
unieruchomiong na pumeksie. Ta ostatnia jest jednak bardziej stabilna, szyb-
ciej uzyskuje swoje maksimum syntezy enzymu i moze by¢ wykorzystcma
z réwnie duza wydajnoscia, przimajmniej przez siedem kolejnych cykli ho-
dowlanych.
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Utility of starch raw materials for biosynthesis
of glucose oxidase by Aspergillus niger

Summary

Potato starch and its hydrolyzates were used to substitute glucose carbon sources to syn-
thesize glucose oxidase (GOD) by free and immobilized on pumice stones A. niger mycelium.
The basic conditions for starch hydrolysis, securing the maximal enzyme yields, were optimized.
The immobilized A. niger mycelium was able to produce the enzyme at a small loss of its activity
(about 28%) during ten 24-h batches. Free mycelium produced about 1.5 times higher GOD
activity than the immobilized mycelium on glucose and starch hydrolyzates. However, the latter
was more stable, reaching faster the maximum of enzyme productivity, and it could be used
many times with almost the same efficiency. Thus, the total enzyme yields produced by immo-
bilized mycelium were much higher than those obtained using the free one.

Key words:
glucose oxidase, Aspergillus niger, starch hydrolyzates, free and immobilized mycelium.

pumice stone.
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