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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.

10



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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— @

AskosporN

Klejstotecjum /
@ @ Worek
@ Askospora

CYKL PLCIOWY

Mejoza

Strzepka
tworzgca worek

Haploidalna
strzepka
wegetatywna

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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