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BIOSYNTEZA SKLEROGLUKANU PRZEZ SZCZEP
SCLEROTIUM SP.

Streszczenie

Wytwarzanie zewnatrzkomoérkowych polisacharydow przez grzyby strzepkowe jest bardzo Scisle po-
wiazane z warunkami hodowli: sktadem podtoza, napowietrzaniem, mieszaniem. Czynniki te wptywajac
na fizjologie mikroorganizméw, moga znaczne zwigksza¢ lub zmniejsza¢ wydajno$¢ biosyntezy. W prze-
prowadzonych do$wiadczeniach wykazano, ze szczep Sclerotium sp. IBT produkuje skleroglukan z mak-
symalng wydajnoscig w podtozu z sacharozg (3%) jako zrédto wegla, gdy materiatem szczepiennym jest
4-dniowa kultura grzyba z hodowli wgtebnej, dodawana do podioza w ilosci 4% (v/v). Wykazano, ze
istotny wptyw na biosynteze polisacharydu ma tez odpowiedni stopieri natlenienia podtoza oraz stosunek
molowy C/N w podtozu. W najlepszym wariancie hodowli w ciggu 7 dni wzrostu grzyba z 1 litra podtoza
uzyskuje sie 8,6 g polisacharydu, przy produktywnosci 1,7 g/g grzybni i stopniu konwersji sacharozy do
skleroglukanu wynoszacym 29%.

Wstep

Skleroglukan, wytwarzany przez grzyby strzepkowe z rodzaju Sclerotium, jest
pozakomorkowym B-(1—3) glukanem, zawierajacym liczne pojedyncze reszty gluko-
piranozy, potgczone z liniowym szkieletem polisacharydu wigzaniami B-(1—6)-
glikozydowymi [1], Cechuja go interesujace wiasciwosci: jest dobrze rozpuszczalny w
wodzie i alkaliach, tworzy roztwory o duzej lepkosci, ktore nawet przy niewielkim
stezeniu polisacharydu sg cieczami nienewtonowskimi. W pH z zakresu 2-12 trimero-
we helikalne czasteczki skleroglukanu zachowuja swojg strukture nawet w ciagu kilku-
set dni w temperaturze 90°C, sg wiec zatem wyjatkowo termo- i pH-stabilne [2], Te
wiasciwosci skleroglukanu czynig go bardzo atrakcyjnym produktem, ktéry moze
znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako czynnik zelujacy, stabilizujgcy
oraz wigzacy wode i inne substancje [5]. Stwierdzono ponadto, ze skleroglukan wyka-
zuje wiasciwosci antynowotworowe i juz przy niewielkich dawkach pobudza i stymu-
luje uktad immunologiczny zwierzat doswiadczalnych [6]. Mechanizm biosyntezy tego

Mgr inz. W. Czub, prof, dr hab. M. Turkiewicz, Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika £6dzka, 90-
924 £ 6dz, ul. Stefanowskiego 4/10.



36 Wojciech Czub, Marianna Turkiewicz

polimeru jest zblizony do syntezy innych mikrobiologicznych B-glukanéw (rysunek 1).
Przyjmuje sie, ze gtdwna drogg wytwarzania skleroglukanu jest bezposrednia synteza z
glukozy pochodzacej z podtoza hodowlanego. Zachodzi ona, gdy przy dostatecznej
zawartosci cukru w podtozu limitowany jest inny niezbedny do wzrostu skfadnik po-
karmowy (azot, siarka, fosfor) [3,4],

W artykule prezentujemy wyniki wstepnych badan nad biosynteza skleroglukanu
przez szczep Sclerotium sp. IBT, obejmujace m.in. doswiadczenia nad doborem podto-
za, wptywem stosunku C/N i ilosci inokulum na produkcje polimeru w warunkach
hodowli wgtebne;j.

Inicjacja biosyntezy
Initiation of biosynthesis

SKLEROGLUKAN

Scieroglucan

Doi- wielonienasycony lipid, prawdopodobnie dolichol

Doi -mutti-unsaturated lipid, probably dolichol

Rys. 1. Biosynteza skleroglukanu przez szczep Sclerotium.
Fig. 1 Biosynthesis of scieroglucan by the fungal strain Sclerotium.
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Materiaty i metody badan

Materiatem biologicznym byt szczep Sclerotium sp. z kolekcji Instytutu Bioche-
mii Technicznej PL oraz Sclerotium glucanicum USDA 3006, uzyty w charakterze
szczepu wzorcowego. W celu aktywacji grzyby przeszczepiano ze skoséw agarowych
do 100 ml kolb Erlenmayera zawierajacych 20 ml pozywki o skiadzie: glukoza - 30
g/l; MgS04-7HD - 0,5 g/l; (NH42S04- 1g/l; KHZP04- 1g/l; FeS04-7H2 - 0,01 g/l;
ekstrakt drozdzowy - 1 g/l. pH pozywki doprowadzano do 4,5 za pomocg IM H2S04.
Hodowle prowadzono na wstrzagsarce (120 obr/min, amplituda 5 cm), w 28°C w czasie
5 dni. Wyrostg kulturg (20 ml) szczepiono 180 ml pozywki umieszczonej w kolbie
ptaskodennej i inkubowano w identycznych warunkach przez 7 dni. Tak przygotowang
kulturg zaszczepiano odpowiednig ilos¢ pozywki o sktadzie podobnym do wymienio-
nego wczesniej, z wyjatkiem glukozy, ktérg w niektdrych doswiadczeniach zastepo-
wano innymi sacharydowymi Zrédtami wegla. Hodowle prowadzono w czasie do 16
dni w 500 ml kolbach ptaskodennych. Biomase po uprzednim odwirowaniu (10000 g,
15 min, 4°C) umieszczano na saczku GFC, przemywano wodg destylowang, suszono
(105°C, 24 godz.) i wazono. Skleroglukan wytrgcano z cieczy pohodowlanej izopropa-
nolem dodawanym w proporcji 2:1 (v/v). Wytracony polimer odsgczano przemywano
alkoholem, suszono (80°C, 24 godz.) i wazono. Cukry ogdlne oznaczano metodg Du-
bois z wykorzystaniem glukozy jako wzorca.

Woyniki i dyskusja

W badaniach wstepnych (tabela 1) wykazano, ze najlepszym podtozem do bio-
syntezy skleroglukanu jest podioze, ktére jako zrédlo wegla zawiera sacharoze w ste-
zeniu 3%. Z jednego grama sacharozy powstaje wowczas 0,228 g skleroglukanu.
Zwigkszenie zawartosci cukru w pozywce do 40 g/l powoduje 22% spadek ilosci wy-
produkowanego polisacharydu (z ok 6,8 do 5,3 g/l), a wydajnos¢ konwersji cukru w
skleroglukan obniza sie o ponad 40% (z 0,228 do 0,134 g/g sacharozy, tabela 1). Jest
to zgodne z danymi literaturowymi. Oprécz sacharozy dobrym zrodtem wegla do pro-
dukcji skleroglukanu okazat sie by¢ hydrol - odciek po trzeciej krystalizacji glukozy
stanowigcy odpad w produkcji tego cukru ze skrobi. Chociaz wydajnos$¢ biosyntezy
polimeru w odniesieniu do zrédta wegla jest w podtozu z hydrolem o ok. 50% nizsza
niz w podtozu o analogicznym stezeniu sacharozy, a bezwzgledna ilo$¢ skleroglukanu
wytworzonego w 1 litrze podtoza jest 0 2,15 g (63%) nizsza, to jednak masa polisacha-
rydu wytworzonego przez 1 gram grzybni Sclerotium sp. okazata sie by¢ najwyzsza
wsérdd wszystkich rodzajow podtdz i wynosita az ok. 1,4 g/g grzybni. Najmniej ko-
rzystnym sacharydowym zrodtem wegla jest niewatpliwie fruktoza. W podtozu z tym
cukrem badany szczep wytwarza zaledwie ok. 1,9 g skleroglukanu, a stopief konwersji
fruktozy w polisacharyd wynosi jedynie ok. 6%, jest wiec 3,5-krotnie nizszy niz w
najlepszym wariancie podtoza z sacharozg (Tabela 1).
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Tabela 1

Whptyw zrodia wegla na biosynteze skleroglukanu (14 dniowa hodowla wgtebna Sclerotium sp. - warunki
i sktad podtozy omoéwiono w materiatach i metodach).

Influence of carbon source on the scieroglucan biosynthesis (experiments were carried out, during 14
days, using parameters previously described in materials and methods).

Zrodio wegla Biomasa Sk!eroglukan Wydajnosc z lg cukra Wyfjajnosc zlg b|0n_1asy
. Scieroglucan Yield from Ig of carbon Yield from Ig of bio-

Carbon source Biomass

p Ui p % source mass

g g g g
luk
glukoza 30 o7 260 40,75 0,087 0373
glucose

h 30
sacharoza 6,46 6.83 100 0,228 1,057
sucrose
sacharoza - 40 6,31 534 78,18 0,134 0,846
sucrose
fruktoza 30, &1 187 27,37 0,062 0,406
fructose
It
maltoza 30, g 358 5241 0,119 0,748
maltose
hydrol 30 3,36 4,68 49,19 0,117 1,393
Tabela 2

Zalezno$¢ wzrostu szczepu Sclerotium sp. od stopnia wypetnienia kolb podtozem (standardowe warunki
hodowli, zrédto wegla - sacharoza).

Dependence of the Sclerotium sp. strain growth on the volume of the growth medium (standard parametrs
of incubation, carbon source - sucrose).

x dzien hodowli ’ 4 7 9 1 13 16

= day of a culture
2E skleroglukan 034 040 063 039 109 111 130
S8 50 ml scieroglucan
f (10%) biomasa
E < : 035 213 455 55 615 570 540
§ £ biomass

5 Klerogluk
: B sklerogiukan 022 076 08 127 060 073 041
- 100 ml scieroglucan
Ss (0% i
=3 (20%) ~ biomasa 220 363 600 909 975 95 929
8 g biomass

Klerogluk

8"° sKleroglukan 590 253 684 337 303 291 320
- g 200 ml scieroglucan

S (40% bi

g (0% lomasa 306 540 646 698 737 7,06 694

biomass
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Tabela 3

Whptyw inokulum na wzrost Sclerotium sp. i biosynteze skleroglukanu. Hodowle prowadzono w warun-
kach standardowych opisanych w materiatach i metodach z wykorzystaniem sacharozy jako zrodta wegla.
Influence of inoculum on growth of the Sclerotium sp. and scieroglucan biosynthesis (incubation was
carried out using standard parameters described in materials and methods and sucrose as carbon source).

I Czas inkubacji inokulum 1lo$¢ inokulum Biomasa Skleroglukan
Time of incubation of Volume of inoculum Biomass Scieroglucan
inoculum [% viv] [0/i] [9/i] %
2 4,675 6,4 74
4 5,095
4 dni ! M 100
davs 6 4,545 5,6 65
y 8 5,075 6,8 79
10 4,575 3,0 35
2 5,565 12 14
. 4,945 M 63
7 dni
4,78 34 40
days
4,465 3,8 44
10 4,525 0,6 7
2 4,61 12 14
4,41 4] 56
10 dni
n 6 3,67 45 52
days
8 4,14 3,8 44
10 45 21 24
2 4,45 1 1
. 4 4,315 3,7 43
14 dni 6 4,375 4 48
days -
8 4,19 3,5 41
10 4,245 2,9 34

W kolejnej serii doswiadczenn zostat okreSlony wplyw napowietrzania kultury
grzyba na wydajnos$¢ biosyntezy skleroglukanu. Zmieniajac stopien wypetnienia na-
czyn hodowlanych podtozem od 10 do 40% stwierdzono, ze we wszystkich wariantach
hodowli najwieksze nagromadzenie biomasy zostaje osiggniete w 11 dobie, natomiast
wzrost wypetnienia kolby podtozem, ktérego wynikiem jest spadek stopnia natleniania
pozywki, powoduje skrdcenie czasu maksymalnego nagromadzenia skleroglukanu z
11-16 dob, przy 10%-owym wypetnieniu kolb, do 9 déb przy 20%-owym i 7 przy
40%-owym. Podczas gdy poziom biomasy grzyba zmienia sie po osiggnieciu maksi-
mum tylko w niewielkim stopniu we wszystkich wariantach hodowli, ilo$¢ skleroglu-
kanu utrzymuje sie po osiggnieciu maksimum tylko w podtozu najlepiej napowietrza-
nym (10%). W dwu pozostatych wariantach szybko spada. Biorac jednak pod uwage
ilos¢ wyprodukowanego z 1 1podioza polimeru (6,84 g), 5-6-krotnie wyzszg niz w
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pozostatych wariantach, a takze stopien konwersji sacharozy w produkt (23%) i ko-
rzystng jego proporcje wzgledem wytworzonej biomasy (1,06g/g grzybni), wariant
hodowli najstabiej napowietrzanej (40% wypetnienie kolby podtozem) okazat sie naj-
lepszy. Dalsze obnizanie stopnia natlenienia hodowli powodowato juz spadek wydaj-
nosci procesu biosyntezy skleroglukanu (wyniki nie zamieszczane). Przedstawione
rezultaty dowodzg zatem, ze dostarczenie zbyt duzej ilosci tlenu powoduje zwiekszenie
tempa wzrostu grzyba i zmniejszenie produkcji zewnatrzkomoérkowego glukanu. Jest to
zgodne z wynikami uzyskanymi przez Rau’a i wsp. [7] w hodowlach fermentorowych
Sclerotium glucanicum przy rédznych szybkosciach mieszania. Chociaz synteza gluka-
noéw jest reakcjg wymagajaca energii, co powigzane jest bezposrednio z wykorzysta-
niem tlenu, stymulacje ich syntezy na drodze limitacji Oz nalezy tez rozpatrywac pa-
mietajac, iz wiele systemdéw enzymatycznych jest indukowanych lub podlega represji
przez tlen [4], Jest tez mozliwe, ze w trakcie hodowli przy réznych wypetnieniach kolb
(10, 20, 40%) roéznice w preznosci tlenu mogg w spos6b posredni wpltywaé na wydaj-
nos¢ syntezy poprzez wptyw na morfologie szczepu i w zwigzku z tym na zmiane re-
ologii Srodowiska (przy 10% wypetnieniu wzrost szczepu nastepuje w postaci poje-
dynczych kuleczek, natomiast przy wypetnieniu kolb hodowlanych podtozem w ilosci
40% grzybnia rosnie jako duza pulpa). Innym czynnikiem rzutujgcym na wydajnos¢
syntezy skleroglukanu jest tworzenie przez grzyby rodzaju Sclerotium kwasu szcza-
wiowego, ktdrego biosynteza konkuruje z biosyntezg skleroglukanu o substrat weglo-
wy. W omawianej serii doswiadczen stwierdzono ponadto, ze w przypadku duzej prez-
nosci tlenu w $rodowisku (wariant 1 hodowli, Tabela 2) nastepuje zwiekszenie ilosci
produkowanego szczawianu z réwnoczesnym ograniczeniem tempa syntezy polisacha-
rydu.

Rysunek 2 przedstawia dynamike wzrostu Sclerotium sp. na podtozu z sacharoza
przy 40%-owym wypetnieniu kolb pozywka. Biosynteza skleroglukanu jest Scisle po-
wiazana ze wzrostem komorek i osigga najwieksza wydajnos¢ pod koniec fazy loga-
rytmicznej. W trakcie tego procesu nastepuje duzy spadek wartosci pH (do 1,3).
Po siédmej dobie hodowli obserwuje sie znaczny spadek ilosci skleroglukanu, chociaz
stezenie zrddta wegla w podtozu jest nadal znaczne. Na wydajno$¢ biosyntezy polime-
ru duzy wptyw ma wielkos$¢ i wiek inoculum (tabela 3). Najwieksze nagromadzenie
wielocukru (8,6 g/l) ma miejsce, gdy hodowle szczepi sie 4% (v/v) 4-dniowego ino-
culum. Wydtuzenie czasu hodowli inokulamej prowadzi do spadku ilosci syntetyzo-
wanego polimeru, przy czym im starszy materiat uzywa sie do szczepienia tym mak-
symalna ilos¢ wytwarzanego skleroglukanu jest coraz to niniejsza (63% dla 7-
dniowego, 56% dla 10 i 48% dla 14-dniowego inokulum). Pewne rozbieznosci pomie-
dzy danymi dla inokulum o ré6znym wieku wynikajg najprawdopodobniej z wykorzy-
stywania zrodta wegla do wytwarzania produktéw ubocznych.
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Rys. 2. Dynamika wzrostu szczepu Sclerotium sp. IBT na podiozu z sacharozg (3%) przy 40% wypet-
nieniu kolb pozywka.

Fig. 2. Dynamics of the Sclerotium sp. IBT strain growth on medium containing 3% of sucrose at 40%
flask fulfilment.

Rys. 3.  Wplyw stosunku molowego C/N na biosynteze skleroglukanu (podtoze z 3% sacharoza, ilo$¢
Zrodta azotu w zaleznosci od stosunku C/N).

Fig. 3. An influence of C/N molar ratio on scieroglucan production (medium with 3% of sucrose,
amount of nitrogen depend on C/N ratio).
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Wyniki dalszych badan wskazuja, ze ilo$¢ syntetyzowanego polimeru w duzej
mierze zalezy od stosunku molowego Zrédla wegla i azotu w podtozu (Rysunek 3).
Optymalny dla biosyntezy skleroglukanu przez badany szczep stosunek molowy C/N
wynosi 15. Jego zmniejszenie do 2 prowadzi do spadku ilosci polimeru o ok. 56% przy
nieznacznym wzroscie masy grzybni. Spadek wydajnosci syntezy polimeru (do 89%
maksymalnej ilosci) widoczny jest takze przy zwiekszeniu stosunku molowego C/N
powyzej optymalnej wartosci. Nalezy doda¢, ze o ile maksymalna wydajnos$¢ biosynte-
zy skleroglukanu przez Sclerotium sp. IBT w najlepszym opracowanym wariancie ho-
dowli (podtoze z 3% sacharozy szczepione 4% 4-dniowego inokulum, hodowla wgteb-
na szczepu w 28°C w ciggu 7 dni przy 120 obr/min, amplitudzie 5 cm i 40% wypeknie-
niu kolb podtozem) osiggnieta w niniejszej pracy wynosi 8,6 g/l, to w tych samych
warunkach odnosnikowy szczep Sclerotium glucanicum USDA 3006, uwazany za
szczep o walorach przemystowych produkuje polisacharyd w ilosci 10,6 g/l w 11
dniowej hodowli. Mozna przypuszczaé, ze dalsza optymalizacja procesu biosyntezy
skleroglukanu przez szczep z naszej kolekcji pozwoli zmniejszyc¢ te roznice.

Whnioski

1 Rodzaj zrédta wegla i stopien napowietrzenia podtoza majg istotny wplyw na
biosynteze skleroglukanu.

2. Duzy wplyw na wydajno$¢ biosyntezy polimeru ma wiek i wielko$¢ inokulum.

3. los¢ syntetyzowanego polimeru zalezy w duzej mierze od stosunku molowego
zrodta wegla i azotu w podtozu.
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BIOSYNTHESIS OF SCLEROGLUCAN BY SCLEROTIUM SP. STRAIN
Summary

Production of extracellular polysaccharides by moulds depends on culture conditions, including com-
position of growth medium, aeration and other parameters. These factors influence microbial physiology
and therefore often increase or decrease yield of biosynthesis. Our article reports studies on scieroglucan
biosynthesis by Sclerotium sp. strain from culture collection of Institute of Technical Biochemistry, Tech-
nical University of Lodz, under submerged culture conditions, focused on selection ofa carbon source and
an optimal C/N ratio, as well as on dynamics of scieroglucan biosynthesis dependently on a size of in-
oculum. During 7- days incubation we obtain from 1 litre of growth medium, 8.6 g of scieroglucan at
specific productivity 1.7 gram/gram of biomass and 29% conversion of sucrose to scieroglucan.



