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Szczepy przemysitowe

Szczepy przemystowe:

Szczepy mikroorganizmoéw, ktére w procesie biotransformacji i biosyntezy wykorzystuja swoja
biologiczna aktywnosc.

- Proces biosyntezy - polega na wzroscie szczepu oraz wytworzeniu produktu. Specyficznym
przypadkiem jest fermentacja, w ktorej glukoza zostaje utleniona do alkoholu etylowego, kwasu
cytrynowego oraz kwasu propionowego.

- Proces biotransformacji - w nim korzysta sie z komoérek, ktore wzrosty uprzednio, sa odizolowane
od podtoza oraz przeniesione do bioreaktora z substratem. Za przeksztatcenie substratu w produkt
odpowiedzialne sa enzymy wprowadzonej populacji.

O istnieniu organizméw, ktérych zroditem jest srodowisko przyrodnicze, wnioskujemy na podstawie
ilosci DNA, obecnosci biatek oraz aktywnosci enzymow. W ostatnim czasie nastapil postep jezeli
chodzi o techniki hodowlane oraz diagnostyczne zwigzane z badaniem otaczajacego nas srodowiska.
Zréwnowazony metabolizm oraz brak niekontrolowanej nadprodukcji metabolitu to charakterystyka
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mikroorganizméw, ktore istnieja w przyrodzie. W zwiazku z tym szczepy o ktérych mowa sa za mato
wydajne jezeli chodzi o biosynteze. Tylko niektdére z nich sa odpowiednie do produkgji kiszonek.

Skad pozyskiwane sa szczepy?

Szczepy na potrzeby biotechnologii pozyskiwane moga byc¢ na 3 sposoby. Mozna zakupi¢ szczep wraz
z technologia, jest to tzw. zakup licencji. Kolejny sposob to pozyskiwanie szczepow bezposrednio ze
srodowiska bytowania. Ostatnia mozliwoscia jest zakupienie szczepu z kolekcji czystych kultur.
W nich umieszczane sq mikroorganizmy o poszczegolnych cechach.

Jak oceniane sa mikroorganizmy przemystowe?

Istnieje 10 kryteriéw, ktére brane sa pod uwage w ocenie mikroorganizmow przemystowych. Po
pierwsze, czystos¢ produktu, to kryterium bardzo wazne ze wzgledu na wysoki koszt oczyszczania
produktéw. Pod wzgledem ekonomicznym wazna jest takze wydajno$¢ produktu. Bardzo wazna jest
jest szybkos$¢ wzrostu. Mikroorganizmy przemystowe sprawdzane sa takze pod katem zawartosci
toksycznych produktéw. Sprawdza sie czy szczep w danych warunkach nie wytwarza ich mimo tego,
ze zaliczany jest do bezpiecznych. Sprawdzane sa tez wymagania pokarmowe szczepu oraz
tolerancja na zmiany sktadu podtoza. Te, ktére posiadaja mate wymagania i nie reaguja mocno na
zmiany sktadu podloza sa najbardziej cenione. Kolejnym kryterium jest stabilno$¢ genetyczna, dzieki
ktérej mozliwe jest powtorzenie wynikdéw biosyntezy, co ulatwia przechowywanie szczepdéw. Ze
wzgledu na koszta, istotna jest rdwniez tatwos¢ wydzielania produktu oraz zapotrzebowanie na tlen,
ktory jest bardzo droga pozywka. Ostatnim kryterium jest sprawdzanie temperatury, ph, wilgotnosci
oraz zasolenia. Czynniki te sprawdzane sa pod katem kosztow oraz zabezpieczen przed zakazeniami.

Jakie zabiegi kontroluja populacje?

Istnieja zabiegi, dzieki ktérym mozna kontrolowac¢ populacje. Pierwszy z nich to badanie populacji.
Polega ono na badaniu rozrzutu produktywnosci czyli procentu komérek, ktdre wytwarzaja Srednia
ilos¢ produktu oraz klonow, ktére maja produktywnos¢ nizsza lub wyzsza. Istotny dla badania
populacji jest takze rozrzut aktywnosci. Zazwyczaj niewiele ponizej niz %2 ma Srednia produktywnosc,
a ponad 10% wyzsza i tyle samo nizsza. Gdy po okoto 6 miesiacach przechowywania zmienity sie
wartosci wtedy to konieczna jest zmiana warunkow przechowywania szczepu.

Kolejnym sa zabiegi uaktywniajace. Aby uaktywni¢ populacje nalezy zastosowac takie dziatania jak
hodowla przy wysokim zasoleniu, szok termiczny lub hodowla w podtozu z antybiotykami.

Jakie sa metody przechowywania mikroorganizmow przemystowych?

Pierwsza metoda jest pasazowanie. Pozwala ona na uzyskanie duzej przezywalnosci, natomiast
prawdopodobienstwo wystapienia zakazen jest bardzo duze. Pasazowanie to przechowywane
mikroorganizméw w temperaturze +4°C na skosach zawierajacych pozywke stata i wyrosniete
kultury. Aby odcia¢ dostep tlenu powierzchnie wzrostu pokrywa sie warstwa plynnej parafiny.

Kolejnymi metodami jest suszenie, suszenie pod préznig oraz jofilizacja. Metody te dotycza stanu



wysuszenia, ktory szczegdlnie polecany jest dla grzybow strzepkowych oraz drozdzy. Pierwsza
metoda czyli suszenie pod cisnieniem normalnym to zabieg, ktory polega na zostawieniu skosow na
czas od 1 do 2 tygodni w temperaturze pokojowej. Metoda ta charakteryzuje sie duza
przezywalnoscia. Kolejna metoda dotyczaca stanu wysuszenia jest suszenie pod préznia. Jest to
zabieg z uzyciem pompy prozniowej, dzieki ktdrej wysuszenie mozliwe jest w przeciagu 1 do 2 godzin.
Ostatnia metoda jest jofilizacja czyli suszenie ze stanu zamrozonego. Polega ona na umieszczeniu
komorek w 0,5ml fiolkach z miekkiego szkta i zamrozenie ich. Wtedy to nastepuje sublimacja wody
ponizej 0,1 mmHg. Dzieki mieszaninie suchego lodu z metanolem dochodzi do zamrozenia, za
pomoca ruchéw wirowych. Zamrazanie odbywa sie w temperaturze okoto -40 stopni C, natomiast
proces sublimacji w temperaturze od -40 stopni C do -50 stopni C. Obydwa procesy powinny
przebiega¢ w szybkim tempie z powodu szkodliwosci tlenu dla komdrek. Gdy proces jofilizacji sie
zakonczy nalezy zatopi¢ fiolki w prézni.

Nastepna metoda dotyczy wody destylowanej. To wtasnie ona pozwala uzyska¢ diuzsza
przezywalnos¢ komorek. Sposob ten narazony jest jednak na duze prawdopodobienstwo zakazen.

Kolejne metody dotycza stanu zamrozonego. Mikroorganizmy, ktére sa szczegdlnie cenne
przechowuje sie w temperaturze -150 stopni C nad cieklym azotem, natomiast wiele szczepéw
przemystowych jest przechowywane w specjalnych zamrazarkach mechanicznych w temperaturze od
-70 stopni C do -80 stopni C. Przechowywanie kultur w ciekltym azocie w temperaturze -196 stopni C
uzywane jest w biotechnologii medycznej. Zapewnia dluga przezywalnosé jednak jej instalacja jest
kosztowna. Kolejna metoda dotyczaca stanu zamrozonego jest oddzielenie od podtoza hodowlanego
komorek i zawieszenie ich w swiezym podiozu hodowlanym. Dzieki temu zawiesina napeinia sie
pewna liczba kapilar, ktére wypeiniane sa na zasadzie naczyn wtosowatych. Nastepnie usadawia sie
w zamrazarkach. Wysoka przezywalnos¢ kapilary po wyciagnieciu z zamrazarki zapewnia
umieszczenie jej w tazni wodnej o temperaturze od 35 stopni C do 40 stopni C.

Jakie surowce stosowane sa do przygotowania podlozy produkcyjnych?

Istnieja trzy rodzaje surowcow, pozywek hodowlanych, ktore stosuje sie do tego celu. Pierwsza jest
podioze minimalne, ktéore ma charakter zbilansowany. Uzywa sie go po to aby zbadac fizjologie
szczepu oraz optymalizacje warunkéw hodowli. Podloze to sklada sie z soli mineralnych,
weglowodanéw, aminokwasow oraz czasem witamin i kofaktorow. Kolejnym jest podtoze odzywcze,
ktore podobnie jak podtoze minimalne ma zbilansowany sktad. Podloze to przygotowuje sie na bazie
odczynnikéw produkowanych. Celem tego podloza jest przechowywanie i utatwianie kultu
mikroorganizméw. Ostatnim jest podtoze produkcyjne. W przeciwienstwie do dwoch wczesniejszych
ten rodzaj podtoza nie ma zbilansowanego sktadu. W nim dane sktadniki sa dodawane w ilosciach
zwiekszonych aby pobudzi¢ biosynteze danego produktu. Podloze produkcyjne przygotowywane jest
na bazie surowcéw odpadowych przemystu rolno-spozywczego, petrochemicznego lub papierniczego.
Wykorzystanie tych surowcow jest trudne ze wzgledu na sktad ktory nie jest pelni powtarzalny,
a zalezy od pochodzenia surowcow oraz warunkéw klimatycznych. Z tym rodzajem podtoza wiaze sie
kilka probleméw. Miedzy innymi fakt, ze w kompozycjach podtoza uzywane sa produkty odpadowe,
ktore stanowia konglomerat substancji bedacych takze zrédtem wegla, azotu, fosforu oraz
mikroelementéw. Problemem jest tez niepowtarzalny sktad podioza produkcyjnego. Gtownymi
substratami stosowanymi w podtozach produkcyjnych jako Zrédio wegla sa melasa, ktora jest
odpadem przemystu cukrowniczego, syropy glukozowe, ktore sa odpowiednikami melasy, serwatka,
ktéra jest odpadem przemystu mleczarskiego oraz odpady zbozowe. Zaréwno melasa jak i syropy
glukozowe posiadaja po 2% zwiazkéw azotowych. Serwatka natomiast sktada sie w 4 % z laktozy.
Reszta to biatka rozpuszczalne, mikroelementy, makroelementy oraz substancje ttuszczowe.



Jakie surowce stosowane sa jako zrodlo azotu?

Najczesciej stosowanymi sg wytloki sojowe, maczka rybna oraz namok kukurydziany, ktory jest
produktem ubocznym w procesie ekstrakcji skrobi kukurydzianej. Jest to pomocny surowiec
w przypadku problemoéw ze wzrostem szczepu. Sktada sie on z aminokwaséw, witamin oraz soli
mineralnych.

Jak wyglada produkcja biatka mikrobiologicznego?

Aby wyprodukowa¢ mikroorganizmy wazne jest by posiadaty nastepujace cechy. Powinny szybko
i obficie wzrasta¢, mie¢ niewyszukane wymagania pokarmowe, nie tworzy¢ toksyn, alergenow
i substancji rakotworczych oraz nie wydziela¢ metabolotéw poza komoérke utrudniajacych proces
oddzielenia biomasy i oczyszczania produktu. Proces produkcji biatka mikrobiologicznego wyglada
nastepujaco. Na wstepie nalezy przygotowac podtoze hodowlane, po czym namnozy¢ biomasy.
Kolejno nalezy je oddzieli¢ i przemy¢ komorki. Gdy je wysuszymy otrzymamy surowa biomase.
Nastepnie za pomoca rozpuszczalnika HCI nalezy usunaé¢ kwasy nukleinowe oraz ponownie wysuszyc,
co da nam biomase o zmniejszonej zawartosci kwasow nukleinowych. Kolejnym etapem jest
rozdrabnianie komorek i ekstrahowanie biatek. Gdy to dokonamy nalezy usunaé¢ pozostate kwasy
nukleinowe, wytraci¢ oraz oddzieli¢ biatka. Na sam koniec za pomoca suszenia otrzymujemy izobat
biatkowy.

Jak wyglada produkcja kwasu cytrynowego?

Kwas cytrynowy to syntetyzowany zwiazek, ktéry produkowany jest technikami biotechnologicznymi
za pomoca plesni lub drozdzy. Jezeli chodzi o plesni uzywana jest Aspergillus Niger, a jej surowcem
jest melasa lub sacharoza. Cykl produkcji kwasu cytrynowego trwa od 6 do 7 dob. Grzybnia narasta
w przeciagu trzech dni, po czym proces wzrostu juz nie nastepuje. Zrédlem azotu uzywanym
w przypadku plesni jest bardzo czesto azotan amonu. Na poczatku uzywane sa jony amonowe,
nastepnie azotany. Dzieje sie tak poniewaz te pierwsze sa lepiej przyswajalne. Aby limitowa¢ wzrost
dodaje sie zrédto azotu, natomiast zrédto wegla dodawane jest w stezeniu okoto 20%. Na poczatku
korzysta sie z niego jedynie w 40%, natomiast po etapie wzrastania w 60%. Niestety podtoze
produkcyjne sklada sie z niewielkich ilosci jondw zelaza, cynku, magnezu, manganu oraz fosforanow,
co przyczynia sie do ograniczania funkcji uktadu oddechowego. Problem tez wystepuje
z pobieraniem przez komorki energii. Kwas cytrynowy powstaje, gdy przy takim podtozu komoérka
odczuwa brak Zrédla azotu, fosforu oraz innych mikroelementéw, jednoczesnie czujac nadmiar
zrodta wegla. To powoduje utlenianie cukru do zwiazku posredniego czyli kwasu cytrynowego.
Proces ten nastepuje pomiedzy pierwsza a druga doba hodowli.



Drozdze natomiast uzywane przy produkcji kwasku cytrynowego to Candida lub Yarowia, ktérych
surowcem jest glukoza. Istnieja trzy metody produkcji kwasu cytrynowego. Pierwszym jest solid
state, nastepnym metoda powierzchniowa, ktora przebiega w sterylnych komorach. W nich mieszcza
sie stelarze z umocowanymi tacami po czym wypelnia sie je podtozem na wysokos¢ od 9 do 12 cm.
Kolejny etap jest zautomatyzowany, dotyczy on napetienia tac z pozywka oraz szczepienia zawiesina
konididw. Plusem tej metody jest niski koszt oraz tatwe usuwanie zakazenia. Kolejna metoda
produkcji kwasu cytrynowego jest metoda wgtebna, ktora realizowana jest w bioreaktorach
z mieszaniem i napowietrzaniem lub bioreaktorach kolumnowych. W tej metodzie grzybnia powinna
miec¢ postac¢ kuleczek wielkosci od 0,5 do 1,5 mm. Do tej hodowli uzywana jest sacharoza, ktora jest
niezwykle wydajna.
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