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Zadanie 2.1. PREPARATY WIELOENZYMOWE DO UKIERUNKOWANEJ
DEGRADACJI BIOMASY ROSLINNEJ

Tomasz Ramiega, Radostaw Wachata, Alicja Kaczmarek, Milena Stepczynska, Tadeusz Antczak
Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika todzka, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 £6dz, Polska

WYTWARZANIE PREPARATU ENZYMATYCZNEGO PRZYDATNEGO DO OTRZYMYWANIA

NANOCELULOZY
/ Wprowadzenie Cel badan \

Nanostruktury uzyskiwane z materiatow ligninocelulozowych staty sie jednym Celem projektu  jest  wytworzenie preparatu celulaz przydatnego
Z bardzie] pozadanych komponentow biokompozytow. Obecnie nanowtdkna celulozy do ukierunkowane] na otrzymywanie nanoczgstek celulozy, biorafinacji biomasy
otrzymywane sg gtownie metodami fizyko-chemicznymi, ktore generujg stosunkowo (stomy Inianej 1 konopnej), w oparciu o hodowle solid-state plesni Aspergillus niger.
duzg ilos¢ ucigzliwych dla srodowiska odpadow. Wymusza to koniecznosc W ramach badan zoptymalizowano warunki hodowli (w tym sposob wyjatawiania
opracowania nowych, ekologicznych metod konwersji biomasy, ktérymi mogg bycC pozywki, stosujgc w tym celu ozon), dobrano metode wydajne] ekstrakcji biatek

metody enzymatyczne. enzymatycznych i ich oczyszczenia od substancji niebiatkowych.
Szczegolnie wazng role w finalnym procesie otrzymywania nanocelulozy odgrywa | _
endo-1,4-B-glukanaza hydrolizujgca celuloze w jej amorficznych obszarach. Niestety Solid — State Fermentation

biosynteza tego enzymu w warunkach hodowli mikroorganizmow jest zazwyczaj scisle Jako fermentacje solid—state, definiuje sie proces, w ktérym wzrost drobnoustrojow
powigzana z biosyntezg [-glukozydazy, ktérej aktywnosé skutkuje rozktadem  jak i gromadzenie produktu zachodzi na lub w poblizu statego substratu. Przy czym

nanostruktur celulozy do pojedynczych czgsteczek glukozy. substrat ten stanowi zaréwno pozywke jak i miejsce bytowania drobnoustrojow.
Hodowla mikroorganizmow w statym zitozu, zachodzi w srodowisku pozbawionym
\ wolnej wody, lub przy niewielkiej je] zawartosci.
/ - <4 o ) \ / Wyniki \
Materiatl biologiczny: szczep Aspergillus niger IBT-90 pochodzacy z kolekcji Instytutu -
Blochemigechiicznej=elitochnikl £EHzHig) Etap I. Sprawdzenie witasciwosci biobojczych ozonu wzgledem mikroflory ztoza.*
'i\ Wplyw O, na przezywalnosc drobnoustrojow
-0 100%
8 ===(goblna liczba droboustrojow===Qgdlna liczba plesni
= 80%
= * Ogolng liczbe drobnoustrojow
ﬁ 60% I plesni okreslono przy pomocy
ﬂl) metody seryjnych _rozciehczeh.
o 40% crywczy, AR AN
inkubowano w czasie 96 godzin
20% w temp 28 °C . Podtoze do
- 3 £ okreslenia ogolnej liczby plesni
,‘ & zostat b
~—i00.0m—' 0% cﬁlso?a?nfenikolem Vv\\jZ iloo%?:?ogg
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 mgll.
Ozon [mgO3/gpodioza]
Podtoze Warunki hodowl \ Etap Il: Sprawdzenie skutecznosci ozonowania wspomaganego sterylizacja termiczna.
Hodowle prowadzono na podiozu zawierajgcym: otreby pszenne, Kolba, Erl — p g :
wystodki buraczane, kietki stodowe, wyttoki cytrusowe oraz roztwor soli Reaktor oiba (1r denrnwg?ayera § Aktywnos¢ enzymatyczna** preparatow z hodowli poddanych
w wodzie destylowanej. Przed szczepieniem poddawano je sterylizacji . - S 7 - LT PIemui0Zon oW S
termicznej i/lub ozonowaniu. Uillgjelivosie 80 ©
podtoza [%] S 6
. Temperatura [°C] 30 =
Ozonowanie 5 5 = -glukozydaza
Mieszanie Okresowe (raz na — B
dobe) N&azZW Dostarczony = Sterylizacja 2
o ozon termiczna S 4
Czas[ 0 a] 0 3b [m903/9p0d+oz 121°C %
Masa podtoza [kg] proby N [min] 33
/pojemnosc¢ 0,1/1 1 3 i
reaktora [dm?3] 5 4
o 2 9 -
zarodniki:
2,7+0,3x105/ 1 gyogi02a - . I
Inokulum (zmyte ze skosé%v solg 3 12 . . I-
fIZJOIOglczna) 4 3 20 O | | | | | | | | | | |
2 ? 2t 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 12
6 12 20 warianty hodowli
7 10 Obecnos¢
Warunki ekstrakgji biatek . . 0 fan, | 77 | 0 10 el e Al Ml Ml Ml M
- Kolba Erlengnayera 9 12 10 OI;T:Q:iSC T | e N N R \_ } e
(1 dm?) | —
10 3 5 y :
7, - ** Akt t byt kach:
Sk%JtGCZF’]O?C metody SleEnE okl el lovEE 11 o] 5 - endxcl)v—vln,(é)fg—glrﬁlfsgzgx Igrzgk?; iZ:I?uabozvzr:’Z)Vv\(/aézgsiaeC10 minut w temp. 60°C w tazni wodnej. Substratem
wyja’faW|an|a Czas [min] 45 15 - reakcji byta karbok§ymetyloceluloza. . . o . i
kontrolowano przy e [°C] 30 \ - - E;Iglyilcuykr:);ydaza. Préby inkubowano w czasie 10 minut w temp. 55°C w tazni wodnej. Substratem reakcji byia/
Sl S e Mieszanie
wysiewow ptytkowych. Telirrin 100
Metoda separacji Filtracja / Whnioski \
o | e e e 5 czgstek statych (0,2 um)
\ T— / Kompilacja 5-cio minutowe] termicznej sterylizacji pozywki z ozonowaniem
(3 MgO3/0,0q02a) ZaPEWNIA zarowno catkowite jej wyjatowienie jak I biosynteze
/ Wzrost plesni Aspergillus niger IBT-90 w czasie hodowli \ badanych celula_z. _ _ _ A
Poza tym stwierdzono pozytywny wptyw zastosowania tej] metody wyjatawiania
na stosunek endo-1,4-B-glukanazy do B-glukozydazy w uzyskiwanym preparacie.
Ozonowanie nie zapewnia catkowitego wyjatowienia pozywek solid-state (o sktadzie: otreby pszenne,
kietki stodowe, wystodki buraczane | susz cytrusowy). Przy dawce powyzej 8 mgO,/g,.40:4 USUNIECIU Ulegto
. 90% ogolnej liczby drobnoustrojow | mniej niz 80% ogolnej liczby plesni przy dawce 12 mgO;/g,gi0za-
o s - .. s i Stwierdzono rowniez niekorzystny wptyw wysokich dawek ozonu (9-12 mgO,/g,,q02s) Na biosynteze
\ Po 1 godz. Po 24 godz. Po 48 godz. Po 72 godz. Po 96 godz. Po 120 godz. / \badanych komponentow celulaz.
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