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Summary

In this paper, the results concerning the influence of environmental factor
on biomass growth and mevinolinic acid (lovastatin) production by Aspergillus
terreus ATCC20542 were presented. Three aspects of lovastatin biosynthesis
were thoroughly investigated. Firstly, the optimum carbon and nitrogen source
were searched for. Secondly, the influence of B-group vitamins supplementation
on lovastatin biosynthesis was tested. Finally, the influence of a type of nitro-
gen source on elemental composition of biomass and mycelial growth and pel-
let formation kinetics was determined. The best yield of mevinolinic acid was
obtained for nitrogen deficient medium of high C/N>100 ratio, supplemented
with B-group vitamin and with lactose and yeast extract as carbon and nitrogen
sources applied.
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1. Wstep

Lowastatyna jest metabolitem wtérnym wytwarzanym przez
grzyby strzepkowe, znajdujgcym szerokie zastosowanie w me-
dycynie jako $rodek obnizajacy poziom endogennego choleste-
rolu w organizmie cztowieka. Grzyby strzepkowe wytwarzajg
ten metabolit w postaci rozpuszczalnego w wodzie aktywnego
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biologicznie B-hydroksykwasu kwasu mewinolinowego. Dopiero w czasie wydzielania
tego metabolitu z podtoza hodowlanego nastepuje jego laktonizacja do lowastatyny.
Wiasnie nierozpuszczalna w wodzie forma laktonu jest sktadnikiem tabletek. Najcze-
Sciej wykorzystywanym szczepem do wytwarzania tego metabolitu jest Aspergillus terreus
ATCC20542, wyizolowany przez firme Merck oraz mutanty tego szczepu. Szczego-
towy przeglad literatury na temat historii odkrycia, mechanizmu biosyntezy tego
zwigzku oraz warunkéw hodowli grzybni autorzy tej pracy przedstawili w (1).

Celem pracy jest przedstawienie wynikéw badan dotyczacych wplywu sktadu
podioza, a w szczeg6lnosci rodzaju i stezenia zrédta wegla i azotu oraz stezenia wi-
tamin z grupy B na biosynteze kwasu mewinolinowego (lowastatyny) przez Aspergillus
terreus. Ponadto postanowiono zbadac¢ kinetyke kielkowania spor i peletyzagcji
grzyba oraz sktad pierwiastkowy biomasy grzybni w zalezno$ci od zastosowanego
zrodta wegla i azotu.

2. Materialy i metody

2.1. Szczep i sktad poditéz hodowlanych

W badaniach uzyto oryginalnego szczepu firmy Merck Aspergillus terreus ATCC 205-
42. Hodowla prowadzona byfa w warunkach hodowli wstrzgsanej w kolbach kulistych
o objetosci roboczej 150 ml. Szczepienie podioza hodowlanego wykonywano 24-go-
dzinnym inokulum. Podtoze inokulacyjne zawierato mniej glukozy lub laktozy (10 g I'!)
niz kazde z badanych podt6z hodowlanych. Jako zroédto wegla w podtozach hodowla-
nych stosowana byla laktoza oraz glukoza. Jako Zrodlo azotu uzyto ekstraktu droz-
dzowego, peptonu kazeinowego lub glutaminianu sodu. Fosfor wprowadzano jako
wodorofosforany wg Hajjaj i wsp. (2) lub Casas-Lopez i wsp. (3). W wybranych ekspery-
mentach podtoze wzbogacono w kompleks witamin z grupy B. Wsp6lnym elementem
wszystkich podt6z byt zestaw pierwiastkow Sladowych. Zawieraly one nastepujgce
pierwiastki: zelazo, mangan, cynk, magnez, wapn, miedz, bor i molidben i byty skom-
ponowane wedtug (2) lub (3). W podtozach wg Casas Lopez i wsp. byta dodatkowo do-
dawana biotyna (2). Dla wszystkich podi6z ustalono pH na poziomie 6,5.

Doktadne wartosci stezen zrodel wegla i azotu zostaly umieszczone przy odpo-
wiednich wykresach i w tabelach.

2.2. Metody analityczne
Laktoza, glukoza, etanol i glicerol byly oznaczane za pomoca HPLC (Waters,

USA) na kolumnie Shodex SH1011. Jako eluent stosowano 0,01 N kwas siarkowy.
Detekcje prowadzono za pomocg detektora indeksu refraktometrycznego. Elucja
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sktadnikow nastepowata w nastepujacej kolejnosci (wieksza czasteczka wyptywa
wczesniej) laktoza, glukoza, glicerol, etanol.

Kwas mewinolinowy byt oznaczany za pomocg HPLC (Waters, USA) na kolumnie
Novapak Cqg. Elucje prowadzono mieszaning acetonitrylu i 0,1% H3PO4 w stosunku
60:40. Maksimum absorpcji kwasu mewinolinowego przy dtugosci fali A = 238 nm
umozliwito jego detekcje w ultrafiolecie. Roztwor standardowy kwasu mewinolino-
wego przygotowano wg (2). Azot organiczny w podifozu oznaczano metodg Kjeldah-
la (Biichi, Szwajcaria). Stezenie biomasy oznaczano jako suchg mase.

Analize pierwiastkowa biomasy (CHONS) wykonano za pomoca analizatora
NA2500 (CE Instruments, Wtochy). Wielko$¢ peletek grzybni mierzona byta na pod-
stawie obrazéw mikroskopowych (Olympus Optical, Japonia) wykonanych w powiek-
szeniach od 1000, poprzez 400, 200, 100 do 40 razy, zaleznie od fazy wzrostu
strzepki i stopnia aglomeracji peletki. Pomiar powierzchni rzutu peletki wykonano
za pomoca programu do cyfrowej analizy obrazu Microlmage 4.0 (Media Cyberneti-
cs, USA dla Olympus Optical).

3. Omoéwienie wynikoéw i dyskusja

3.1. Wptyw skladu podioia na biosyntez¢ kwasu mewinolinowego przez
Aspergillus terreus

Wiedza na temat mechanizméw biosyntezy kwasu mewinolinowego przez
Aspergillus terreus oraz czynnikéw wplywajacych na nig jest stosunkowa mtoda, stad
nadal trwajg badania prowadzace do optymalnego sktadu podioza hodowlanego
i najwtasciwszych sposobéw prowadzenia hodowli.

3.1.1. Wplyw rodzaju i st¢zenia irédla wegla i azotu na biosyntez¢ kwasu mewi-
nolinowego

Kwas mewinolinowy (lowastatyna) jest zwigzkiem sktadajacym sie jedynie z ato-
mow wegla, wodoru i tlenu, co moze sugerowac na pierwszy rzut oka, ze wybor ro-
dzaju zrédia wegla jest najistotniejszy ze wzgledu na optymalizacje biosyntezy kwa-
su mewinolinowego.

Wielu autoréw stosowato najprostsze i najczesciej wykorzystywane w mikrobio-
logii zrédto wegla, czyli glukoze (4-6). Jednakze uzyskiwane wyniki sktanialy do dal-
szych poszukiwan i stad sprawdzano przydatnos¢ glicerolu, laktozy, fruktozy
(3,7,8). Z tych badan wynikl jeden ogélny wniosek, ze im wolniej przyswajane jest
zrodto wegla, tym lepsza wydajnos¢ biosyntezy kwasu mewinolinowego mozna uzy-
ska¢ (3), a przyktadem wolno przyswajalnych Zrédet wegla sg glicerol i laktoza.
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Rys. 1. Zmiany stezenia zrodla wegla, kwasu mewinolinowego oraz produktéw ubocznych w czasie

w zalezno$ci od zastosowanego zrédia wegla — linie przerywane: eksperyment z glukozg (45 g I'') oraz
ekstraktem drozdzowym (12,5 g I'!), pozostate sktadniki (2), linie ciggle: eksperyment z laktozg 20 g I-!
oraz ekstraktem drozdzowym (8 g I'!), pozostate sktadniki (3).

W przeprowadzonych przez nas badaniach catkowicie potwierdzono przydat-
nosc laktozy jako zrodia wegla. Zaobserwowano, ze w przypadku stosowania gluko-
zy jej wyczerpanie nastepowato szybciej i juz okoto 50. godziny procesu podtoze
hodowlane nie zawieralo cukru. Laktoza zas pozostawala wykrywalna az do 160.
godziny procesu. Dodatkowo stwierdzono, ze w podiozu z glukozg pojawiat sie eta-
nol oraz glicerol jako produkt uboczny, a wydajno$¢ kwasu mewinolinowego pozo-
stawata niewysoka (rys. 1).

Wyczerpanie zrodia wegla w obu przypadkach powodowato zahamowanie bio-
syntezy kwasu mewinolinowego, niezaleznie czy to byfa glukoza, czy tez laktoza.
Etanol i glicerol, cho¢ wystepujace w niewielkich ilosciach, mogly by¢ uzyte jako
zrodto wegla i z pewnoscia byly, ale raczej na przemiane podstawowa. Ani glicerol
ani etanol nie sprzyjaly biosyntezie kwasu mewinolinowego. Nalezy réwniez dodac,
ze etanol i glicerol nie byly jedynymi produktami ubocznymi. Zapach podtoza wska-
zywal na wystepowanie lotnych estréow i innych zwiazkéw aromatycznych. Zwiek-
szenie stezenia zrodla wegla nie pozwalalo na zwiekszenie wydajnosci pozadanego
metabolitu, co zostalo juz wcze$niej wykazane poprzez analize wspoélczynnikéw
wydajnosci (9). Pojawianie sie glicerolu i etanolu moze by¢ wyjasnione przez analize
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mechanizmu biochemicznego biosyntezy kwasu mewinolinowego. Wysoki poten-
cjat redukcyjny w komérkach jest warunkiem koniecznym do biosyntezy kwasu me-
winolinowego (10,11). Biosynteza glicerolu i etanolu wymaga réwniez NADP. To
sprawia, ze by¢ moze konkuruja one z kwasem mewinolinowym o ten dinukleotyd.

Badajac wplyw zrédta azotu niesposob jest analizowac go w oderwaniu od zrod-
ta wegla i odwrotnie. Wszystkie zespoty badawcze, zajmujac sie¢ wptywem Zrodta
wegla jednoczes$nie analizowaty wptyw rodzaju i stezenia zrédia azotu na biosynte-
ze kwasu mewinolinowego (3,12). Jednak ze wzgledu na to, ze w przypadku Zrédet
azotu wybor odpowiedniego sktadnika jest znacznie szerszy, stwarza to bardziej
skomplikowana sytuacje przy optymalizacji procesu. Co wiecej, znacznie trudniej-
sze jest okres$lenie dokladnego sktadu chemicznego zastosowanej substancji, szcze-
g6lnie w przypadku ztozonych Zrodet azotu. W literaturze mozna znalez¢ tak roz-
norodne zfozone Zrédfa azotu, jak maka sojowa, pasta pomidorowa, pepton kaze-
inowy, maka owsiana, namok kukurydziany, odttuszczone mleko, ekstrakt drozdzo-
wy, czy glutaminian sodu.

Analizujgc jednoczesny wplyw zrodia wegla i azotu na biosynteze kwasu mewi-
nolinowego, mozna stwierdzi¢, ze duza zawarto$¢ wegla i deficyt azotu w podiozu
sg optymalnym uktadem dla wzrostu grzybni w biosyntezie kwasu mewinolinowego
przez Aspergillus terreus. Casas Lopez i wsp. uwazajg, ze stosunek C/N w podtozu po-
winien przekracza¢ 40 (3).

W badaniach wtasnych autoréw potwierdzono tylko czeSciowo dotychczasowe
dane literaturowe. Na rysunku 2 przedstawione zostaly krzywe kinetyczne biosynte-
zy kwasu mewinolinowego uzyskane przy zastosowaniu réznych zrodet azotu.

Na podstawie wynikow przedstawionych na wykresie (rys. 2) mozna stwierdzi¢,
ze raczej rodzaj Zrodta azotu niz stosunek C/N ma istotniejszy wplyw na biosynteze
kwasu mewinolinowego. Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku zastosowania peptonu
kazeinowego nie stwierdzono znaczacych ilo$ci pozadanego metabolitu w podiozu,
pomimo bardzo wysokiego stosunku C/N réwnego 73. Natomiast ekstrakt droz-
dzowy (C/N = 31) zastosowany jako Zrédlo azotu pozwolitl na uzyskanie najwyz-
szych stezen kwasu mewinolinowego.

W celu potwierdzenia wptywu stezenia zZrédfa azotu na biosynteze kwasu mewi-
nolinowego przeprowadzono eksperyment na podiozu zawierajacym laktoze jako
zrodia wegla i ekstrakt drozdzowy jako zZrodia azotu. Na rysunku 3 przedstawiono
wyniki dwoch kinetycznych eksperymentéw. Dwukrotne podwyzszenie stosunku
C/N spowodowato znaczacy, okoto dwukrotny wzrost stezenia kwasu mewinolino-
wego w podiozu. Co wiecej, kwas mewinolinowy zaczatl pojawiac sie znacznie szyb-
ciej juz we wczesnej trofofazie, okofo 20. godziny hodowli. Na rysunku 4 przedsta-
wione sg wyniki innej serii eksperymentéw prowadzonych w jeszcze szerszym za-
kresie stezen ekstraktu drozdzowego. Zalezno$¢, ze im mniej azotu, tym wiecej
kwasu mewinolinowego, zostala tu wyraznie potwierdzona. Niestety przy obnizo-
nym stezeniu zrédla azotu pojawia sie w podtozu w znacznych iloSciach nierozpo-
znany produkt uboczny, co jest widoczne na chromatogramie (rys. 5).
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Rys. 2. Wplyw rodzaju zrédla azotu na biosynteze kwasu mewinolinowego. Zrédiem wegla byta glu-

koza (45 g I''), pozostate skiadniki podioza wg (2).
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Rys. 3. Wptyw deficytu zrodta azotu (ekstrakt drozdzowy) na biosynteze kwasu mewinolinowego;

zrédio wegla laktoza, 20 g I, pozostale sktadniki (3).
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Rys. 4. Wplyw stezenia Zrodla azotu (ekstraktu drozdzowego) na stezenie kwasu mewinolinowego
w 168 h eksperymentu; zrodlo wegla laktoza 20 g I'!, pozostate sktadniki (3).
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Rys. 5. Wplyw stezenia zrédla azotu (ekstraktu drozdzowego) na powstawanie produktéw ubocz-
nych biosyntezy kwasu mewinolinowego; stezenie laktozy 20 g I'!, pozostate skfadniki wg (3).
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3.1.2. Sktad podloia a sktad pierwiastkowy uzyskanej biomasy

Do tej pory nie zostat zbadany wptyw rodzaju zrodia wegla i azotu na sktad pier-
wiastkowy biomasy grzybni Aspergillus terreus. W tabeli przedstawione zostaty wyni-
ki analizy pierwiastkowej biomasy. Sktad pierwiastkowy biomasy okreslono jako
srednig z prob pobranych w idiofazie (miedzy 120. a 200. godzing procesu).

Tabela
Wplyw rodzaju irédia wegla i azotu na sklad pierwiastkowy biomasy Aspergillus terreus

Zrodio wegla Zrédio azotu Sklad pierwiastkowy Maksymalne Stezen(lren:‘;v-?)su meninolinoneso
glukoza (45 g 1) glutaminian sodu CHy 774 00,725 No,o761 S0,0016 3,357
(0,935 g N 1)
glukoza (45 g I'1) pepton kazeinowy CH} 796 00,758 No,0s75 So,0022 <1
(0,610 g N I'1)
glukoza (45 g I'1) ekstrakt drozdzowy | CHj 756 09772 No 112 So,0021 11,684
(1,43 g N I')
laktoza (20 g I'1) ekstrakt drozdzowy | CH, g2 0763 No 107 So,0018 35,073
(0,701 g N I')

Analizujgc dane w tabeli, mozna przyjac, ze generalnie sktad pierwiastkowy bio-
masy nieznacznie zalezy od sktadu podtoza, z wyjatkiem zawartosci azotu. Wydaje
sie, ze zalezy ona od rodzaju uzytego zrodla azotu. Potwierdza sie zatem, ze rodzaj
zrodta azotu odgrywajg istotng role w procesie biosyntezy kwasu mewinolinowego
przez Aspergillus terreus, aczkolwiek trudno tu poszukiwac bezposredniej zalezno-
$ci. Wieksza zawarto$¢ azotu w biomasie wcale nie musi sie korelowac z lepszg wy-
dajnoscig biosyntezy kwasu mewinolinowego, co jest widoczne przy poréwnaniu
obu proceséw prowadzonych na ekstrakcie drozdzowym jako zrédle azotu.

3.1.3. Wplyw stezenia substancji §ladowych i witamin

Do tej pory w literaturze brakuje jakichkolwiek szczegétowych danych na temat
kompozycji roztworu pierwiastkéw $ladowych i jej zwigzku z biosyntezg kwasu me-
winolinowego. Wiekszos$¢ autoréw stosuje kompozycje podang przez Monaghana
i wsp. (4) z niewielkimi modyfikacjami.

Szlak biochemiczny syntezy kwasu mewinolinowego wskazuje, ze w komorkach
Aspergillus terreus pojawia sie wyjatkowo duze zapotrzebowanie na zredukowane
nukleotydy nikotynoamidoadeninowe (10,11). Stad autorzy tej pracy postawili hipo-
teze, ze dodatek prekursorow tychze nukleotydow, a szczegélnie nikotynamidu (wi-
taminy PP) moze wplyna¢ na biosynteze kwasu mewinolinowego.
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Rys. 6. Wplyw dodatku kompleksu witamin B na biosynteze kwasu mewinolinowego. Linig przery-
wang i otwartymi symbolami zaznaczono krzywe w uktadzie, gdy do podioza z laktozg (3) i ekstraktem
drozdzowym przy deficycie azotu (C/N = 52) dodano (na litr podioza) 5,31 mg nikotynamidu, 0,04 mg
tiaminy, oraz po 0,664 mg ryboflawiny, pirydoksyny i pantotenianu sodu, za$ linia ciagia i pefnymi sym-
bolami ukfad bez dodatku witamin z grupy B.

Dlatego przeprowadzone zostaly eksperymenty z podlozem wzbogaconym
w kompleks witamin B. Uzyskane wyniki okazaly sie zachecajgce. Zaobserwowano
wzrost koncowego stezenia kwasu mewinolinowego o okofo 20%. Interesujgce oka-
zato sie, ze dodatek witamin z grupy B nie wptynat na szybko$¢ zuzywania substra-
tow ani na wzrost biomasy.

Przyktadowy przebieg krzywych kinetycznych przedstawiono na rysunku 6.

3.1.5. Morfologia grzybni a biosynteza kwasu mewinolinowego

Zalezno$¢ pomiedzy biosyntezg metabolitéw wtérnych a morfologia grzybni
zostata udowodniona i szczeg6towo opisana na przyktadzie biosyntezy penicyliny
przez Penicillium chrysogenum (13). Stad pojawia sie przypuszczenie, ze podobna
sytuacja moze nastapi¢ przy biosyntezie kwasu mewinolinowego. W literaturze
przedmiotu znajduja sie tylko nieliczne dane na ten temat (12,14) i dotycza one
gtownie wptywu wybranego czynnika srodowiska na postac speletyzowanej grzyb-
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Rys. 7. Kinetyka kietkowania spor i aglomeracji peletek na réznych podtozach (15).

ni. Nie podjeto zadnej analizy ani iloSciowej, ani kinetycznej, ani tez morfologii
strzepek.

W pierwszej, wstepnej fazie tej czesci badan zaproponowano prosty model nie-
strukturalny opisujacy kinetyke kietkowania spor oraz aglomeracji strzepek az do
utworzenia makroskopowych peletek (15). Model ten zaktada wyktadniczy wzrost
wielkosci peletki w czasie hodowli w podtozu inokulacyjnym, a nastepnie wyhamo-
wanie tego wzrostu ze wzgledu na inhibicje wielkos$cia peletki. Inhibicja ta wynika
z limitacji dostepu substratu do calej grzybni. W przeprowadzonych badaniach wy-
korzystano cyfrowg analize obrazu, mierzac srednie pole powierzchni rzutu peletki.

Zmiany wielko$ci peletek w czasie wraz z warto$ciami wyznaczonych maksymal-
nych wtasciwych szybkosci ich wzrostu przedstawiono na rysunku 7.

Sktad podtoza miat znaczacy wplyw na szybko$¢ wzrostu grzybni Aspergillus terreus
w jej poczatkowych stadiach rozwoju. Najwolniejszy wzrost peletek obserwowano
na podtozu z glutaminianem sodu jako Zrédiem azotu, najszybszy za$ na podiozu
z peptonem. Niestety trudno bylo znalez¢ zalezno$¢ miedzy wtasciwg szybkoScig
wzrostu peletek i biosyntezg kwasu mewinolinowego. Z jednej strony na podtozu
zawierajgcym pepton stezenie kwasu mewinolinowego wynosito ponizej 1 mg I'1,
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cho¢ biomasa bardzo szybko rosta, a z drugiej najlepsza wydajnos$¢ pozadanego me-
tabolitu na poziomie 35,073 mg I'! uzyskano, gdy peletki rosly z posrednig szybkos-
cig 0,907 h'l. Analizujac dane mozna stwierdzi¢, ze jednak inne czynniki odgrywaja
wazniejszg role z punktu widzenia biosyntezy kwasu mewinolinowego, niz szyb-
kos¢ wzrostu peletek. Mozna przypuszczaé, ze dopiero zbadanie wewnetrznej
struktury peletek pozwolitoby na znalezienie jakiego$ zwigzku miedzy morfologia
i fizjologig grzybni a biosynteza kwasu mewinolinowego.

4. Wnioski

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan mozna sformutowac nastepu-
jace wnioski:

— Biosynteza lowastatyny przez Aspergillus terreus jest $cisle uzalezniona od ro-
dzaju zastosowanego zrédta azotu. W przeprowadzonych badaniach jednoznacznie
potwierdzono przydatnos¢ ekstraktu drozdzowego.

— Deficyt Zrédta azotu (wysoki stosunek C/N) sprzyja biosyntezie lowastatyny,
niemniej jednak powstawanie produktéw ubocznych moze stanowi¢ problem w p6z-
niejszym odzysku lowastatyny z podfoza.

— Biosynteza lowastatyny rozpoczyna sie juz w trofofazie, jednak niezbednym
warunkiem do dobrej wydajnosci tego metabolitu jest zapewnienie odpowiedniego
stezenia zrodia wegla réwniez w idiofazie. Dlatego szybko metabolizowana glukoza
raczej nie jest zalecana jako substrat weglowy dla biosyntezy lowastatyny.

— Otwarta pozostaje sprawa dodatku substancji sladowych, takich jak pierwiast-
kéw §ladowych i witamin. Niemniej jednak istniejg przestanki, ze dodatek witamin
z grupy B pozytywnie wplywa na biosynteze lowastatyny.

— Rodzaj zrédta azotu wptywa na sktad pierwiastkowy biomasy, co moze mieé
posredni zwiazek z biosynteza lowastatyny.

— Badania kinetyki wzrostu grzybni za pomocg technik analizy obrazu tylko na
poziomie morfologii peletek nie pozwalaja na znalezienie zwigzku pomiedzy forma
morfologiczna grzybni a biosynteza kwasu mewinolinowego. Jednakze niewyklu-
czone jest, ze zbadanie wewnetrznej struktury peletek pozwoli na okreslenie takiej
zaleznoSci.

Praca ta byta czesciowo sfinansowana ze srodkéw budzetowych na nauke w latach 2005-2007 jako
projekt badawczy nr 3 TO9C 013 28.
Autorzy dziekujg pani mgr Ewie Stelmach za wykonanie analizy pierwiastkowej biomasy.
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