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The efect of acid and osmotic stress onmetabolite production by microorganisms

Abstract: The efficiency of the overall biotechnological processes is strongly dependent on the interaction between the microbial biocatalyst
and the stressful environment. Microorganisms have evolved to survive constant fluctuation in their external surroundings by special
adaptation systems, including the reorganization of genomic expression by activation of transcriptional factors under stress conditions
and the production of suitable metabolites. There is some evidence that more active microbial cells may be obtained by using abiotic
stresses, such as osmotic and acidic stress, before or during the process. Also, changes in the conditions of stress application, for example
its duration or simultaneous increase in temperature, may improve the yield, probably as a result of changes in the metabolic pathway
of the microorganisms used. In this review, we have summarized the most important information from available literature on the effect

of acid and osmotic stress on the production of useful metabolites by microorganisms.
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1. Wstep

Reakcje komorek na nagle zmiany w $rodowisku
i mechanizmy ochrony ich przed uszkodzeniami powo-
dowanymi przez warunki stresowe, przezywaja praw-
dziwy rozkwit zainteresowania. Pojawia si¢ coraz wiecej
doniesien naukowych poswieconych tym zjawiskom.
Wzrost zainteresowania zwigzany jest z poglebieniem
wiedzy na temat wplywu stresu na metabolizm drob-
noustrojow wykorzystywanych w wielu gateziach prze-
mystu, miedzy innymi: w przemysle fermentacyjnym,
mleczarskim, farmaceutycznym, biotechnologicznym,
chemicznym, tekstylnym i wielu innych. W przypadku
organizméw jednokomorkowych warunki stresowe
moga by¢ okreslane jako czynniki $rodowiska, ktdre
powoduja hamowanie tempa wzrostu drobnoustrojow
(30, 52, 66].

Odpowiedz organizmu na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska zewnetrznego jest zfozona i wymaga sko-
ordynowanych mechanizmoéw percepcji, przekazywania
oraz amplifikacji sygnatu. Prowadzi to do zahamowa-
nia, badz stymulacji ekspresji odpowiednich gendw,
zmian metabolizmu komdérkowego oraz innych aspek-
tow fizjologii. Drobnoustroje posiadajg wiele mechaniz-
moéw umozliwiajacych przetrwanie w warunkach stre-
sow srodowiskowych [22]. Sa one zalezne od rodzaju

organizmu, na ktory stres oddzialuje, rodzaju dziata-
jacego stresu, od jego intensywnosci, a takze od tego
czy dany stres wystepuje pojedynczo, czy synergistycz-
nie z innym czynnikiem stresowym. Czesto wystepuje
stres wieloczynnikowy, w ktérym nakladajg si¢ na sie-
bie stresy jednoczynnikowe, mogace mie¢ negatywny
wplyw na warunki fermentacji np. podczas produkeji
bioetanolu [30]. Znaczacg role w odpowiedzi bakterii
na stresy sSrodowiskowe odgrywaja system SOS, reakcja
chemotaksyjna i odpowiedz $cista (stringent responce),
polegajaca na adaptacyjnej reakcji organizmu na zmiany
w dostepie pozywienia (np. gtéd aminokwasowy) i inne
stresy srodowiskowe [18, 50].

W ochrone komoérek przed dzialaniem streséw $ro-
dowiskowych zaangazowany jest mechanizm gene-
tyczny. U drozdzy okreslono ok. 499 genéw CER (com-
mon enviromental response) - 216 indukowanych
i 283 represjonowanych. Grupa genéw indukowanych
stresem dotyczy: metabolizmu weglowodandw, gene-
rowania energii, metabolizmu kwasow tluszczowych,
faldowania i degradacji bialek a takze stresu komorko-
wego (biatka szoku cieplnego, detoksyfikacja reaktyw-
nych form tlenu, naprawa uszkodzen DNA), podczas
gdy geny represjonowane stresem powigzane sg z pro-
cesami wzrostu, metabolizmem RNA, metabolizmem
nukleotydéw i biatkami rybosomalnymi [30, 42].

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Przemystowej, Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii, Uniwersytet M. Curie-Skto-
dowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin; tel. 81 5375933; e-mail: janek@poczta.umes.lublin.pl
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Potencjalne korzysci wynikajace ze wspdlnej natury
mechanizméw odpowiedzialnych za adaptacje komorki
do réznorodnych zmian zachodzacych w otoczeniu (np.
ekspozycja komoérki na warunki podwyzszonego cisnie-
nia osmotycznego) moze przygotowac ja rowniez do
przetrwania w warunkach podwyzszonej temperatury
i odwrotnie. Wiele danych wskazuje, ze mechanizm
ten ma o wiele szerszy wymiar praktyczny, a tego typu
zabieg adaptacyjny moze pozwoli¢ na zabezpieczenie
komorki przed szerokim spektrum warunkoéw streso-
wych [1, 48, 60]. Znajomos¢ mechanizméw adaptacyj-
nych do okreslonych streséw moze zminimalizowac¢
ich negatywne skutki, przez co zwiekszy¢ wydajnos¢
okreslonych metabolitow. Ponadto poznanie genéw ule-
gajacych aktywacji pod wptywem okreslonego bodzca
stresowego moze pozwoli¢ na modytfikacje genetyczne
bakterii, pod katem ich zastosowan aplikacyjnych.
Z pewnoscig wiedza dotyczaca odpowiedzi komérko-
wej na poziomie genomu pozwoli usprawni¢ selekcje
szczepow pod wzgledem cech wrazliwosci lub odpor-
nosci na dany stres. W zwigzku z tym coraz czgsciej
mowi si¢ o stosowaniu zabiegéw adaptacji stresowej
stajacej si¢ nowym, atrakcyjnym narzedziem w rekach
biotechnologéw [30].

Znajomos¢ czynnikow warunkujacych odpowiedzi
drobnoustrojow chorobotwoérczych na stres moze mie¢
znaczenie w zapobieganiu lekoopornosci. Szlaki odpo-
wiedzi komoérek na warunki stresowe moga by¢ odpo-
wiednimi celami dla interwencji terapeutycznej [52].

Wiele gatezi przemystu spozywczego wykorzystuje
dzialalnos$¢ wyselekcjonowanych drobnoustrojow. Sze-
rokie zastosowanie, zwlaszcza w produkcji zywnosci
fermentowanej, znajduja bakterie fermentacji mleko-
wej, ktdre uznaje sie za niezmiernie wazne dla zdrowia
czlowieka. Rozszerzenie zakresu badan odpowiedzi
LAB na stres pozwala przeprowadzi¢ kompleksowsa
analize wrazliwo$ci bakterii na czynniki niekorzystne,
wynikajgce z kryteriow stawianym bakteriom prze-
znaczonym do zastosowania przemystowego i pro-
biotycznego [46, 57].

Istnieje wiele badan dotyczacych wplywu stresow
abiotycznych na wydajnos$¢ metabolitow syntetyzowa-
nych przez mikroorganizmy (tab. II i III). Dotyczy to
zaréwno biosyntezy metabolitéw pierwszorzedowych,
takich jak aminokwasy [32, 67], drugorzedowych, np.
enzymy [24-27, 43, 29, 31, 49, 60], drobnoustrojowe
toksyny [19, 21, 63] i innych substancji np. karnityna
[7], erytrytol [72], kwas a-ketoglutarowy [44], kwas
poli-y-glutaminowy [68]. Czasami lepszy efekt mozna
uzyskac¢ stosujac dwa lub wiecej czynnikéw stresowych
réwnoczesnie, np. w wyniku zastosowania szoku tem-
peraturowego, osmotycznego i alkalicznego w hodowli
Bacillus licheniformis zwiekszono wydajno$¢ biosyntezy
kwasu poli-y-glutaminowego o ok. 185% [68].
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2. Stresy abiotyczne

Stresem abiotycznym nazywamy wszelkie czyn-
niki nieozywione, ktére moga powodowa¢ szkodliwe
skutki dla mikroorganizméw. Do stresu abiotycznego
mozemy zaliczy¢: stres temperaturowy (podwyzszenie
lub obnizenie temperatury), stres osmotyczny, stres
oksydacyjny, stres pH (zasadowos$¢ lub kwasowosé¢
$rodowiska), stres mechaniczny, stres ci$nieniowy, stres
pokarmowy, stres wynikajacy z akumulacji toksycznych
metabolitéw (np. stres etanolowy), stres synergistyczny
(wieloczynnikowy).

2.1. Stres kwasowy

Bardzo istotnym czynnikiem $rodowiska warun-
kujacym wzrost drobnoustrojow jest wartos¢ steze-
nia jonéw wodorowych wyrazona wartoscia pH. Nie
moze by¢ ona, ani za niska, ani za wysoka. Optymalna
warto$¢ pH do wzrostu mikroorganizméw oscyluje
wokot odezynu obojetnego. Do najbardziej opornych
drobnoustrojow na ten rodzaj stresu naleza termofilne
archeony z rodzaju Picrophilus, ktére znosza spadek
pH nawet do zera. Z kolei za najbardziej wytrzymate
z poérdd alkalofili uwaza sie bakterie Clostridium para-
doxum, ktorej gérna granica tolerownego pH wynosi
11 i alkalofilng sinice Leptolyngbya nostocorum rosnaca
nawet przy pH 13. Niezaleznie od tego, czy organizm
wystepuje w $rodowisku silnie kwasnym, czy silnie
zasadowym, pH wewnatrz jego komorki zblizone jest
do obojetnego. Utrzymanie oboje¢tnego odczynu cyto-
plazmy mozliwe jest dzigki nieprzepuszczaniu jondw
wodorowych do wnetrza komorki, a gdy istnieje taka
potrzeba, jony wodorowe sg natychmiast z niej wyda-
lane. Jony wodorowe jak i wodorotlenowe, wystepujace
w nadmiarze mogg doprowadzi¢ do wielu zaburzen
metabolicznych. Nadmiar jonéw wodorowych pro-
wadzi do zaburzen dzialania pomp protonowych, jak
cho¢by syntazy ATP, ktora jest jednym z kluczowych
enzymow dla prawidtowego funkcjonowania komorki.
Z kolei wysokie stezenie jonéw wodorotlenowych moze
skutkowa¢ zahamowaniem syntezy bialek i aktywnosci
oddechowej. Powyzsze przyklady dotycza bezposred-
niego wplywu odczynu $rodowiska na metabolizm
drobnoustrojow, ale wartos¢ pH $rodowiska moze
takze posrednio wplywac na zywotnos$¢ organizmow.
Warto$¢ pH srodowiska wplywa na stopien dysocja-
cji stabych zasad i stabych kwaséw, ktore znajduja sie
w tym $rodowisku. Forma niezdysocjowana moze
tatwiej przenika¢ do wnetrza komoérek i powodowaé
silne dziatanie toksyczne. Znajomo$¢ wptywu wartosci
pH na metabolizm i wzrost drobnoustrojow jest bardzo
wazna w wielu galeziach przemystu, a w szczegoélnosci
podczas procesu utrwalania zywnosci. Obnizenie pH
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niektdrych produktéw moze zmniejszy¢ mozliwos¢ ich
zakazenia bakteryjng mikroflorg bez znaczacych zmian
w smaku tych produktow [40].

Stres kwasowy definiuje si¢ jako faczny biologiczny
efekt niskiego pH i stabych organicznych kwaséw obec-
nych w §rodowisku. Stabe kwasy obejmuja lotne kwasy
ttuszczowe (VFAs) jak mastowy, propionowy i octowy
wytworzone w nastgpstwie fermentacji. Stabe kwasy
w formie czasteczkowej moga dyfundowac przez btone
komoérkowsg i dysocjowaé wewnatrz komorki, obni-
zajac wewnetrzng warto$¢ pH (pHi). Przy obnizeniu
zewnetrznej wartosci pH (pHo), niezdysocjowany staby
kwas bedzie dyfundowaé przez membrane (oparty na
warto$ci pKa) i wplywa¢ na pHi. To oznacza, zZe wystar-
czy mniej kwasu organicznego do zabicia komorek
przy pHo 3,5 niz przy pHo 4,4. Uwaza si¢ réwniez,
ze wewnatrzkomoérkowe nagromadzenie si¢ stabych
kwasow, oprocz zakwaszania, ma takze negatywny
wplyw na komorki [4].

W procesie fermentacji przy uzyciu drozdzy cze-
sto ustalana warto$¢ pH rézni si¢ od optymalnego dla
wzrostu organizmu gospodarza. Wynika to z faktu
wigkszej ich stabilnosci i produktywnosci [58], albo
zmniejszonej proteolizy [12]. Proces fermentacji przy
niskich wartosciach pH czesto jest stosowany przy pro-
dukgji biatek rekombinowanych. Shi i wsp. [58] okreslili
optimum pH dla biosyntezy przeciwcial w zakresie pH
7,5-8,0, ktory nie jest skorelowany z inhibicja prote-
azy ani z optimum wzrostu. W przeciwienstwie do tego
kilku autoréw stwierdzilo znaczacg poprawe sekrecji
produktu w pH ok. 3,0, ktéra wynikala z zahamowa-
nia aktywnosci proteaz komoérek gospodarza [15, 16,
36]. Efekt ten ma znaczenie jedynie w przypadku, gdy
produkt jest wrazliwy na rozklad w wyniku hydrolizy.
Dla produkeji heterologicznych bialek przy uzyciu
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drozdzy Pichia pastoris wielu badaczy sugeruje uzycie
niskich wartosci pH (okoto 3,0) [12, 16, 36]. W typo-
wych hodowlach z zasilaniem pozywki, drozdze row-
nie dobrze rosng w pH okoto 5,0. Jednakze, Hohen-
blum i inni [34] wykazali, ze przezywalno$¢ komorek
zmniejsza si¢ drastycznie z chwilg, gdy wartos¢ pH
pozywki spada do pH 3,0 i wzrasta w dalszym etapie
podczas przedluzajacej si¢ fermentacji, zaleznie od
czasu trwania stresu kwasowego. W tych warunkach
obserwowano zmniejszong produktywno$¢ i wydaj-
no$¢ biatka rekombinowanego, jako efekt znacznego
i stalego przyrostu nieaktywnej metabolicznie biomasy.
Z tego wynika, Ze optymalna warto$¢ pH jest zalezna
od rodzaju wytwarzanego metabolitu, warunkujac
zardwno proces biosyntezy jak tez jego stabilno$c,
czesto zalezng od proteolitycznej hydrolizy produktu.
Jednakze, proba zapobiezenia proteolizie przy niskich
wartos$ciach pH jest kontrowersyjna, z uwagi na fakt
zwigkszonej §mierci komdrek w srodowisku kwasnym
i w konsekwencji wzrostu w plynie pohodowlanym
uwolnionych proteaz w wyniku lizy komoérek. Interesu-
jace podejscie dla unikniecia tego problemu proponuja
Branduardi i wsp. [6], ktére polega na uzyciu toleran-
cyjnych na stres kwasowy drozdzy Zygosaccharomyces
bailii posiadajacych system ekspresji bialek aktywny
przy niskich wartosciach pH.

Drozdze wyksztalcily rozne strategie umozliwiajace
im tolerancje stresu kwasowego [38, 39 51] (tab.I).
Podczas gdy wiedza o molekularnym mechanizmie
opornosci na stres kwasowy (tolerancja pH) pozostaje
fragmentaryczna, to jest oczywiste, ze niektdre gatunki
drozdzy, jak te z rodzaju Zygosaccharomyces sg bar-
dziej tolerancyjne od innych [61]. Causton i wsp. [8]
zidentyfikowali pie¢ genow u Saccharomyces cerevisiae,
ktore sa specyficznie regulowane zaleznie od pH. Gen

Tabela I
Wplyw warunkéw stresowych na odpowiedz metaboliczng drobnoustrojow
Rodzaj stresu Czynnik wywolujacy stres Skutek dzialania stresu Mechanizm ochrony komoérki Literatura
Stres osmotyczny |- Podwyzszone stezenie - Zaburzenie réwnowagi |- Osmotaksja [1,11,13,
soli w srodowisku jonowej - Transport lub wyplyw jonéw 14, 30, 33,
- Wysokie stezenie cukru - Spadek turgoru komoérki |- Synteza i transport osmoprotektantéw | 35, 41, 50,
lub etanolu - Zageszczenie cytoplazmy |- Zmiana superskrecenia DNA 53, 69]
- Osmotyczna regulacja ekspresji genow
- Synteza tzw. zwigzkow zgodnych
i osmogennych, np. glicerolu
- Synteza trehalozy
- Synteza bialek Hsp
- Obkurczenie komorki, zmniejszajace
powierzchnie, na ktdrg dziata stres
Stres pH - Spadek lub wzrost - Zaburzenia dzialania - Nieprzepuszczanie jonéw wodoro- [38 - 40,
wartoéci pH poza zakres pomp protonowych wych do wnetrza komarki 51]
tolerancji mikroorganizmu |- Zahamowanie syntezy |- Usuwanie nadmiaru jonéw wodoro-
biatek i aktywnosci wych na zewnatrz komorki
oddechowej
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Tabela II
Wplyw warunkéw stresu pH (kwasowego/alkalicznego) na wydajno$¢ uzytecznych metabolitow wytwarzanych przez drobnoustroje

Mikroorganizm Czynnik stresu kwasowego Produkt Skutek dzialania stresu Literatura
P, pastoris Obnizenie pH podloza z 5,5 Rekombinowany Zahamowanie aktywno$ci proteaz [15]
do 3,0 chymotrypsynogen B komorek gospodarza i wzrost produk-
tywnosci biatka z 2,1 na 5,3 mg/L/h
P. pastoris Obnizenie pH podloza z 5,0 Biatko heterologiczne Wzrost stezenia biatka w podtozu [36]
do 4,0-3,0 CBM-CALB z 40 do 90%;
Obnizenie pH z 5.0 na 4.0 3,3-Krotny wzrost stezenia biatka
itemp. z 30 na 22°C
A. niger Inkubacja konidiéow wpH 21 3 Katalaza 1,51 1,8-krotny wzrost wydajnosci [26]
biosyntezy enzymu
C. pannorum | 1-h inkubacja grzybni w pH 2 i 10 | Werbenol i werbenon 1,41 1,5-krotny przyrost wydajnosci [64]
terpenoidéw w przeliczeniu na 1 g bio-
masy w procesie biokonwersji a-pinenu
B. licheniformis | Stres alkaliczny; pH pozywki Kwas poli-y-glutaminowy | Wyzsza o 133% wydajno$¢ produktu [68]
hodowlanej - 8,5 (23,63 g/L), w stosunku do kontroli
o pH 7; 5,4-Krotny wzrost ekspresji genu
syntetazy PgsC
Y. lipolytica 212 | Obnizenie pH z 4.5 na 3,5 Kwas a-ketoglutarowy 1,7-Krotny wzrost wydajnosci produkeji [44]
- na poczatku fazy produkeji
kwasu, miedzy 72 a 144 h
(po koncowej fazie wzrostu)

PDR12, kodujacy transporter blonowy zalezny ATP, jest
indukowany przy niskich i hamowany przy wysokich
wartosciach pH. Istniejg réznice w fizjologicznej odpo-
wiedzi drozdzy na staby stres kwasowy miedzy réznymi
gatunkami drozdzy, np. S. cerevisiae gromadzi w tych
warunkach trehaloze, co wigze si¢ faktem ich dodatko-
wej opornosci na stres osmotyczny. Tego typu zjawisko
nie wystepuje jednak u drozdzy Z. bailii [9].

Chociaz istnieje wiele danych na temat mechanizméw
regulacji w odpowiedzi na stres pH, niewiele z nich jed-
nak dotyczy wytwarzania waznych metabolitow w wa-
runkach stresu kwasowego [37] (tab.I, II). Wymierne
efekty w tym wzgledzie obserwowano w procesie bio-
syntezy enzymow. W procesie fermentacji glukonowej
przy uzyciu Aspergillus niger w warunkach stabilizacji
odczynu srodowiska hodowlanego przy uzyciu weglanu
wapnia na poziomie pH 5-6,5 fermentacja przebiega
w kierunku wytwarzania kwasu glukonowego z uwagi na
stabilno$¢ oksydazy glukozowej przy tych wartosciach
pH. Brak neutralizacji podioza powoduje wzrost jego
kwasowosci, ktéra moze osiaggna¢ poziom ok. pH=2,0,
co jest przyczyna inaktywacji oksydazy glukozowej [3,
27, 31]. Czesto stosowane podloza do biosyntezy tego
enzymu sg stabo zbuforowane. W podlozu o koncowej
wartosci pH 5,7, aktywnos¢ oksydazy glukozowej byla
18-krotnie wyzsza w poréwnaniu z jej warto$cia w pH
3,7 [27]. Niska warto$¢ pH podtoza powoduje zahamo-
wanie wytwarzania kwasu glukonowego i zwigkszenie
wydajnosci kwasu cytrynowego [23].

W podobnych badaniach konidia A. niger AM-11
inkubowano w warunkach stresu kwasowego (pH 21 3,

oraz pH7 i 8 w ciagu 12 godzin). Najwyzsza aktyw-
no$¢ katalazy uzyskano w hodowli tego grzyba,
ktorego konidia poddano stresowi kwasowemu w pH 2
i 3, co umozliwito uzyskanie przyrostu aktywnosci
tego enzymu odpowiednio, 1,8 i 1,5-krotnie w poréw-
naniu z hodowla kontrolng bez czynnika stresowego
[26]. W tych warunkach przyczyng wzrostu aktyw-
nosci katalazy prawdopodobnie byl nieznaczny spadek
wewnatrzkomoérkowego pH, ktéry pociagal za soba
aktywacje cyklazy adenylowej i w konsekwencji wzrost
poziomu cAMP [20].

Yanez i wsp. [71] wykazali zahamowanie rozwoju
Lactobacillus rhamnosus i produkeji mleczanu przez
komorki poddane stresowi kwasowemu [71]. Obnize-
nie wydajnoséci mleczanu w wyniku toksycznego stresu
kwasowego jest wynikiem spadku zywotnosci ko-
morek, a nie posrednim efektem wptywu na metabo-
lizmu mleczanu [71].

Aktywniejsza forme biokatalizatora w postaci
grzybni Chrysosporium pannorum dla procesu biotrans-
formacji a-pinenu uzyskano przez poddanie jej dziata-
niu stresu kwasowego. W tym celu trzydniowa hodowle
tego grzyba inkubowano w $rodowisku o pH 2,01 10,0
w ciagu 1 godziny. Wykorzystanie takiej grzybni w pro-
cesie biotransformacji umozliwilo znaczacy przyrost
wydajnosci gléwnych produktéw. Po stresie w pH 2,0
i pH10,0 aktywnos¢ grzybni C.pannorum wzrosta
odpowiednio 1,4 oraz 1,5-krotnie, w poréwnaniu do
grzybni kontrolnej (pH 5,6) nie poddanej stresowi.
Podobna wydajnos$¢ (1,5-krotny przyrost w przelicze-
niu na 1 g biomasy) otrzymano dla gléwnych produk-
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tow biotransformaciji tj. trans-werbenolu i werbenonu.
Na uwage zastuguje fakt, ze stresy abiotyczne moga
zwigkszy¢ zarowno wydajno$¢ powstajacych produktow
biotransformacji, jak tez stwarzaja mozliwos¢ otrzymy-
wania nowych. Moze §wiadczy¢ o tym fakt znacznego
wzrostu koncentracji trans-pinokarweolu osiagniety
z wykorzystaniem jednego z rozpuszczalnikéw orga-
nicznych np. dioksanu, etanolu lub chloroformu jako
czynnika stresowego, ktéremu towarzyszyl réwnocze-
sny spadek stezenia gléwnych produktow reakcji [64].

Singh i wsp., [59] badajac wplyw zmian w kwaso-
wosci $rodowiska na drozdze S. cerevisiae stwierdzili
wzrost stopnia nasycenia kwasow ttuszczowych we frak-
cji fosfolipidowej, ktéry spowodowal obnizenie ptyn-
nosci dwuwarstwy lipidowej. Turk i wsp. [65] sugeruja,
ze zahamowanie szybkosci podzialu komarek Debary-
omyces hansenii moze by¢ efektem zwiekszenia sztyw-
nosci blony komoérkowej. Autorzy wykazali, ze podczas
adaptacji drozdzy do zmian kwasowosci srodowiska
w czasie ich inkubacji w pH alkalicznym lub kwaso-
wym, wydtuzal sie czas generacji komoérek. Jednakze
znacznie wiekszy skutek wystepowal w warunkach
stresu kwasowego [65].

2.2. Stres osmotyczny

Drobnoustroje w réznym stopniu adoptowaly si¢ do
zmian $rodowiska osmotycznego. Maksymalne, tolero-
wane przez wiekszos$¢ bakterii stezenie NaCl w §rodo-
wisku wynosi ok. 0.7 M. Wyzsze stezenia tolerujg tylko
gatunki halofilne.

Stres osmotyczny moze by¢ generowany przez:

a) cukry - szczegdlnie wtedy, gdy mamy do czynie-
nia z duza gestoscia zacieru. VHG (very high gra-
vity) to technologia, w ktorej stosuje si¢ zaciery
zawierajace nawet do 40% suchej substancji;

b) etanol - gdy stezenie cukrow utrzymywane jest
na niskim poziomie etanol jest gtéwnym czynni-
kiem generujacym stres osmotyczny w zacierze.
Silniej zwigksza ci$nienie osmotyczne od cukrow,
poniewaz ma mniejszg mase czasteczkows;

¢) sole mineralne — akumulowane sole mineralne
w wyniku recyrkulacji frakeji cieklej w zacierach
stanowia powazne zagrozenie dla komoérek droz-
dzowych [30].

Drobnoustroje, aby mogly rosna¢, musza by¢ spel-
nione dwa warunki. Po pierwsze musi by¢ zapewniony
turgor w komorce, po drugie, cytoplazma (jej gestos¢
i sklad jonoéw) musi stwarza¢ okreslone mikrosrodo-
wisko, pozwalajace na stabilizacje aktywnosci bialek
- w tym enzymow. Stres osmotyczny s3 to warunki,
w ktérych nastepuje zwigkszenie lub zmniejszenie
ci$nienia osmotycznego w $rodowisku w stosunku do
tizjologicznego ci$nienia komorki. Wywoluje on wiele
réznych odpowiedzi komoérki, miedzy innymi:

199

« osmotaksje — bakterie na zmiany osmotyczne $ro-
dowiska reagujg ruchem. Wzrost osmolarnosci
podtoza oraz podwyzszona temperatura powoduja
odwracalne zahamowania syntezy flagelin;

o transport lub wyplyw jondw;

« transport osmoprotektantow;

« zmiang superskrecenia DNA;

« osmotyczng regulacje ekspresji genow.

Mechanizmy odpowiedzi bakterii na dzialanie stresu
osmotycznego przedstawiono w pracach przeglado-
wych: [35, 411 50] (tab. I).

Dzialanie stresu hyperosmotycznego powoduje aku-
mulowanie jonéw potasu, ktore zapewniaja odpowied-
nie ci$nienie turgoru. Stezenie K* we wnetrzu komérek
jest proporcjonalne do osmolarnosci srodowiska.
Aktywno$¢ osmotyczna jonéw Kt jest bardzo duza,
poréwnywalna z aktywnoscig K+ w wolnym roztwo-
rze. Dotyczy to tylko jondéw potasu, ktdre sg zwigzane
z niskoczasteczkowymi anionami. Jony potasu zwigzane
z biatkami albo DNA cechuja sie stabg aktywnoscig.
Poziom K* w komérkach Escherichia coli utrzymy-
wany jest dzieki dwom systemom transportu: trk oraz
kdp. System trk cechuje umiarkowane powinowactwo
do K*, natomiast system kdp posiada duze powino-
wactwo i dziala tylko wtedy, gdy system trk nie jest
w stanie zapewni¢ komodrce odpowiedniego stezenia
jonéw potasowych. ATP-zalezny system trk odgrywa
szczegolnag role w przeciwdzialaniu skutkom stresu
osmotycznego [35].

W badaniach drozdzy S. cerevisiae wykazano, ze
nadekspresja genu HAL1 zwigksza tolerancje na NaCl
poprzez wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jondw
potasu i zmniejszenie wewnatrzkomoérkowego stezenia
jonow sodu [55]. Odpowiedz drozdzy na stres osmo-
tyczny jest $cisle zalezna od temperatury wzrostu.
W warunkach szoku cieplnego, czas aktywacji szlaku
HOG (high osmolarity glicerol), aktywowanego w stre-
sie hiperosmotycznym, jest krotki. Konsekwentnie,
w podwyzszonej temperaturze, w stresie hiperosmo-
tycznym, drozdze akumulujg znacznie mniej glice-
rolu. Stwierdzono ponadto dodatkowe funkcje glice-
rolu w adaptacji drozdzy na stres osmotyczny. Zmiany
w jego stezeniu moga warunkowac aktywacje szlakow
przekazywania sygnaléw komodrkowych w warunkach
stresowych. Istnieje zalezno$¢ migdzy metabolizmem
glicerolu w komorece, a prawidlowym funkcjonowaniem
$ciany komorkowej drozdzy [2, 70].

Drobnoustroje syntetyzuja réwniez tzw. zwiazki
zgodne - niektore z nich sg akumulowane w procesie
adaptacji do stresu osmotycznego, jaki wywiera $ro-
dowisko. Nie powoduja znacznej zmiany w szybkosci
wzrostu bakterii, naleza do nich: jony potasu, gluta-
minian, y-aminomaslan i trehaloza. Trehaloza uwal-
niana podczas stresu osmotycznego akumulowana
jest w cytoplazmie i ma za zadanie ochron¢ komodrek
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przed jego zgubnym wplywem. W warunkach stresu
zewnetrzna trehaloza moze stanowi¢ dodatkowe zro-
dlo wegla dla bakterii E. coli. Jest ona rozkladana przez
trehalaze do glukozy, ktdra jest nastepnie transporto-
wana do komorki bakteryjnej. Trehalaza moze takze
indukowa¢ wiasny system transportu. Trehaloza w tym
wypadku pelni funkcje osmoprotektanta. Zwigzki
zgodne, ktdre moga stymulowaé wzrost nazywamy
osmoprotektantami, naleza do nich prolina, betaina
glicynowa oraz cholina [14, 35].

Stres osmotyczny moze zmienia¢ stopien superskre-
cenia DNA, ktéry wplywa na transkrypcje wielu gendw.
Czynnikiem majacym wplyw na superskrecenie DNA
moze by¢ nagla zmiana stosunku ATP do ADP [35].
Ilo$¢ dostepnej wody w $rodowisku mikroorganizmow
wplywa na wzrost, oddychanie, syntez¢ enzymu, spo-
rulacje i inne fizjologiczne funkcje [63]. Odpowiedzi
komorek na $rodowiska o zmniejszonej aktywnosci
wody (a,) zostal opisany w pracach wielu autoréw [11,
13, 14, 33, 35, 41, 53, 69].

Zmiany energetyczne w komorce sg bardzo wazne
i wplywaja na wiele proceséw metabolicznych. Komorki
drozdzy S. cerevisiae traktowano 0,7 M NaCl. W tych
warunkach ponad 150 bialek wykazalo przejsciowe
zmiany w modelu ekspresji. Sposrod tej znacznej liczby
bialek, 18 wykazalo 8-krotny wzrost tempa syntezy. Jed-
nym z nich bylo biatko Hsp104p. Badania te sugeruja,
ze w wyniku dzialania stresu osmotycznego naste-
puje wzmozona synteza bialek szoku cieplnego — Hsp.
Swiadczy to o prawdopodobnym powigzaniu szlakéw
odpowiedzi komorek na oba rodzaje stresow. Niektore
z tych biatek majg za zadanie np. usztywnia¢ $ciane
komoérkows [1]. Istnienie relacji pomiedzy obydwoma
rodzajami streséw potwierdzaja réwniez inne badania.
W doswiadczeniach japonskich naukowcoéw wykorzy-
stano nowa metode skriningu szczepéw produkujacych
duze ilosci glicerolu, w tym celu poddawano drozdze
szokowi cieplnemu. W ten sposdb otrzymano mutanty
produkujace duzo wigksze ilosci glicerolu niz komorki
rodzicielskie [48]. Drozdze oprdcz zageszczenia cyto-
plazmy syntetyzuja zwigzki osmogenne np. glicerol,
ktérego zadaniem jest zwiekszenie turgoru komorki.
Wykazano, ze stezenie glicerolu i trehalozy w komor-
kach jest najwyzsze w 0,75 M NaCl i temperaturze 44°C
[30]. Strategie gromadzenia glicerolu w odpowiedzi
na szok osmotyczny réznig si¢ w znacznym stopniu
od gatunku drozdzy. Najwazniejsza droga akumulacji
glicerolu przez S. cerevisiae w warunkach stresu osmo-
tycznego jest wzrost tempa jego produkgji. Za stymula-
cje syntezy glicerolu podczas stresu osmotycznego jest
odpowiedzialny szlak HOG [48]. Komdrki inkubowane
w pozywce zawierajacej 0,7 M NaCl przez 40 min.
produkowaly trzy razy wiecej glicerolu, w poréwna-
niu z komérkami pozbawionymi oddziatywania szoku
osmotycznego. Kluczowym enzymem biorgcym udzial
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w tworzeniu glicerolu jest NAD-zalezna dehydrogenaza
3-fosfoglicerolu (ctGPD). Aktywno$¢ tego enzymu
wzrasta ok. 6-krotnie w warunkach inkubowania
komorek w 0,7 M NaCl przez 60 min. [45].

Nasilenie stresu osmotycznego zalezy réwniez od ro-
dzaju substancji osmoaktywnej. Hiszpanscy naukowcy
poréwnali tolerancje drozdzy Candida tropicalis i S. cere-
visige na szok osmotyczny wywolany przez Na*i Li*.
C. tropicalis wykazaly lepsza do nich adaptacje i utrzy-
mywaly wyzszy wewnatrzkomoérkowy stosunek jonow
K+ do Na+ i Li+ niz S. cerevisiae, w podlozu z glukoza.
Jednakze C. tropicalis charakteryzowaly sie stabsza ada-
ptacja na stres osmotyczny (wywotany przez KCl i sor-
bitol) i wytwarzaly mniejsza ilo$¢ glicerolu w porow-
naniu do S. cerevisiae. W podlozach z galaktoza, ktora
nie powoduje represji jako zroédlo wegla, S. cerevisiae
syntetyzowaly obnizong zawarto$¢ glicerolu i wykazaty
zwigkszong wrazliwos$¢ na stres osmotyczny. W tych
warunkach drozdze te wykorzystywaly trehaloze jako
istotniejszy czynnik osmoregulacyjny (osmolit) niz gli-
cerol. Wyniki tych badan sugeruja, ze tolerancja droz-
dzy na szok osmotyczny i toksyczno$¢ jondw oraz zwia-
zana z nimi synteza osmolitow i transport kationow
modulowane sg przez kontrole kataboliczng wywotang
przez glukoze [28].

Stres osmotyczny nie musi by¢ kojarzony tylko
z ujemnymi skutkami. Okazuje si¢, ze moze by¢ on
przydatny do syntezy wielu uzytecznych metabolitow
(tab. III), w tym lekéw. Meksykanscy naukowcy wyko-
rzystali szok osmotyczny do ekstrakcji aminohydrolazy
penicyliny - PA (EC: 3.5.1.11) z komoérek E. coli. PA jest
uzywana do produkcji kwasu 6-aminopenicylinowego
(6-APA), waznego intermediatu w produkgji potsyn-
tetycznej penicyliny. Komorki E. coli byty wystawiane
na wysokie stezenie sacharozy, przez co nastepowatl
wzrost ci$nienia osmotycznego, nastgpnie wirowano
je i zatrzymywano dzialanie stresu osmotycznego
poprzez dodanie do wody. Stres osmotyczny indukowat
uwalnianie materiatu cytoplazmatycznego. Uwolnione
cytoplazmatyczne biatka odseparowano przez wirowa-
nie zdezintegrowanych komérek. W tych do$wiadcze-
niach stres osmotyczny zostal uzyty do czesciowego
oczyszczenia PA, ktora nastepnie zostala wykorzystana
w przemystowej produkcji 6-APA [56].

Wiele podlozy dla hodowli drobnoustrojowych ma
a_powyzej 0,90. Ocena wptywu a  na wzrost mikro-
organizmow wykazala, ze maksymalny jego poziom
i nadprodukcja metabolitéw czgsto obserwowano przy
a_ w granicach od 0,9 do 1,0. Bakterie kwasu mleko-
wego wykazaty 10-krotny przyrost biosyntezy diacetylu,
kiedy obnizono a do poziomu 0,95 [62]. W fermenta-
cji etanolowej prowadzonej przy uzyciu S. cerevisiae,
zuzycie substratu i biosynteza glicerolu sa wyzsze przy
a_ 0,971 niz przy 0,994. Obnizenie a  ponizej 0,990,
zazwyczaj zmniejsza tempo wzrostu i koncentracji



Wplyw warunkdw stresu osmotycznego na wydajno$¢ uzytecznych metabolitow wytwarzanych przez drobnoustroje

WPEYW STRESU KWASOWEGO I OSMOTYCZNEGO NA WYTWARZANIE METABOLITOW

Tabela III

201

Mlkr.o— Czynnik stresu osmotycznego Produkt Skutek dzialania stresu Litera-
organizm tura
E. coli Wysokie (22,1%) stezenie sacharozy | Aminohydrolaza | Indukcja wzmozonego uwalniania biatek [56]
+1,47% EDTA, odwirowanie penicyliny cytoplazmatycznych;
i przeniesienie komérek do r-ru H,0 85,6% wydajnos¢ ekstrakeji enzymu z komoérek
E. coli 10-min wytrzgsanie komorek w r-rze | Rekombinowany | Zwigkszenie uwalniania bialka peryplazmatycz- [54]
hipertonicznym (18% sacharoza) ludzki nego z 452,9x 10 (dla 2,5% sacharozy)
i nastepnie w r-rze hipotonicznym interferon-a2b do 2472,5x 10° mg/g (dla 25% sacharozy)
(zimna H,0, 4°C)
P. notatum Podwyzszone do 0,4 M stezenie NaCl | f-Galaktozydaza | 1,6-Krotny wzrost aktywnosci enzymu [25]
w podtozu hodowlanym; w stosunku do podloza bez NaCl;
1-h inkubacja wyhodowanej grzybni 1,9-Krotny wzrost sekrecji enzymu do podioza
w 0,4 M roztworze NaCl w pH 6
S. cerevisiae | 40 min inkubacja komérek Glicerol 3-Krotny wzrost biosyntezy glicerolu (48]
w pozywce z 0,7 M NaCl
A. niger Dodanie 1,2 M NaCl do 6-h hodowli | Katalaza 2,8-Krotny przyrost aktywnosci enzymu [26]
konidiéw grzyba w poréwnaniu z hodowla kontrolna bez czynnika
stresowego
A. niger Zawieszenie 72-h grzybni Oksydaza Zwiekszenie sekrecji enzymu do podloza [24]
w $rodowisku 1,2 M NaCl glukozowa i 2,1-krotny przyrost aktywnoéci w poréwnaniu
w pH 6,0 (przez 2 h) z kontrolg
E. coli Jonowy 0,6 M NaCl (1,2 Osm) oraz | B-galaktozydaza | 3,6-Krotny wzrost aktywnosci enzymu w poréw- [10]
BW25993 niejonowy — 1,2 M sacharoza, naniu z podtozem bez NaCl.
2-h stres wobec komorek w fazie 1,2-Krotny wzrost produkeji enzymu po zwigk-
wzrostu logarytmicznego szeniu osmolarnosci z 0,6 na 1,2 Osm
Yarrowia Wozrost ci$nienia osmotycznego Erytrytol 25-Krotny wzrost wydajnoéci erytrytolu oraz [72]
lipolytica 2 0,68 do 3,21 osmol/kg wraz wzrost stosunku erytrytol/mannitol (z 0,14
ze wzrostem stezenia glicerolu do 1,11) w procesie biokonwersji glicerolu;
z 5 do 20%;
Dalszy wzrost ci$nienia osmotycz- Dalszy, 10-krotny wzrost wspolczynnika wydaj-
nego do 4,92 osmol/kg w wyniku nosci erytrytol/mannitol (do 11,0);
dodatku NaCl w stezeniu 50 g/L wzrost wydajnoéci erytrytolu o 57,5%
(przy 20% stezeniu glicerolu)
E. coli Dodatek 0,5 M NaCl do 50 mM L-karnityna 1,7-Krotny wzrost wydajnoéci produkcji [7]
044 K74 buforu fosforanowego o pH=7,5, (osmoprotektant) | (z 40 na 68,5 %) karnityny w procesie biotran-
- komorki zawierajacego zawieszone spoczyn- sformacji krotonobetainy w poréwnaniu
spoczynkowe | kowe komorki i krotonobetaing jako z kontrola bez NaCl; spadek wspdlczynnika
substrat. Inkubacja w bioreaktorze dehydrogenaza/liaza izocytrynianowa z 8 do 2,5
przez 72 h w temp. 37°C i wzrost wspolczynnika fosfotransferaza/
syntetaza acetylo-CoA z 2,1 na 5,2

biomasy [47]. Dane dotyczace wplywu stresu osmo-
tycznego na synteze i sekrecje enzymow nie sg jed-
noznaczne [5, 17, 29, 43]. Szczep grzyba Penicillium
notatum hodowany w warunkach stresu osmotycznego
(0,4 M NaCl) charakteryzowal si¢ zwigkszona aktyw-
noscig B-galaktozydazy, ktora znacznie wzrosta (okoto
1,6-krotnie) wraz ze zwiekszaniem stezenia NaCl.
W tych warunkach wzrost biomasy byt hamowany.
W celu zwiekszenia sekrecji P-galaktozydazy zloka-
lizowanej w przestrzeni peryplazmatycznej, 72-godz.
grzybnie zawieszono w roztworze NaCl (0,2-1,6 M)
w $rodowisku o pH 3,0-7,0. Najwyzszg aktywnos¢
B-galaktozydazy uzyskano w srodowisku 0,4 M NaCl
w pH 6,0, co umozliwito uzyskanie 1,9-krotnego przyro-

stu aktywno$ci tego enzymu w poréwnaniu z hodowla
kontrolng bez czynnika stresowego [25]. W podobnych
badaniach konidia A. niger hodowano w warunkach
stresu osmotycznego. Najwyzsza aktywnos¢ katalazy
uzyskano po dodaniu do 6-godz. hodowli tego grzyba
1,2 M NaCl, co umozliwilo uzyskanie 2,8-krotny przy-
rost aktywnosci tego enzymu w poréwnaniu z ho-
dowla kontrolna bez czynnika stresowego. Aktywnos¢
oddechowa grzybni A. niger wykazata istotne zahamo-
wanie wraz ze wzrostem stresu osmotycznego [26].
Cheung i wsp. [10] badali, wplyw stresu osmotycznego
zaréwno jonowego i niejonowego (przy uzyciu sacha-
rozy) na wytwarzanie -galaktozydazy. Znaczacy, ponad
3,6-krotny przyrost aktywnosci enzymu w poréwnaniu
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z kontrolg uzyskali w warunkach stresu NaCl. Byt to
3-krotnie wyzszy wzrost produkeji p-galaktozydazy,
niz w przypadku stresu niejonowego. Zwigkszona bio-
synteza tego enzymu byla prawdopodobnie efektem
wzmozonej syntezy cAMP.

Zdecydowana wiekszos¢ oksydazy glukozowej wy-
twarzanej przez A. niger zwigzana jest ze strukturami
wewngtrzkomdrkowymi komorki, dlatego tez istotnym
zagadnieniem z biotechnologicznego punktu widze-
nia jest opracowanie efektywnej metody ekstrakeji
tego enzymu. W celu zwigkszenia sekrecji oksydazy
glukozowej zlokalizowanej w przestrzeni peryplazma-
tycznej, 72-godz. grzybnie zawieszano w srodowisku
NaCl (0,4-2,8 M). Najwyzszg aktywnos¢ oksydazy glu-
kozowej uzyskano w srodowisku 1,2 M NaCl w pH 6,0,
dzigki czemu uzyskano 2,1-krotny przyrost aktywnosci
tego enzymu w poréwnaniu z hodowlg kontrolng bez
czynnika stresowego [24].

3. Podsumowanie

Drobnoustroje wyksztalcily wiele mechanizméw
opornosci na stres i wszystkie te przystosowania maja
okreslone cechy wspélne. Zatem mozna przypuszczac,
ze niektdre z nich ewoluowaly z jednego mechanizmu
opornosci, ktory wraz z pojawianiem si¢ nowych czyn-
nikéw stresowych ulegal drobnym zmianom. Mozliwe,
ze z tego powodu, synteza trehalozy lub biatek Hsp jest
indukowana przez kilka réznych rodzajow stresow.
Podobna natura mechanizmoéw odpowiedzialnych za
adaptacje drobnoustrojéw do okreslonych streséw cze-
sto moze pozwoli¢ na zabezpieczenie komorki przed
szerokim spektrum warunkéw stresowych. Poznanie
mechanizméw adaptacyjnych do okreslonych stresow
moze zminimalizowa¢ ich negatywne skutki, a nawet
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia wydajnosci syntetyzo-
wanych przez drobnoustroje waznych metabolitow.
Z pewnoscig znajomo$¢ odpowiedzi komorkowej na
poziomie genomu umozliwi usprawnienie selekcji
szczepow pod wzgledem cech wrazliwosci lub odpor-
nosci na dany stres. Moze tez mie¢ znaczenie w za-
pobieganiu lekoopornosci, gdy szlaki odpowiedzi
komoérek na warunki stresowe bedg odpowiednimi
celami dla interwencji terapeutyczne;j.
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