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Proces biosyntezy lakazy w fermentorach
ró¿nej konstrukcji

Wprowadzenie

W ostatnich latach intensywnie badano oksydazy polifeno-
lowe wytwarzane przez grzyby zaliczane do klasy Basidomy-
cetes, które odpowiedzialne s¹ za biodegradacjê ligniny.
Przyk³adem tak zwanych niebieskich oksydaz katalizuj¹-
cych utlenianie wielu organicznych i nieorganicznych sub-
stratów jest para dwu fenolowa oksydaza EC 1.10.3.2. bêd¹ca
miedzioprotein¹ potocznie zwana lakaz¹ Biologiczna rola la-
kazy nie zosta³a jeszcze do koñca poznana i wydaje siê byæ
ró¿na w zale¿noœci od wytwarzaj¹cego j¹ organizmu. �ród³em
jej pozyskiwania s¹ g³ównie grzyby tak zwanej bia³ej zgnili-
zny drewna. Najbardziej znane pod wzglêdem wytwarzania
lakazy s¹ gatunki: Bjerkandera fumosa, Trametes versicolor,
Phlebia radiate i Cerrena unicolor. Grzyby te charakteryzuje
wytwarzanie kompleksu enzymatycznego, który uczestniczy
w procesie biodegradacji ligniny, bêd¹cej nie hydrolizowan¹
czêœci¹ drewna [1].

W warunkach laboratoryjnych podejmuje siê szereg prób
z wieloma organizmami w celu zwiêkszenia iloœci wytwarza-
nia lakazy. Du¿e mo¿liwoœci w tym zakresie stwarza dobór
odpowiedniej konstrukcji aparatury zapewniaj¹cej korzystne
warunki dla rozwoju aktywnej grzybni produkuj¹cej enzym
w hodowli wg³êbnej [2].

Celem niniejszej pracy by³a analiza warunków prowadze-
nia hodowli szczepu Cerrena unicolor w fermentorach ró¿nej
konstrukcji dla uzyskania najwy¿szej aktywnoœci grzybni.

Metody i materia³y

Badania biosyntezy lakazy przy udziale grzybów z gatunku
Cerrena unicolor prowadzono w hodowli wg³êbnej w zmodyfi-
kowanym pod³o¿u Lindberga Holma [3] przez okres 21 dni.
Eksperymenty wykonywane by³y w trzech ró¿nych typach
fermentorów: w fermentorze mieszad³owym Biostat ED o ob-
jêtoœci ca³kowitej 20 dm3, z mieszad³em ³opatkowym, w fer-
mentorze bezmieszad³owym z cyrkulacja wewnêtrzn¹ Biostat
ED typu air-lift o objêtoœci ca³kowitej 20 dm3, w fermentorze
dyskowym o objêtoœci ca³kowitej 10 dm3 wyposa¿onym w 12
dysków umieszczonych na poziomym wale.

Stê¿enie enzymu w p³ynie pohodowlanym oznaczano we-
d³ug metody Leonowicza [4].

Wyniki badañ

Hodowle wg³êbne szczepu C. unicolor wykaza³y intensyw-
ny wzrost grzybni w ci¹gu pierwszych 8–10 dni prowadzenia
procesu, natomiast najwy¿szy poziom wytwarzanej lakazy
uzyskiwano po 12–14 dniach. Po tym czasie nastêpowa³o ob-

ni¿enie stê¿enia lakazy, co wskazywa³oby na mo¿liwoœæ skró-
cenia czasu hodowli w przypadku tego szczepu.

W fermentorze mieszad³owym wyposa¿onym w mieszad³a
³opatkowe prowadzono hodowle C. unicolor przy ró¿nych wa-
riantach mieszania i napowietrzania. Zastosowana konstruk-
cja mieszad³a umo¿liwi³a zmniejszenie naprê¿eñ œcinaj¹cych
dla rozwijaj¹cej siê grzybni i zapewni³a dobre warunki napo-
wietrzania p³ynu hodowlanego. W badaniach zastosowano
trzy szybkoœci obrotów wa³u mieszad³a (100, 200, 300 min-1)
i dwie intensywnoœci napowietrzania (0,05; 0,1 vvm).

Dla porównania zdolnoœci wytwarzania lakazy prowadzono
badania w fermentorze bezmieszad³owym, przy ró¿nej inten-
sywnoœci napowietrzania hodowli (0,5; 1,0; 1,5 vvm).

Kolejnym aparatem uwzglêdnionym w badaniach by³ fer-
mentor dyskowy, gdzie procesy przeprowadzono przy trzech
szybkoœciach wa³u mieszad³a: 10, 20, 30 min-1oraz przy napo-
wietrzaniu 0,5 i 1,0 vvm.

Tablica 1
Biosynteza lakazy przez C. unicolor w fermentorach

ró¿nej konstrukcji

Typ fermentora
Obroty

Napowie-
trzanie
hodowli

Stê¿enie
tlenu

rozpuszczo-
nego

Szybkoœæ
tworzenia

lakazy

[min-1] [Vvm] [%] [nkat/dm3]

Mieszad³owy

Biostat ED

100
0,05 <1 142 000

0,10 <20 60 890

200
0,05 60–70 26 250

0,10 60–70 15 900

300

0,05 >70 10 250

0,10 >70 8 240

Bezmieszad³owy

Biostat ED

0,5 <20 60 000

1,0 30–40 39 000

1,5 >70 14 350

Dyskowy

(12 dysków)

10
0,5 >45 4 840

1,0 >50 3 750

20
0,5 >45 3 280

1,0 >60 1 620

30
0,5 >45 1 960

1,0 >60 980

Na postawie wykonanych badañ stwierdzono, ¿e w zale¿-
noœci od zastosowanego typu aparatu uzyskano bardzo zró¿-
nicowan¹ szybkoœæ tworzenia enzymu (Tabl. 1). Najlepszym
wariantem konstrukcyjnym dla wzrostu szczepu C. unicolor
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o wysokiej zdolnoœci wytwarzania lakazy okaza³ siê fermen-
tor mieszad³owy Biostat ED z zamontowanymi mieszad³ami
³opatkowymi. Zalet¹ tego uk³adu mieszaj¹cego by³o to, ¿e
obieg mieszanej cieczy by³ osiowy, co polepsza³o mieszanie
w pobli¿u dna i zapobiega³o sedymentacji komórek grzybni,
a tak¿e powodowa³o dobr¹ dyspersjê powietrza nawet przy
ma³ych obrotach. Przy zastosowaniu najni¿szej szybkoœci
mieszania 100 obrotów na minutê i napowietrzania hodowli
na poziomie 0,05 vvm uzyskano po 14 dniach prowadzenia
procesu najwy¿sze stê¿enie lakazy 142 000 nkat/dm3 w p³y-
nie pohodowlanym. Przy wy¿szym napowietrzaniu na pozio-
mie 0,1 vvm otrzymano prawie o po³owê mniej tego cennego
enzymu, natomiast w przypadku zastosowania wy¿szych ob-
rotów mieszad³a stwierdzano obecnoœæ niewielkich iloœci
wytwarzanego enzymu niezale¿nie od intensywnoœci napo-
wietrzania. Zawartoœæ tlenu rozpuszczonego w medium ho-
dowlanym zmienia³a siê w tych warunkach w szerokim za-
kresie i wynosi³a od 30–70%.

Jak wykaza³y wyniki przeprowadzonych badañ w fermen-
torze mieszad³owym najlepsze rezultaty osi¹gniêto w hodow-
li, gdzie iloœæ tlenu rozpuszczonego by³a niewielka i nie prze-
kracza³a poziomu 1%. Obecnoœæ tlenu rozpuszczonego w p³y-
nie powy¿ej 20% dzia³a³a ju¿ inhibituj¹co na proces tworzenia
lakazy przez szczep C. unicolor.

Analiza przebiegu procesów biosyntezy lakazy prowadzo-
nych w fermentorze bezmieszad³owym typu air-lift wykaza³a,
i¿ pomimo tego, ¿e konstrukcja aparatu zapewnia³a ³agodne
warunki mieszania, nie uzyskano wysokiej wydajnoœci pro-
dukcji lakazy. W przypadku tego aparatu najwy¿sze uzyska-
ne stê¿enie enzymu wynosi³o ok. 60 000 nkat/dm3 . Iloœæ tlenu
rozpuszczonego w p³ynie hodowlanym utrzymywa³a siê na
poziomie ok. 20%, podobnie jak w przypadku fermentora mie-

szad³owego z zastosowaniem 100 obr/min i napowietrzanie
0,1 vvm. W pozosta³ych hodowlach, gdzie zawartoœci roz-
puszczonego tlenu by³y wy¿sze produkcja lakazy by³a znacz-
nie mniejsza.

W oparciu o wyniki kontroli hodowli szczepu C. unicolor
w fermentorze dyskowym, mo¿na stwierdziæ, ¿e aparat tego
typu nie stwarza³ korzystnych warunków dla wzrostu i roz-
woju szczepu. Pomimo utrzymywania warunków ³agodnego
mieszania, jakie zapewnia³a konstrukcja tego aparatu, szczep
wytwarza³ lakazê w niewielkiej iloœci. Wydajnoœæ produktu
oraz szybkoœæ tworzenia lakazy w tym przypadku charakte-
ryzowa³y najni¿sze wartoœci jakie otrzymano dla procesów
prowadzonych w fermentorze mieszad³owym i bezmieszad-
³owym. Jak potwierdzi³y badania w pierwszej fazie procesu
nastêpowa³o obrastanie dysków przez grzybniê, po czym
w miarê trwania hodowli obserwowano odrywanie siê bioma-
sy od dysków i opadanie na dno zbiornika. Iloœæ rozpuszczo-
nego tlenu w pod³o¿u w czasie prowadzenia hodowli utrzymy-
wa³a siê na poziomie 45–60%. Konstrukcja tego fermentora
nie spe³ni³a za³o¿onych oczekiwañ, gdy¿ w hodowlach trudno
nastêpowa³ rozwój grzybni, której aktywnoœæ by³a najni¿sza
i nie przekracza³a 5000 nkat/dm3 .

Wnioski

Mo¿liwoœci przemys³owego wykorzystania enzymów zwi¹-
zane s¹ œciœle z opracowaniem korzystnych technik ich wy-
twarzania. W procesie otrzymywania enzymów przy udziale
mikroorganizmów wa¿n¹ rolê odgrywa typ bioreaktora. Pod-
stawowym jego zadaniem jest zapewnienie optymalnych wa-
runków w ka¿dej fazie ¿ycia szczepu produkcyjnego
1. Proces biosyntezy lakazy przy udziale szczepu Cerrena

unicolor przebiega³ z ró¿n¹ wydajnoœci¹ w zale¿noœci od
konstrukcji aparatu i warunków prowadzenia hodowli.

2. Istotnym parametrem w procesie hodowli szczepu C.uni-
color okaza³o siê utrzymywanie odpowiednio niskiej iloœci
tlenu rozpuszczonego w p³ynie hodowlanym.

3. Najlepszym typem aparatu dla biosyntezy lakazy przez
badany szczep by³ fermentor mieszad³owy, gdzie stê¿enie
enzymu osi¹gnê³o wartoœæ 142000 nkat/dm3 .

4. W fermentorze bezmieszad³owym typu air-lift otrzymano
ok. 2,5 razy mniej lakazy ni¿ w fermentorze mieszad-
³owym.

5. Fermentor dyskowy nie nadaje siê do biosyntezy lakazy,
gdy¿ nie zapewnia warunków odpowiednich dla wzrostu
grzybni C.unicolor.
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Rys. 1. Dynamika tworzenia lakazy w fermentorze Biostat ED

z mieszad³em ³opatkowym w zale¿noœci od stopnia natleniania
(vvm 0,05 i 0,1) i szybkoœci obrotów mieszad³a (100, 200, 300 min-1)


	2012-3

