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Proces biosyntezy lakazy w fermentorach
roznej konstrukciji

Wprowadzenie

W ostatnich latach intensywnie badano oksydazy polifeno-
lowe wytwarzane przez grzyby zaliczane do klasy Basidomy-
cetes, ktore odpowiedzialne sa za biodegradacje ligniny.
Przykladem tak zwanych niebieskich oksydaz katalizuja-
cych utlenianie wielu organicznych i1 nieorganicznych sub-
stratow jest para dwu fenolowa oksydaza EC 1.10.3.2. bedaca
miedzioproteina potocznie zwana lakaza Biologiczna rola la-
kazy nie zostala jeszcze do konca poznana i wydaje sie by¢é
rézna w zaleznosci od wytwarzajacego ja organizmu. Zrédtem
jej pozyskiwania sg glownie grzyby tak zwanej bialej zgnili-
zny drewna. Najbardziej znane pod wzgledem wytwarzania
lakazy sa gatunki: Bjerkandera fumosa, Trametes versicolor,
Phlebia radiate i Cerrena unicolor. Grzyby te charakteryzuje
wytwarzanie kompleksu enzymatycznego, ktéry uczestniczy
w procesie biodegradacji ligniny, bedacej nie hydrolizowana
czeécia drewna [1].

W warunkach laboratoryjnych podejmuje sie szereg prob
z wieloma organizmami w celu zwiekszenia ilo$ci wytwarza-
nia lakazy. Duze mozliwo$ci w tym zakresie stwarza dobor
odpowiedniej konstrukeji aparatury zapewniajacej korzystne
warunki dla rozwoju aktywnej grzybni produkujacej enzym
w hodowli wglebnej [2].

Celem niniejszej pracy bylta analiza warunkow prowadze-
nia hodowli szczepu Cerrena unicolor w fermentorach réznej
konstrukeji dla uzyskania najwyzszej aktywnosci grzybni.

Metody i materialy

Badania biosyntezy lakazy przy udziale grzybéw z gatunku
Cerrena unicolor prowadzono w hodowli wgtebnej w zmodyfi-
kowanym podtozu Lindberga Holma [3] przez okres 21 dni.
Eksperymenty wykonywane byly w trzech réznych typach
fermentoréw: w fermentorze mieszadlowym Biostat ED o ob-
jetosei catkowitej 20 dm?, z mieszadlem lopatkowym, w fer-
mentorze bezmieszadlowym z cyrkulacja wewnetrzna Biostat
ED typu air-lift o objetosci catkowitej 20 dm® w fermentorze
dyskowym o objetoéci catkowitej 10 dm® wyposazonym w 12
dyskéw umieszezonych na poziomym wale.

Stezenie enzymu w plynie pohodowlanym oznaczano we-
dtug metody Leonowicza [4].

Wyniki badan

Hodowle wglebne szczepu C. unicolor wykazaty intensyw-
ny wzrost grzybni w ciagu pierwszych 8-10 dni prowadzenia
procesu, natomiast najwyzszy poziom wytwarzane] lakazy
uzyskiwano po 12—-14 dniach. Po tym czasie nastepowato ob-

nizenie stezenia lakazy, co wskazywatoby na mozliwo§¢ skro-
cenia czasu hodowli w przypadku tego szczepu.

W fermentorze mieszadlowym wyposazonym w mieszadta
lopatkowe prowadzono hodowle C. unicolor przy réznych wa-
riantach mieszania i napowietrzania. Zastosowana konstruk-
cja mieszadla umozliwita zmniejszenie naprezen $cinajacych
dla rozwijajacej sie grzybni i zapewnita dobre warunki napo-
wietrzania plynu hodowlanego. W badaniach zastosowano
trzy szybkosci obrotéw walu mieszadta (100, 200, 300 min™)
1 dwie intensywnoéci napowietrzania (0,05; 0,1 vvm).

Dla poréwnania zdolnoéci wytwarzania lakazy prowadzono
badania w fermentorze bezmieszadtowym, przy réznej inten-
sywnoséci napowietrzania hodowli (0,5; 1,0; 1,5 vvm).

Kolejnym aparatem uwzglednionym w badaniach byl fer-
mentor dyskowy, gdzie procesy przeprowadzono przy trzech
szybkoéciach walu mieszadta: 10, 20, 30 min ‘oraz przy napo-
wietrzaniu 0,51 1,0 vvm.

Tablica 1

Biosynteza lakazy przez C. unicolor w fermentorach
roznej konstrukeji

Napowie- | SWZeRIe | g ibioss
. tlenu .
Obroty trzanie tworzenia
Typ fermentora hodowli | TP akagy
nego
[min] [Vvm] [%] [nkat/dm?]
0,05 <1 142 000
100
0,10 <20 60 890
Mieszadlowy 500 0,05 60-70 26 250
Biostat ED 0,10 60—-70 15 900
0,05 >70 10 250
0,10 >70 8 240
300 0,5 <20 60 000
Bezmieszadlowy
K 1,0 30—40 39 000
Biostat ED
1,5 >70 14 350
0,5 >45 4 840
10
1,0 >50 3750
Dyskowy ” 0,5 >45 3280
(12 dyskow) 1,0 >60 1620
0,5 >45 1 960
30
1,0 >60 980

Na postawie wykonanych badan stwierdzono, ze w zalez-
nos$ci od zastosowanego typu aparatu uzyskano bardzo zrdz-
nicowana szybko§¢ tworzenia enzymu (Tabl. 1). Najlepszym
wariantem konstrukcyjnym dla wzrostu szczepu C. unicolor
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Rys. 1. Dynamika tworzenia lakazy w fermentorze Biostat ED
z mieszadlem lopatkowym w zalezno$ci od stopnia natleniania
(vvm 0,05 i 0,1) i szybkoéci obrotéw mieszadla (100, 200, 300 min!)

o wysokiej zdolnoéci wytwarzania lakazy okazat sie fermen-
tor mieszadlowy Biostat ED z zamontowanymi mieszadlami
lopatkowymi. Zaleta tego ukladu mieszajacego bylo to, ze
obieg mieszanej cieczy byl osiowy, co polepszato mieszanie
w poblizu dna i zapobiegalo sedymentacji komérek grzybni,
a takze powodowato dobra dyspersje powietrza nawet przy
matych obrotach. Przy zastosowaniu najnizszej szybkosci
mieszania 100 obrotéw na minute i napowietrzania hodowli
na poziomie 0,05 vvm uzyskano po 14 dniach prowadzenia
procesu najwyzsze stezenie lakazy 142 000 nkat/dm® w pty-
nie pohodowlanym. Przy wyzszym napowietrzaniu na pozio-
mie 0,1 vvm otrzymano prawie o polowe mniej tego cennego
enzymu, natomiast w przypadku zastosowania wyzszych ob-
rotow mieszadla stwierdzano obecno$¢ niewielkich iloSci
wytwarzanego enzymu niezaleznie od intensywnos$ci napo-
wietrzania. Zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego w medium ho-
dowlanym zmieniata sie w tych warunkach w szerokim za-
kresie 1 wynosita od 30—70%.

Jak wykazaty wyniki przeprowadzonych badan w fermen-
torze mieszadlowym najlepsze rezultaty osiggnieto w hodow-
1i, gdzie ilo§¢ tlenu rozpuszczonego byla niewielka i nie prze-
kraczata poziomu 1%. Obecno$¢ tlenu rozpuszczonego w pty-
nie powyzej 20% dziatalta juz inhibitujaco na proces tworzenia
lakazy przez szczep C. unicolor.

Analiza przebiegu proceséw biosyntezy lakazy prowadzo-
nych w fermentorze bezmieszadlowym typu air-lift wykazala,
iz pomimo tego, ze konstrukcja aparatu zapewniata tagodne
warunki mieszania, nie uzyskano wysokiej wydajno§ci pro-
dukcji lakazy. W przypadku tego aparatu najwyzsze uzyska-
ne stezenie enzymu wynosilo ok. 60 000 nkat/dm?®. Tloéé tlenu
rozpuszczonego w plynie hodowlanym utrzymywata sie na
poziomie ok. 20%, podobnie jak w przypadku fermentora mie-

szadlowego z zastosowaniem 100 obr/min i napowietrzanie
0,1 vvim. W pozostatych hodowlach, gdzie zawartosci roz-
puszczonego tlenu byly wyzsze produkcja lakazy byta znacz-
nie mniejsza.

W oparciu o wyniki kontroli hodowli szczepu C. unicolor
w fermentorze dyskowym, mozna stwierdzi¢, ze aparat tego
typu nie stwarzal korzystnych warunkow dla wzrostu i roz-
woju szczepu. Pomimo utrzymywania warunkéw tagodnego
mieszania, jakie zapewniala konstrukcja tego aparatu, szczep
wytwarzal lakaze w niewielkiej ilosci. Wydajno$é produktu
oraz szybko§¢ tworzenia lakazy w tym przypadku charakte-
ryzowaly najnizsze wartoSci jakie otrzymano dla procesow
prowadzonych w fermentorze mieszadlowym i bezmieszad-
lowym. Jak potwierdzily badania w pierwszej fazie procesu
nastepowalo obrastanie dyskéw przez grzybnie, po czym
w miare trwania hodowli obserwowano odrywanie sie bioma-
sy od dyskéw 1 opadanie na dno zbiornika. Iloéé rozpuszczo-
nego tlenu w podtozu w czasie prowadzenia hodowli utrzymy-
wala sie na poziomie 45-60%. Konstrukcja tego fermentora
nie spelnila zatozonych oczekiwan, gdyz w hodowlach trudno
nastepowal rozwéj grzybni, ktorej aktywnos$é byla najnizsza
i nie przekraczata 5000 nkat/dm? .

Wnioski

Mozliwosci przemystowego wykorzystania enzyméw zwia-
zane sa, $cile z opracowaniem korzystnych technik ich wy-
twarzania. W procesie otrzymywania enzymow przy udziale
mikroorganizméw wazng role odgrywa typ bioreaktora. Pod-
stawowym jego zadaniem jest zapewnienie optymalnych wa-
runkéw w kazdej fazie zycia szczepu produkcyjnego
1. Proces biosyntezy lakazy przy udziale szczepu Cerrena

unicolor przebiegal z rézna wydajnoScia w zaleznosci od
konstrukeji aparatu i warunkow prowadzenia hodowli.

2. Istotnym parametrem w procesie hodowli szczepu C.uni-
color okazalo sie utrzymywanie odpowiednio niskiej iloSci
tlenu rozpuszczonego w plynie hodowlanym.

3. Najlepszym typem aparatu dla biosyntezy lakazy przez
badany szczep byl fermentor mieszadlowy, gdzie stezenie
enzymu osiagnelo warto$é¢ 142000 nkat/dm? .

4. W fermentorze bezmieszadlowym typu air-lift otrzymano
ok. 2,5 razy mniej lakazy niz w fermentorze mieszad-
lowym.

5. Fermentor dyskowy nie nadaje sie do biosyntezy lakazy,
gdyz nie zapewnia warunkéw odpowiednich dla wzrostu
grzybni C.unicolor.
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