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Intensyfi kacja biosyntezy lowastatyny 
przy użyciu laktozy i glicerolu jako źródeł węgla w procesach okresowych 

oraz discontinuous fed-batch i continuous fed-batch

Wstęp
Lowastatyna to powszechnie znana i wykorzystywana substancja 

lecznicza obniżająca poziom endogennego cholesterolu w organizmie 
człowieka. Związek ten wydzielany jest do podłóż hodowlanych przez 
grzyby strzępkowe, głównie Aspergillus terreus, w postaci rozpuszczal-
nego w wodzie β-hydroksykwasu. 

Z wielu badań przeprowadzanych nad biosyntezą lowastatyny przez 
Aspergillus terreus wynika, iż jednym z istotnych czynników wpływają-
cych na przebieg procesu jest wybór odpowiedniego źródła węgla a naj-
lepiej ich mieszaniny. Przy czym by uzyskać większą wydajność bio-
syntezy tego metabolitu należy użyć wolnoprzyswajalnych substratów, 
a do takich należą laktoza i glicerol [Casas Lopez i in., 2003; Bizukojć 
i Pecyna, 2011]. W procesach bioreaktorowych, gdzie panują odmienne 
warunki niż w kolbach wstrząsanych, należy dodatkowo zwrócić szcze-
gólną uwagę na takie parametry jak pH oraz stopień nasycenia podłoża 
tlenem [Lai i in., 2005; Bizukojć i Ledakowicz, 2008; Pawlak i Bizukojć, 
2012]. Poza tym kluczowe znaczenie ma także typ zastosowanej ho-
dowli, bowiem w procesach półciągłych uzyskuje się znacznie wyższe 
ilości pożądanego metabolitu w porównaniu z procesami okresowymi 
[Rodriguez Parceli in., 2007, 2008; Pecyna i Bizukojć, 2011]. 

Celem tej pracy jest opracowanie optymalnej strategii hodowli A. ter-
reus ATCC 20542 przy jednoczesnym zastosowaniu laktozy i glicerolu, 
jako źródeł węgla dla maksymalizacji biosyntezy lowastatyny w pro-
cesach okresowych (batch) i półciągłych typu discontinuous fed-batch 
oraz continuous fed-batch. Hodowle prowadzone były zarówno w kol-
bach wstrząsanych, jak i w bioreaktorze.

Materiały i metody

Szczep i skład podłóż hodowlanych 
Biosyntezę lowastatyny prowadzono przy użyciu podstawowego 

szczepu grzyba strzępkowego Aspergillus terreus ATCC 20542. Eks-
perymenty prowadzone były w kolbach o objętości roboczej 150 ml 
i w bioreaktorze o objętości roboczej 5,3 litra, w temperaturze 30°C. 
Prędkość obrotowa wytrząsarki była stała i wynosiła 110 obr·min-1. 
W procesach bioreaktorowych z zastosowaniem kontroli poziomu 
pH i pO2, stężenie tlenu rozpuszczonego w podłożu kontrolowano za 
pomocą zmian szybkości napowietrzania oraz zmian szybkości obro-
towej mieszadła. Początkowa szybkość napowietrzania wynosiła 1,5 
lpow·min-1 natomiast prędkość obrotowa mieszadła 200 obr·min-1. Stały 
poziom pH utrzymywano za pomocą roztworu wodorowęglanów sodu 
i potasu. W zależności od procesu pH wynosiło pomiędzy 6,9 a 7,9. Po-
czątkowe pH zaś ustalano na poziomie 6,5. W hodowlach wstrząsanych 
i bioreaktorowych jako początkowe źródło węgla stosowano laktozę 
lub mieszaninę laktozy i glicerolu. Substratem zasilającym w hodow-
lach wstrząsanych były roztwory laktozy i glicerolu, których stężenie 
wynosiło odpowiednio cLAC,0 = 100 g·l-1 i cGLC,0 = 100 g·l-1. Zasilanie 
prowadzono co 24 h (zaczynając od 48 godziny procesu) dodając 10 ml 
odpowiedniego roztworu. W procesach continuous fed-batch w biore-
aktorze prowadzono zasilanie glicerolem o stężeniu 500 g·l-1. Podłoże 
zaszczepiano 24-godzinnym inokulum uzyskanym w wyniku zmycia 
spor wyrosłych na 10-dniowym skosie zawierających ekstrakt słodowy 
i pepton kazeinowy. Szczegółowy skład podłoża został przedstawiony 

we wcześniejszej pracy [Pawlak i Bizukojć, 2012]. We wszystkich pro-
cesach jako jedyne źródło azotu użyto ekstraktu drożdżowego.

Lowastatyna była wyznaczana za pomocą UPLC (Waters, USA) przy 
użyciu kolumny typu RP18 1,7 μm (2×150 mm). Temperatura kolumny 
wynosiła 40°C, zaś przepływ fazy ruchomej 0,200 ml·min-1 (gradient 
woda-acetonitryl). Oba podłoża zawierały 1% dodatek kwasu mrów-
kowego jako źródła protonów dla detektora masowego. Detekcja fo-
tometryczna prowadzona była przy długości fali λ = 238 nm dla lo-
wastatyny oraz 280 nm dla produktów ubocznych. Laktoza i glicerol 
były oznaczane za pomocą kolumny amidowej 1,7 μm (2,1×100 mm). 
W tym przypadku temperatura kolumny wynosiła 35°C zaś przepływ 
fazy ruchomej 0,290 ml·min-1 (75% acetonintryl w wodzie z dodatkiem 
2% trietyloaminy). Nieznane metabolity analizowano także za pomo-
cą spektrometru masowego (kwadrupol-czas przelotu) sprzężonego 
z UPLC. Parametry MS to: jonizacja dodatnia ESI+, napięcie na kapila-
rze 3 kV, napięcie na stożku dozującym 40 kV, napięcie na stożku eks-
trakcyjnym 4 kV, temperatura źródła jonów 120°C, natężenie przepły-
wu gazu desolwatacyjnego 500 l·h-1, temperatura desolwatacji 200°C.

Wyniki i dyskusja

Biosynteza lowastatyny w procesach okresowych 
oraz discontinuous fed-batch w hodowli wstrząsanej  

Jak wspomniano już we wstępie, istotny wpływ na wydajność bio-
syntezy lowastatyny odgrywa użycie właściwego wolnoprzyswajalnego 
źródła węgla. Do takich substratów zalicza się laktozę oraz glicerol. 
Dodatkowo wcześniej udowodniono, że jednoczesne zastosowanie tych 
dwóch substratów węglowych sprzyja intensyfi kacji wydzielania pożą-
danego metabolitu. Przeprowadzając procesy okresowe, należy jednak 
zwrócić szczególną uwagę na początkowe stężenie źródła węgla. Zbyt 
niskie prowadzi bowiem do szybkiego wyczerpania substratu i tym sa-
mym do zahamowania wydzielania lowastatyny, natomiast zbyt wyso-
kie stężenie, po pierwsze nie przekłada się na uzyskanie lepszych rezul-
tatów, po drugie zaś substrat nie zostaje całkowicie zużyty [Bizukojć M. 
i Pecyna M., 2011]. 

W procesach półciągłych znaczącym czynnikiem wpływającym na 
przebieg całej biosyntezy jest rodzaj źródła węgla użyty na początku 
hodowli. Pomimo tego, że glicerol i laktoza zawierają taką samą ilość 
węgla, to drugi z wymienionych substratów jest bardziej preferowany 
w pierwszej fazie hodowli (trofofaza) [Pecyna i Bizukojć, 2011]. 

Porównując biosyntezę lowastatyny w procesie okresowym oraz di-
scontinuous fed-batch (Rys 1.), widać znaczne polepszenie wydajności 
przy zastosowaniu zasilania substratem węglowym w trakcie trwania 
biosyntezy. W procesie oznaczonym jako K batch użyto mieszaninę 
laktozy i glicerolu (cLAC,0  = 10 g·l-1, cGLC,0 = 15 g·l-1). W przypadku 
dwóch substratów, z których jeden ma bardziej złożoną budowę czą-
steczki (laktoza) od drugiego (glicerol), jako pierwszy utylizowany jest 
ten mniej skomplikowany. Doskonale to widać na krzywych zmian stę-
żeń źródeł węgla, bowiem rozpoczęcie zużycia laktozy miało miejsce 
dopiero w 96. godzinie procesu, kiedy to glicerol został już niemal cał-
kowicie wyczerpany.

Takiego zjawiska nie zaobserwowano w procesie K fed-batch, w któ-
rym obydwa związki były wykorzystywane jednocześnie, przy czym 
substrat zasilający (laktoza po 48. godzinie i glicerol po 96. godzinie 
procesu) był zużywany znacznie szybciej. W procesie tym jako począt-
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kowe źródło węgla zastosowano laktozę (cLAC,0 = 10 g·l-1), następnie 
w odpowiednich odstępach czasu zasilano zarówno laktozą (w 48. i 144. 
godzinie) jak i glicerolem (w 96. i 192. godzinie), przy czym roztwory 
te o stężeniu 100 g·l-1 dodawano po 10 ml co 24 godziny.

Znacznie lepsze wyniki uzyskane w procesie półciągłym (discontinu-
ous fed-batch) są rezultatem dwóch zjawisk, mających w nim miejsce. 
Po pierwsze w trakcie trofofazy wykorzystywanym substratem węglo-
wym była laktoza, która jest preferowanym źródłem węgla dla A. ter-
reus szczególnie na tym etapie biosyntezy lowastatyny. W wyniku tego 
w 96. godzinie trwania procesu, wykryto w podłożu już znaczne ilości 
tego metabolitu, niemal 100 mg LOV·l-1, co było o prawie 40% więcej 
w porównaniu z  procesem okresowym. Po drugie stosowanie naprze-
miennego zasilania laktozą i glicerolem znacznie wydłużyło aktywność 
mikroorganizmu, bowiem szybkość zużycia laktozy pomiędzy 48. a 96. 
godziną, a szybkość zużycia glicerolu we wczesnej idiofazie, pomiędzy 
96. a 144. godziną, była podobna i wynosiła około 0,12 g·l-1·h-1.

Jednakże prowadząc hodowle wstrząsane, w których stosowano zasi-
lanie glicerolem, zaobserwowano, iż w podłożu hodowlanym pojawiały 
się dodatkowe produkty uboczne: (+)-erdyna oraz jej ester metylowy 
zwany (+)-geodyną (Rys. 2). Prowadzenie hodowli w bioreaktorze, 
gdzie możliwa jest kontrola pH pozwoliło na wyeliminowanie tych 
związków.

Biosynteza lowastatyny w procesach okresowych 
oraz continuous fed-batch w procesach bioreaktorowych 

Dla prawidłowego przebiegu biosyntezy lowastatyny w procesach 
bioreaktorowych niezbędna staje się kontrola takich czynników jak pH 
oraz stopień nasycenia podłoża tlenem. Tylko w taki sposób wydajności 
lowastatyny uzyskiwane w bioreaktorze stają się porównywalne do tych 
z hodowli wstrząsanych. Stosowanie stałego vvm podczas hodowli bio-
reaktorowych powoduje bardzo szybki spadek poziomu tlenu rozpusz-
czonego w podłożu, co przekłada się na niskie zużycie substratów, po-
wolny przyrost biomasy i w konsekwencji na niską wydajność lowasta-
tyny. Wygląda zatem na to, że warunki jakie wytwarzają się w kolbach 
są jak najbardziej korzystne dla wzrostu A. terreus, jak i dla wydzielania 
pożądanego metabolitu. 

Kontrola pH przy biosyntezie lowastatyny ma podwójne znaczenie. 
Po pierwsze pozwala na wyeliminowanie z podłoża produktów ubocz-
nych biosyntezy lowastatyny, jakimi jest (+)-geodyna oraz (+)-erdyna. 
Powstawanie tej pierwszej szerzej omówiono w poprzednich pracach 
[Bizukojć i Pecyna, 2011; Pecyna i Bizukojć, 2011]. Z drugiej strony, 
w wyniku kontroli pH za pomocą mieszaniny wodorowęglanów sodu 
i potasu, do układu trafi ają niezbędne dla biosyntezy lowastatyny jony 
wodorowęglanowe, wspomagające wytwarzanie malonylo-CoA biorą-
cego udział w reakcji wydłużania łańcuchów poliketydowych [Bizukojć 
i Ledakowicz, 2008].

Warto tu wspomnieć, że wcześniejsze badania nad wpływem pH na 
biosyntezę lowastatyny nie były tak obiecujące [Lai in., 2005]. W eks-
perymentach Lai i inni stosowali kontrolę pH na trzech różnych pozio-
mach tj. 5,5; 6,5 i 7,5 używając 1 N roztworów HCl i NaOH. Wyniki 
za każdym razem okazywały się gorsze w porównaniu z procesem bez 
kontroli pH. Autorzy ci, dlatego zasugerowali, iż zmieniając naturalne 
pH hodowli może dochodzić do aktywacji enzymów biorących udział 
w rozkładzie lowastatyny. To spostrzeżenie nie wydaje się jednak praw-
dziwe.

Na rys. 3 przedstawiono porównanie trzech procesów bioreaktoro-
wych: procesu okresowego, gdzie substratem węglowym była mie-
szanina laktozy i glicerolu, z dwoma procesami continuous fed-batch, 
w których najpierw zastosowano laktozę, natomiast po jej wyczerpaniu 
rozpoczęto zasilanie glicerolem o stężeniu 500 g·l-1 ze stałą (1 ml·h-1) 
i ze zmienną szybkością zasilania. 

W każdym przypadku kontrolowano pH, w procesie okresowym było 
to na poziomie 7,1, w procesie fed-batch ze stałą szybkością zasilania) 
– 7,5, natomiast w procesie fed-batch ze zmienną szybkością zasilania) 
– 7,8. Różnica ta wynika z faktu, iż poziom ten ustalano indywidualnie 
dla każdego procesu, zgodnie z maksimum, jakie obserwowano mniej 
więcej w około 20 godziny hodowli. Kontrolę pH w hodowlach bio-
reaktorowych rozpoczynano zazwyczaj w 24 godzinie trwania procesu, 
ze względu na to, że po tym czasie następował z reguły znaczny spadek 
wartości tego parametru, utrzymujący się już do końca hodowli [Paw-
lak i Bizukojć, 2012].  Kontrolę stężenia tlenu w podłożu na poziomie 
20% stosowano już od początku procesu. Spadek to poziomu 20% trwał 
z reguły krócej niż 12 godzin. 

W hodowli okresowej w bioreaktorze nie zaobserwowano zmian, 
w stosunku do hodowli wstrząsanej, jeśli chodzi o pierwszeństwo zu-
życia substratów. Zatem najpierw był asymilowany glicerol później 
laktoza. Jednakże w procesie tym uzyskano znacznie (o 30%) mniej lo-
wastatyny (w 192. godzinie procesu) w porównaniu z hodowlą wstrzą-
saną. Ten rezultat jest o tyle zaskakujący, że szybkość objętościowa 
zużywania glicerolu, jak i laktozy w tych dwóch procesach była niemal 
identyczna. Zatem mimo kontroli dwóch parametrów (pH i pO2) w bio-
reaktorze okazało się trudno osiągnąć tak sprzyjające warunki, jakie 
panują w kolbach. 

W procesach continuous fed-batch zasilanie glicerolem rozpoczęto 
w okolicach 52 godziny procesu. W tym czasie w podłożu laktoza była 
już na poziomie około 5 g·l-1. Jak się okazuje jest to odpowiedni mo-
ment, by dostarczyć substrat węglowy mikroorganizmowi tak, aby nie 
dopuścić do niskiego poziomu stężenia substratu węglowego w pod-
łożu, w wyniku czego może następować zahamowanie wydzielania 
lowastatyny. Kluczowym zagadnieniem w tego typu procesach pozo-
staje również określenie optymalnego profi lu zasilania. W procesie B 

Rys 1. Porównanie biosyntezy lowastatyny w procesie batch i discontinuous 
fed-batch w hodowli wstrząsanej [Pecyna, Bizukojć, Ledakowicz, 2012]

Rys 2. (a) Chromatogram produktów ubocznych: (+)-erdyny i (+)-geodyny
oraz lowastatyny otrzymany dla λ=238 nm (b) Widma masowe (+)-erdyny, (+)-geodyny

oraz lowastatyny wraz z masami cząsteczkowymi
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utrzymywano stężenie glicerolu na poziomie około 5 g·l-1, co jak się 
okazało było właściwym stężeniem dla utrzymania biosyntezy lowa-
statyny. Efekt jaki wywołuje zasilanie hodowli dobrze jest widoczny na 
krzywych vvm (Rys. 3), gdzie wyraźnie widać wzrost zapotrzebowania 
na tlen w hodowli ze zmienną szybkością zasilania, a więc i aktywność 
grzybni utrzymywała się w takiej hodowli znacznie dłużej niż w dwóch 
pozostałych procesach. Ostatecznie w procesie ze zmienną szybkością 
zasilania uzyskano około 100 mg LOV·l-1. Niemniej zastosowanie je-
dynie samego glicerolu jako substratu zasilającego może nie dawać tak 
dobrych rezultatów, jak zastosowanie zarówno glicerolu i laktozy, co 
pokazano na rys. 1 i wcześniej dowiedziono [Pecyna i Bizukojć, 2011].

Podsumowując, aby doprowadzić do intensyfi kacji produkcji lowa-
statyny w bioreaktorze przy zastosowaniu mieszaniny laktozy i glicero-
lu należy prowadzić hodowlę continuous fed-batch zamiast okresowej. 
Dodatkowo wydaje się, że zasilanie powinno być prowadzone za pomo-
cą zarówno glicerolu i laktozy. Takie przesłanki wynikają ze wcześniej-
szych procesów w kolbach wstrząsanych. Zasilanie dwoma substratami 
jednocześnie prowadzi do wzmożonego pobierania obu tych substratów 
przez dłuższy czas, a w efekcie do polepszenia biosyntezy. 

Wnioski
Zarówno w hodowlach wstrząsanych jak i bioreaktorowych znacznie 

lepsze rezultaty w biosyntezie lowastatyny uzyskuje się przy zastoso-
waniu procesu fed-batch zamiast okresowego. 

W hodowlach bioreaktorowych należy stosować podczas przeprowa-
dzania biosyntezy kontrolę pH oraz pO2, prowadzi to do uzyskania lep-
szej wydajności biosyntezy lowastatyny oraz zmniejszenia wydzielania 
produktów ubocznych. 

Przy stosowaniu procesu continuous fed-batch dla biosyntezy lowa-
statyny najważniejsze są czas rozpoczęcia zasilania oraz opracowanie 
optymalnego profi lu zasilania tak, by nie zakłócał wydzielania tego me-
tabolitu.
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Rys 3. Porównanie biosyntezy lowastatyny w procesie okresowym i continuous 
fed-batch (stała oraz zmienna szybkość zasilania glicerolem) w hodowli 

bioreaktorowej

fed-batch (zmienny profi l zasilania) zastosowano szybkości zasilania 
zestawione w tab. 1. 

Tab. 1 Profi l zasilania glicerolem w procesie B fed-batch
(zmienna szybkość zasilania)

Przedział czasu [h] Szybkość zasilania, 
liniowa zmiana [ml·h-1]

52 – 72 1,8 – 1,2
72 – 96 1,2 – 1
96 – 120 1 – 1
120 – 144 1 – 0,8
144 – 168 0,8 – 0,8
168 – 192 0,8 – 0,5
192 – 216 0,5 – 0,4

Ten profi l został wyznaczony eksperymentalnie korzystając z procesu 
ze stałą szybkością zasilania. Okazuje się, że szybkość objętościowa 
zużycia substratu węglowego (glicerolu) na początku dostarczania do 
układu jest znacznie wyższa niż na dalszym etapie. Widać to doskonale 
po bardzo niskim poziomie stężenia glicerolu w procesie B fed-batch 
(stała szybkość zasilania) pomiędzy 72 a 120 godziną procesu. Zawa-
żyło to na całym eksperymencie, powodując zahamowanie biosyntezy 
lowastatyny. Z drugiej strony podobny efekt uzyskuje się, gdy mamy do 
czynienia ze zbyt dużą ilością źródła węgla w podłożu w wyniku zbyt 
wysokiej szybkości zasilania. Stosując zaś zmienną szybkość zasilania 


