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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania preparatu enzymow oksydoredukcyjnych,
zawierajgcego lakazy, peroksydazy ligninowe i peroksydazy manganozalezne.

W czasopismie Enzyme and Microbial Technology 46 (2010) 32—-37 ujawniono otrzymywanie
preparatu enzymatycznego lakaz, peroksydaz Mn-zaleznych i peroksydaz ligninowych z szczepu Mu-
cor racemosus CBMA1847 w hodowli w podtozu ciektym zawierajgcym bulion z ekstraktem stodowym
i chlorek sodu.

Z czasopisma African Journal of Microbiology Research 4 (2010) 1808—1813 znany jest sposdb
otrzymywania preparatu lakaz w drodze hodowli wgtebnej szczepu grzyba strzepkowego Mucor muce
do w podtozu zawierajagcym bulion ziemniaczano-glukozowy.

W czasopismie Journal of Applied Microbiology 97 (2004) 640—646 opisany zostat sposéb
otrzymywania preparatu enzymatycznego lakaz w hodowli wgtebnej szczepu Mucor circinelloides v.
Tieghen w podtozu cieklym zawierajgcym ekstrakt drozdzowy i bulion ziemniaczano-glukozowy.

W kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki tédzkiej znajduje sie, wyodrebniony ze
srodowiska naturalnego — ze $ciokki lasu iglastego, szczep grzyba nitkowatego Mucor hiemalis ozna-
czony symbolem AK 1211, nalezacy do klasy Zygomycetes (Sprzezniakow), rzedu Mucorales, rodziny
Mucoraceae i rodzaju Mucor, wykazujgcy zdolno$é wzrostu w temperaturze 4-35°C, cechujacy sie
szczegolnie szybkim wzrostem w temperaturze 28°C obficie rosngc na agarze brzeczkowym i juz po
3 dniach pokrywajgc sie gestg masg puszystej grzybni o barwie jasnozoltej, ciemniejgcej podczas jej
starzenia sie, zbudowanej z wielojgdrowych strzepek wytwarzajgcych liczne nieznacznie rozgatezione
wieloosiowo sporangiofory z osadzonymi na koncach sporangiami, ktérych $ciana podczas dojrzewa-
nia rozpuszcza sie uwalniajgc elipsoidalne sporangiospory (zarodniki, o $rednicy 12—14 ym) zdolne
w sprzyjajgcych dla wzrostu warunkach do natychmiastowego kietkowania. Szczep ten nadto jest
prototrofem, szybko i obficie rozwija sie na pozywkach zawierajgcych nieorganiczne zrédta azotu,
w tym jony amonowe zawarte w (NH4)2SO4 (NH4)sNOs i/lub azotanowe w NaNOs lub zrodto azotu
organicznego (mocznik, ekstrakt drozdzowy, peptobak), jako zrédto wegla wykorzystuje monosacha-
rydy (heksozy i pentozy, a najlepiej glukoze), disacharydy (sacharoze).

Sposdb otrzymywania preparatu enzymow oksydoredukcyjnych, zawierajgcego lakazy, perok-
sydazy ligninowe i peroksydazy manganozalezne, w drodze hodowli szczepu grzyba z rodzaju Mucor,
polegajacy na hodowli materiatu posiewowego na wysterylizowanym podtozu zawierajacym brzeczke
stodowg, zaszczepieniu tym materialem wysterylizowanego ciektego podtoza produkcyjnego i prowa-
dzeniu hodowli produkcyjnej wgtebnej w warunkach sterylnych i po jej zakohczeniu wyodrebnieniu
i zageszczeniu otrzymanej cieczy pohodowlanej, wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, Zze stosuje
sie szczep grzyba nitkowatego Mucor hiemalis AK 1211, z ktérego sporzadza sie materiat posiewowy
na, wysterylizowanym w temperaturze 118-122°C w czasie 20 minut, podiozu stalym zawierajagcym
na 1000 czesci wagowych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5°Bx 20 czesci wagowych agaru lub 20
czesci wagowych agaru i 0,6-0,8 czesci wagowych gwajakolu, badz 20 czesci wagowych agaru, 2—-3
czesci wagowych ligniny alkalicznej i 0,6—-0,8 czesci wagowych gwajakolu, w temperaturze 28-32°C
w czasie 3-5 dni. Nastepnie, zmywa sie skos agarowy 0,89% roztworem chlorku sodowego i tak przy-
gotowanym materialem posiewowym szczepi sie, wysterylizowane w temperaturze 121°C w czasie
20 minut, ciekte podtoze produkcyjne zawierajgce w 1000 ml wody destylowanej 5-15 g glukozy, 0,5—
1,0 g wodorofosforanu (V) dipotasu, 0,122-0,366 g siarczanu (VI) magnezu, 0,05-0,15 g chlorku
wapnia, 1,36—4,1 mg siarczanu (VI) zelaza (ll), 1,5-3 g azotanu (V) amonu, 2,81-4,212 mg siarczanu
(VI) cynku, 0,25-0,5 g chlorku potasu, 1,6—4,79 mg siarczanu (VI) miedzi (ll), 20,1-40,21 mg siarcza-
nu (V1) manganu (1), 1,37-4,14 mg siarczanu (VI) kobaltu, 4,71-7,1 mg molibdenianu (VI) amonu
i wyjsciowym pH 4,5-5,0, stosujgc 1 ml materiatu posiewowego na 100 ml podtoza i prowadzi hodowle
wstrzgsang na wytrzasarce przy szybkosci obrotowej 150-220 min, przy stopniu wypetnienia kolb
15-25%, w zakresie temperatur 28-32°C w czasie 168-252 godzin. Otrzymang ciecz pohodowlang
oddziela sie poprzez sgczenie pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymany przesgcz zageszcza sie pod
préznig w temperaturze 25°C.

Sposdb wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad 1

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 4 dni w temperaturze 30°C na wysteryli-
zowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podtozu statym zawierajgcym 1000 czesci wago-
wych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5° Bx i 20 czesci wagowych agaru, po czym sporzadzono zawie-
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sine zarodnikow tego szczepu zmywajgc skos agarowy 50 ml 0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowa-
nym materiatem posiewowym zaszczepiono uprzednio wysterylizowane w temperaturze 121°C w cza-
sie 20 minut podioze hodowlane w postaci 1000 ml wody destylowanej zawierajgcej 15 g glukozy,
0,500 g wodorofosforanu (V) dipotasu, 122,2 g siarczanu (VI) magnezu, 150 mg chlorku wapnia,
4,1 mg siarczanu (VI) zelaza (Il), 1,5 g azotanu (V) amonu, 4,212 mg siarczanu (VI) cynku, 250 mg
chlorku potasu, 1,6 mg siarczanu (VI) miedzi (Il), 20,1 mg siarczanu (VI) manganu (ll), 1,38 mg siar-
czanu (VI) kobaltu, 7,06 mg molibdenianu (VI) amonu i wyjsciowym pH 5,0, stosujac 1 ml materiatu
posiewowego na 100 ml podtoza i prowadzono hodowle wstrzgsang przy szybkosci obrotowej 180
minut?, przy stopniu wypetnienia kolb 15%, w zakresie temperatur 28-32°C w czasie 252 godzin.
Ciecz pohodowlang otrzymang w wyniku hodowli przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem przez
lejek Schotta ze spiekiem szklanym G3. Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnosciach [nkat/l]:
lakaz — 820,2, peroksydaz ligninowych — 15,7, peroksydaz manganozaleznych — 4,7.

Przyktad 2

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 5 dni w temperaturze 28°C na, wysteryli-
zowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podtozu statym zawierajgcym 1000 czesci wago-
wych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5 °Bx i 20 czesci wagowych agaru, po czym sporzgadzono zawie-
sine zarodnikow tego szczepu zmywajgc skos agarowy 50 ml 0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowa-
nym materiatem posiewowym zaszczepiono, uprzednio wysterylizowane w temperaturze 121°C
w czasie 20 minut, podioze hodowlane w postaci 1000 ml wody destylowanej zawierajgcej 11,77 g
glukozy, 0,86 g wodorofosforanu (V) dipotasu, 273,21 mg siarczanu (VI) magnezu, 91,69 mg chlorku
wapnia, 2,96 mg siarczanu (VI) zelaza (ll), 2,69 g azotanu (V) amonu, 3,12 mg siarczanu (VI) cynku,
0,457 g chlorku potasu, 3,27 mg siarczanu (VI) miedzi (ll), 36,69 mg siarczanu (VI) manganu (II), 3,05
mg siarczanu (VI) kobaltu, 5,02 mg molibdenianu (VI) amonu i wyjsciowym pH 4,62, stosujgc 1 ml
materiatu posiewowego na 100 ml podtoza i prowadzono hodowle wstrzgsang przy szybkosci obroto-
wej 150 minut?, przy stopniu napetnienia kolb 25%, w zakresie temperatur 28-32°C w czasie 210
godzin.

Dalej postepowano jak w przyktadzie 1. Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnosciach
[nkat/l]: lakaz — 1379,4 , peroksydaz ligninowych — 31,4, peroksydaz manganozaleznych — 4,1.

Przyktad 3

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 4 dni w temperaturze 28°C na, wysteryli-
zowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podtozu statym zawierajgcym 1000 cze$ci wago-
wych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5 °Bx, 20 czeéci wagowych agaru i 0,8 czesci wagowych gwaja-
kolu, po czym sporzadzono zawiesing zarodnikdw tego szczepu zmywajgc skos agarowy za pomocg
50 ml 0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowanym materialem posiewowym, stosowanym w ilosci 1 ml
na 100 ml podtoza, zaszczepiono uprzednio wysterylizowane w temperaturze 121°C w czasie 20 mi-
nut, podtoze hodowlane w postaci 1000 ml wody destylowanej zawierajgcej: 13,54 g glukozy, 0,725 g
wodorofosforanu (V) dipotasu, 302,03 mg siarczanu (VI) magnezu, 83,38 mg chlorku wapnia, 3,19 mg
siarczanu (VI) zelaza (Il), 2,38 g azotanu (V) amonu, 3,42 mg siarczanu (VI) cynku, 0,414 g chlorku
potasu, 3,35 mg siarczanu (VI) miedzi (ll), 33,17 mg siarczanu (VI) manganu (1), 3,34 mg siarczanu
(VI) kobaltu, 5,28 mg molibdenianu (VI) amonu i wyjsciowym pH 4,72, stosujgc 1 ml materiatu posie-
wowego na 100 ml podioza i prowadzono hodowle wstrzgsang przy szybkosci obrotowej 220 min-,
przy stopniu wypetnienia kolb 20%, w zakresie temperatur 28—32° C w czasie 252 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1. Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnosciach
[nkat/l]: lakaz — 2931,6, peroksydaz ligninowych — 2,5, peroksydaz manganozaleznych — 1,11.

Przyktad 4

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 5 dni w temperaturze 28° C na, wystery-
lizowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podtozu statym zawierajgcym 1000 czesci wa-
gowych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5° Bx, 0,6 czeSci wagowych gwajakolu i 20 czesci wagowych
agaru, po czym sporzgdzono zawiesing zarodnikéw tego szczepu zmywajgc skos agarowy 50 ml
0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowanym materiatem posiewowym zaszczepiono, uprzednio wyste-
rylizowane w temperaturze 121°C w czasie 20 minut, podtoze hodowlane w postaci 1000 ml wody
destylowanej zawierajgcej 12,83 g glukozy, 0,78 g wodorofosforanu (V) dipotasu, 290,5 mg siarczanu
(VI) magnezu, 88,36 mg chlorku wapnia, 3,1 mg siarczanu (VI) zelaza (Il), 2,51 g azotanu (V) amonu,
3,3 mg siarczanu (VI) cynku, 0,431 g chlorku potasu, 3,32 mg siarczanu (VI) miedzi (Il), 34,48 mg
siarczanu (V1) manganu (Il), 3,23 mg siarczanu (VI) kobaltu, 5,21 mg molibdenianu (VI) amonu i wyj-
sciowym pH 4,69, stosujgc 1 ml materiatu posiewowego na 100 ml podtoza i prowadzono hodowle
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wstrzgsang przy szybkosci obrotowej 150 minut, przy stopniu wypetnienia kolb 15%, w zakresie tem-
peratur 28—32°C w czasie 235 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1. Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnosciach
[nkat/l]: lakaz — 2130, peroksydaz ligninowych — 4,2, peroksydaz manganozaleznych — 4,8.

Przyktad 5

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 3 dni w temperaturze 32°C na, wysteryli-
zowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podtozu statym zawierajgcym 1000 czesci wago-
wych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5° Bx, 0,6 czesci wagowych gwajakolu i 20 czesci wagowych
agaru, po czym sporzgdzono zawiesine zarodnikow tego szczepu zmywajgc skos agarowy 50 ml
0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowanym materiatem posiewowym zaszczepiono, uprzednio wyste-
rylizowane w temperaturze 121°C w czasie 20 minut, podtoze hodowlane w postaci 1000 ml wody
destylowanej zawierajgcej 15 g glukozy, 0,5 g wodorofosforanu (V) dipotasu, 122,2 mg siarczanu (VI)
magnezu, 150 mg chlorku wapnia, 4,1 mg siarczanu (VI) zelaza (lIl), 1,5 g azotanu (V) amonu, 3,95
mg siarczanu (VI) cynku, 0,25 g chlorku potasu, 4,79 mg siarczanu (VI) miedzi (1), 20,10 mg siarcza-
nu (V1) manganu (I1), 4,14 mg siarczanu (VI) kobaltu, 7,06 mg molibdenianu (VI) amonu i wyjsciowym
pH 5,0, stosujac 1 ml materiatu posiewowego na 100 ml podtoza, i prowadzono hodowle wstrzgsang
przy szybkosci obrotowej 180 minut?, przy stopniu wypetnienia kolb 20%, w zakresie temperatur 28—
32°C w czasie 252 godzin.

Dalej postepowano jak w przyktadzie 1. Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnosciach
[nkat/l]: lakaz — 820,2, peroksydaz ligninowych — 10,72, peroksydaz manganozaleznych — 0,95.

Przyktad 6

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 5 dni w temperaturze 30°C na, wysteryli-
zowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podtozu statym zawierajgcym 1000 czesci wago-
wych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5° Bx, 2 czesci wagowe ligniny alkalicznej, 0,6 cze$ci wagowych
gwajakolu i 20 czesci wagowych agaru, po czym sporzgdzono zawiesine zarodnikow tego szczepu
zmywajac skos agarowy 50 ml 0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowanym materiatem posiewowym
zaszczepiono, uprzednio wysterylizowane w temperaturze 121°C w czasie 20 minut, podtoze hodow-
lane w postaci 1000 ml wody destylowanej zawierajgcej 5 g glukozy, 0,5 g wodorofosforanu (V) dipo-
tasu, 366,6 mg siarczanu (VI) magnezu, 50 mg chlorku wapnia, 1,36 mg siarczanu (VI) zelaza (ll), 1,5
g azotanu (V) amonu, 3,95 mg siarczanu (VI) cynku, 0,25 g chlorku potasu, 1,6 mg siarczanu (VI)
miedzi (Il), 20,1 mg siarczanu (VI) manganu (Il), 1,37 mg siarczanu (VI) kobaltu, 7,1 mg molibdenianu
(VI) amonu i wyjsciowym pH 5,0, stosujgc 1 ml materiatu posiewowego na 100 ml podtoza i prowa-
dzono hodowle wstrzgsang przy szybkosci obrotowej 180 minut, przy stopniu wypetnienia kolb 10%,
w zakresie temperatur 28—-32°C w czasie 252 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1. Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnosciach
[nkat/l]: lakaz — 660, peroksydaz ligninowych — 2,39, peroksydaz manganozaleznych — 44,69.

Przyktad 7

Szczep Mucor hiemalis AK1211 uaktywniano w czasie 3 dni w temperaturze 32°C na, wysteryli-
zowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut podfozu statym zawierajgcym 1000 cze$ci wago-
wych brzeczki stodowej o stezeniu 8,5° Bx, 20 czeSci wagowych agaru, 3 czesci wagowe ligniny alka-
licznej i 0,8 czesci wagowych gwajakolu, po czym sporzadzono zawiesine zarodnikéw tego szczepu
zmywajac skos agarowy 50 ml 0,89% roztworu NaCl. Tak przygotowanym materiatem posiewowym
zaszczepiono, uprzednio wysterylizowane w temperaturze 121°C w czasie 20 minut, podtoze hodow-
lane w postaci 1000 ml wody destylowanej zawierajgcej 10 g glukozy, 1 g wodorofosforanu (V) dipota-
su, 244,4 mg siarczanu (VI) magnezu, 0,1 g chlorku wapnia, 2,73 mg siarczanu (VI) zelaza (Il), 3 g
azotanu (V) amonu, 2,81 mg siarczanu (VI) cynku, 0,5 g chlorku potasu, 3,2 mg siarczanu (VI) miedzi
(1), 40,21 mg siarczanu (VI) manganu (1), 2,69 mg siarczanu (VI) kobaltu, 4,71 mg molibdenianu (VI)
amonu i wyjsciowym pH 4,5, stosujgc 1 ml materiatu posiewowego na 100 ml podtoza i prowadzono
hodowle wstrzgsang przy szybkosci obrotowej 180 min-i, przy stopniu wypetnienia kolb 20%, w zakre-
sie temperatur 28-32°C w czasie 168 godzin. Ciecz pohodowlang otrzymang w wyniku hodowli prze-
sgczono pod zmniejszonym cisnieniem przez lejek Schotta ze spiekiem szklanym G3 i zageszczono
20-krotnie w obrotowej wyparce prézniowej w temperaturze 25°C przy szybkosci obrotowej wyparki 90
min2.

Uzyskano preparat enzymatyczny o aktywnos$ciach [nkat/l]: lakaz — 12361,2, perosydaz ligni-
nowych — 92,7, peroksydaz manganozaleznych — 33,6.



PL 227 785 B1 5

Zastrzezenie patentowe

1. Sposoéb otrzymywania preparatu enzymow oksydoredukcyjnych, zawierajgcego lakazy, pe-
roksydazy ligninowe i peroksydazy manganozalezne, w drodze hodowli szczepu grzyba
z rodzaju Mucor, polegajagcy na hodowli materiatu posiewowego na wysterylizowanym pod-
tozu zawierajgcym brzeczke stodowg, zaszczepieniu tym materiatem wysterylizowanego cie-
ktego podtoza produkcyjnego i prowadzeniu hodowli produkcyjnej wgtebnej w warunkach
sterylnych i po jej zakonczeniu wyodrebnieniu i zageszczeniu otrzymanej cieczy pohodowla-
nej, znamienny tym, ze stosuje sie szczep grzyba nitkowatego Mucor hiemalis AK1211,
z ktérego sporzgdza sie materiat posiewowy na, wysterylizowanym w temperaturze
118-122°C w czasie 20 minut, poditozu statym zawierajgcym na 1000 czesci wagowych
brzeczki stodowej o stezeniu 8,5° Bx 20 czesci wagowych agaru lub 20 czesci wagowych
agaru i 0,6-0,8 czesci wagowych gwajakolu, bgdz 20 czesci wagowych agaru, 2—-3 czesci
wagowych ligniny alkalicznej i 0,6-0,8 czesci wagowych gwajakolu, w temperaturze 28—-32°C
w czasie 3-5 dni, nastepnie zmywa sie skos agarowy 0,89% roztworem chlorku sodowego
i tak przygotowanym materiatem posiewowym szczepi sie, wysterylizowane w temperaturze
121°C w czasie 20 minut, ciekte podtoze produkcyjne zawierajace w 1000 ml wody destylo-
wanej 5-15 g glukozy, 0,5-1,0 g wodorofosforanu (V) dipotasu, 0,122—-0,366 g siarczanu (VI)
magnezu, 0,05-0,15 mg chlorku wapnia, 1,36—4,1 mg siarczanu (VI) zelaza (ll), 1,5-3 ¢
azotanu (V) amonu, 2,81-4,21 mg siarczanu (VI) cynku, 0,25-0,5 g chlorku potasu, 1,6—
4,79 mg siarczanu (VI) miedzi (ll), 20,1-40,21 mg siarczanu (VI) manganu (ll), 1,37-4,14 mg
siarczanu (VI) kobaltu, 4,71-7,1 mg molibdenianu (VI) amonu i wyj$sciowym pH 4,5-5,0, sto-
sujgc 1 ml materiatu posiewowego na 100 ml podtoza i prowadzi hodowle wstrzgsang na wy-
trzgsarce przy szybkosci obrotowej 150-220 min, przy stopniu wypetnienia kolb 15-25%,
w zakresie temperatur 28—-32°C w czasie 168—-252 godzin, a otrzymang ciecz pohodowlang
oddziela sie poprzez sgczenie pod zmniejszonym cisnieniem i otrzymany przesacz zagesz-
cza sie pod préznig w temperaturze 25°C.
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