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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTARUM POLONORUM
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia

ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu od 2002 roku.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii
drobnoustrojow, roslin i zwierzqt, z naciskiem na aspekty praktyczne.
Publikowane sq oryginalne prace badawcze a takze artykuly o charakterze
monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim ze streszczeniami

w obu jezykach. Wszystkie opisy rysunkow i tabel sq dwujezyczne.

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

0d 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalez¢ na stronie
www.acta.media.pl

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released
by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.
There are published both original research articles and monographs, in Polish
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists

in the field. This issue is also dominated by the application problems.

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et:
www.media.pl.

Editorial Team
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WPLYW WARUNKOW DEGRADACJI
POLISACHARYDOW SELOMY RZEPAKOWEJ
NA EFEKTYWNOSC POZYSKIWANIA
CUKROW FERMENTUJACYCH

Magdalena Swiatek, Matgorzata Lewandowska, Karolina Swiatek,
Wtodzimierz Bednarski

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Streszczenie. Przeprowadzono badania, ktorych celem bylo okreslenie wptywu alkalicz-
nej obrobki wstegpnej stomy rzepakowej na skutecznos$é hydrolizy enzymatycznej polisa-
charydéw. Doswiadczenia zaplanowano przy wykorzystaniu programu Statistica — plan
Box-Behnkena. Wielkos$ci wejsciowe stanowily nastgpujace zmienne: temperatura ob-
robki 60-80°C, czas 2-8 h, dodatek alkaliow (NaOH lub Ca(OH),) w proporcji: 0,05-0,2
g - g s.s. substratu. Wielko$¢ wyjsciowa, na podstawie ktorej okreslano efektywnos¢ ob-
robki badanego substratu, stanowito stezenie cukréw redukujacych uwalnianych podczas
sekwencyjnie prowadzonej 48-godzinnej hydrolizy enzymatycznej. Optymalizacja prze-
prowadzona na podstawie wartosci wyjsciowych wskazata nastgpujace parametry obrobki
wstepnej: stgzenie NaOH — 0,15 g - ¢! s.s. materiatu, temperatura — 72°C, czas — 6,6 h oraz:
stezenie Ca(OH), — 0,141 g - g s.s. materiatu, temperatura — 74°C, czas — 3,2 h, ktérych
zastosowanie pozwolilo na uzyskanie stezenia cukrow w hydrolizatach odpowiednio: 30,4
oraz 27,7 g - dm?.

Stowa kluczowe: lignoceluloza, stoma rzepakowa, obrobka wstgpna, hydroliza enzyma-
tyczna, bioetanol

WSTEP

Zwigkszenie produkcji rolniczej oraz stopnia przetworzenia surowcow rolno-spozyw-
czych wiaze si¢ ze wzrostem masy odpadow i produktow ubocznych. Wigkszo$¢ z nich
zawiera wszystkie zwiazki niezbgdne do rozwoju mikroorganizmow, tj. weglowodany,
biatka, tluszcze, witaminy i mikroelementy. Biorac to pod uwagg, atrakcyjnymi meto-
dami ich zagospodarowania sa metody biotechnologiczne, pozwalajace przeksztatci¢ je
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6 M. Swigtek i in.

w plynne nosniki energii, a takze sktadniki pasz lub nawozéw [Ledakowicz i Krzystek
2005, Taherzadeh i Karimi 2008].

Potencjat masowy slomy rzepakowej szacuje si¢ na 18 mln t/rok, co uzasadnia po-
szukiwanie mozliwosci jej zagospodarowania. Stoma rzepakowa jest jednak nisko ener-
getycznym materialem w porownaniu z weglem kamiennym i innymi surowcami ligno-
celulozowymi. Jednym z kryteriow jej atrakcyjnosci jako substratu lignocelulozowego
do produkcji bioetanolu jest fakt, ze odpady w postaci rzepaczanki sa w bardzo malym
stopniu zagospodarowane, relatywnie tanie i nisko ,,energodajne” w procesie bezposred-
niego spalania [Podkéwka 2004, http//:www.ekoenergia.pl].

Zainteresowanie problematyka wykorzystania odpadow z przetworstwa surowcow
ro$linnych w kierunku pozyskiwania alternatywnych no$nikow energii wynika ponadto
z powszechnej obawy o wzrost cen zywno$ci, poniewaz produkowane obecnie biopaliwa
I generacji wytwarzane sa glownie z surowcow takich jak: ziemniaki, zboza, buraki cu-
krowe. Jednoczesnie wymagania Unii Europejskiej dotyczace ich promocji wskazuja na
koniecznos¢ powigkszania produkcji bioetanolu w Polsce. Perspektywy jej rozwoju za-
réwno w Polsce, jak i na Swiecie wiaza si¢ z pojeciem ,,paliw II generacji”, do produkcji
ktérych wykorzystywane beda migdzy innymi materiaty lignocelulozowe, gtéwnie po-
chodzenia odpadowego. Wykorzystanie biomasy lignocelulozowej jako alternatywnego
odnawialnego zrodta energii moze by¢ sposobem na zwigkszenie bezpieczenstwa ener-
getycznego oraz sprzyja¢ bedzie zmniejszeniu emisji gazéw cieplarnianych i poprawie
stabilnosci cen paliw.

Obfitos¢ odpadowych surowcoéw lignocelulozowych czyni je potencjalnie niewyczer-
palnym zrédltem energii, jednakze proces ich przetwarzania charakteryzuje si¢ wysoka
kosztochtonnoscia i niska wydajnoscia w poréwnaniu z technologiami tradycyjnymi.
Biomasa roslinna, np. stoma, jest surowcem wymagajacym szczegolnego traktowania
W procesie przygotowania do fermentacji etanolowej. Wynika to z jej specyficznej bu-
dowy, w ktorej najistotniejsza role spetnia ochronna funkcja ligniny, $cisle powiazanej
z pozostatymi polimerami: celuloza i hemiceluloza. Celuloza — polimer glukozy oraz he-
miceluloza sktadajaca si¢ glownie z czasteczek galaktozy, mannozy, ksylozy i arabinozy
stanowia potencjalny substrat do efektywnego wykorzystania w procesach fermentacyj-
nych. Lignina — sktadajaca si¢ z pochodnych aromatycznych alkoholi fenolowych, takich
jak alkohol koniferylowy, synapinowy, kumarylowy, strukturalnie usieciowana wiazania-
mi estrowymi i weglowymi, jest wysoce skuteczng przeszkoda utrudniajaca wspomniane
przeznaczenie. Wymusza to konieczno$¢ stosowania wstegpnej obrobki substratu, ktora
w istotny sposob wptywa na przebieg kolejno prowadzonych etapow i decyduje o konco-
wej wydajnosci procesu produkeji bioetanolu [Sims i in. 2010, Hendriks i Zeeman 2009,
Zhang 2008].

W celu przeprowadzenia obréobki wstepnej surowcow lignocelulozowych wykorzy-
stuje si¢ metody fizyczne, fizykochemiczne, chemiczne oraz biologiczne. Dobor sposobu
postepowania decyduje o zakresie i intensywnosci przemian w obrgbie kompleksu ligno-
celulozowego. Roznice we wlasciwosciach fizycznych i chemicznych réznorodnej gamy
dostepnych substratéw determinuja konieczno$¢ opracowania technologii gwarantuja-
cych uzyskanie pozadanych efektéw przy minimalnych naktadach finansowych [Sanchez
i Cardona 2008].

Zastosowanie w procesie obrobki wstepnej tlenku wapnia, wodorotlenku wapnia,
amoniaku, wodorotlenku sodu, oddzialywajacych na wiazania estrowe pomiedzy ligning
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i pozostalymi polimerami oraz na acetylowe grupy hemiceluloz, powoduje czgsciowe
uplynnienie kompleksu oraz usunigcie znacznej czgsci ligniny. Konsekwencja tych zmian
jest zwigkszenie dostgpnosci celulozy w przypadku enzymow hydrolitycznych. Do glow-
nych zalet metod opartych na zastosowaniu alkaliéw naleza: mozliwos¢ prowadzenia
proceséw w temperaturze 20-25°C, mniejsza strata sacharydéw w poréwnaniu ze spo-
sobami wykorzystujacymi kwas siarkowy, a takze brak powstawania furfuralu i hydrok-
symetylofurfuralu (inhibitory procesu hydrolizy i fermentacji). Metody te sa przydatne
gtéwnie do obrobki pozostatosci rolniczych (np. stomy) [da Costa Sousa i in. 2009, Alvira
iin. 2010].

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy bylo ustalenie optymalnych warun-
kéw wstepnego przygotowania stomy rzepakowej, pozwalajacych na skuteczna degrada-
cje enzymatyczna polisacharydéow do cukréw fermentujacych, mozliwych do wykorzy-
stania przez drozdze w procesie fermentacji alkoholowe;j.

MATERIALY I METODY

Materiat doswiadczalny stanowita stoma rzepakowa (Brassica napus L. var. napus),
pochodzaca z Gospodarstwa Rolnego w Pacottowie AUREPIO AGRA sp. z 0.0., W postaci
wysuszonej, o zawartosci 92,6% suchej masy. Stome poddano procesowi kilkustopnio-
wego mielenia, kolejno w urzadzeniach: Tefal DPA 130 La Moulinette, Zelmer Symbio
Diana, mtynek zarnowy Krups typ GVX2, do poziomu rozdrobnienia 1-5 mm. Okre$lono
udziat poszczegblnych frakcji wtdkna w stomie rzepakowej, wykorzystujac urzadzenie
Fibertec™ 2010: oznaczenie zawarto$ci widokna neutralno-detergentowego NDF wedtug
Van Soest’a [AOAC 2002.04], oznaczenie zawartosci widkna kwasno-detergentowego
ADF oraz ligniny kwasno-detergentowej ADL [PN-EN ISO 13906]. Zawartos¢ celulozy
wyznaczono z roznicy pomigdzy udziatem frakcji ADF i ADL, natomiast zawartos¢ he-
micelulozy — z r6znicy pomigdzy udziatem frakcji NDF i ADF.

Stome¢ rzepakowa poddano chemicznej obrdobece, z zastosowaniem NaOH lub
Ca(OH), w proporcjach: 0,05-0,2 g - g' s.s. substratu, w temperaturze 60-80°C i w czasie
2-8 h. Doswiadczenia zaplanowano, wykorzystujac program STATISTICA (plan Bo-
x-Behnkena). Na podstawie wydajnosci hydrolizy enzymatycznej mierzonej stgzeniem
uwalnianych cukrow redukujacych przeprowadzono optymalizacje procesu, wykorzy-
stujac model powierzchni odpowiedzi. Na tej postawie wyznaczono warunki obrobki
wstepnej (temperaturg, czas, dodatek wodorotlenku wapnia lub sodu) pozwalajace uzy-
skac¢ najkorzystniejszy efekt, dla podanego zakresu parametrow. Stgzenie substratu li-
gnocelulozowego w zawiesinie ustalono na poziomie 10% s.s. (w/w), co gwarantowato
mozliwo$¢é mieszania medium w czasie reakcji. Po odpowiednim czasie obrobki prze-
prowadzono neutralizacj¢, doprowadzajac kwasowos¢ srodowiska do wartosci pH 5. Tak
przygotowany materiat byt substratem do sekwencyjnie prowadzonej hydrolizy enzyma-
tycznej. Reakcja przebiegata w temperaturze 50°C, w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci
500 cm?, zawierajacych 200 g medium reakcyjnego, z zastosowaniem wytrzasania (250
obr - min'; inkubator Innova 40, New Brunswick Scientific) przy uzyciu ustalonej kom-
pozycji trzech preparatdéw enzymatycznych firmy Novozymes: celulazy (Celluclast) — 15
FPU - g' s.s. stomy, celobiazy (Novozyme 188) — 30 CBU - g' s.s. stomy, ksylanazy
(Pentopan) — 15 FXU - g' s.s. stomy. Aktywno$¢ enzymow byta wyrazana nastepujaco:

Biotechnologia 10 (2) 2011



8 M. Swigtek i in.

1 FPU — dawka enzymu uwalniajaca 1 pmol glukozy z bibuly Whatman no. 1, w czasie
1 minuty, 1 CBU — dawka enzymu przeksztatcajaca 1umol celobiozy do 2 umoli glukozy
w czasie 1 minuty, 1 FXU — dawka enzymu uwalniajaca 1 pumol ksylozy w czasie 1 minu-
ty. Podczas hydrolizy zastosowano dodatek azydku sodu (0,1%) celem wyeliminowania
potencjalnych zakazen mikrobiologicznych. W czasie reakcji okresowo pobierano probki
do analizy. Efekty hydrolizy okreslano na podstawie stezenia uwolnionych cukréow redu-
kujacych, oznaczonych z wykorzystaniem odczynnika DNS (kwas 3,5-dinitrosalicylowy)
[Miller 1959]. Kontrolnie przeprowadzono réwniez hydroliz¢ enzymatyczna substratu
nie poddanego obrobce wstepnej.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 przedstawiono udziat celulozy, hemicelulozy i ligniny w suchej masie sto-
my rzepakowej. Zawarto$¢ celulozy i hemicelulozy tacznie w badanym surowcu ksztalto-
wata si¢ na poziomie ok. 52%, stanowiac potencjalny substrat do hydrolizy enzymatycz-
nej, a nastepnie fermentacji alkoholowe;.

Tabela 1. Udziat poszczegblnych frakcji stomy rzepakowej w % suchej substancji
Table 1. Content of different fractions of rape straw in percentage of dry matter

NDF* ADF** ADL*#** Celuloza Hem}celuloza
Cellulose Hemicellulose
61,86 56,19 9,60 46,59 5,67

*NDF — wtokno neutralno-detergentowe — neutral detergent fiber;
** ADF — wiokno kwasno-detergentowe — acid detergent fiber;
*** ADL — lignina kwasno-detergentowa — acid detergent lignin

Przeprowadzenie 48-godzinnej hydrolizy kontrolnej substratu natywnego pozwolito
na uzyskanie st¢zenia uwolnionych cukréw 9,3 g - dm?hydrolizatu, przy czym proces hy-
drolizy przebiegal najszybciej przez 12 h, po uptywie ktorych stezenie glukozy osiagngto
poziom 8,3 g - dm?, co stanowilo prawie 90% wartosci uzyskanej po 48 h. Wydajno$¢
hydrolizy sacharydow w odniesieniu do wartosci teoretycznej, wyznaczonej na podsta-
wie stezenia celulozy i hemicelulozy w materiale natywnym, osiagngta poziom zaledwie
16,0%.

Podobne rezultaty uzyskali Perez i in. [2008], ktorzy prowadzili badania nad optyma-
lizacja parametrow termohydrolizy we wstepnej degradacji stomy pszennej. Wydajnosé
hydrolizy polisacharydow substratu natywnego osiagneta poziom 13,0% teoretycznej
wydajnosci glukozy.

W badaniach Bak i in. [2009], ktorzy oceniali przydatno$¢ metody napromieniania
wiazka elektronéw do wstepnego traktowania stomy ryzowej, przeprowadzenie 120-go-
dzinnej hydrolizy enzymatycznej substratu natywnego skutkowato uzyskaniem wydaj-
nos$ci uwalnianej glukozy na poziomie 22,6%. Wyzsza o niespetna 7% wydajnos¢ mogta
by¢ spowodowana ponad 2-krotnie dtuzszym czasem hydrolizy oraz wigksza podatnoscia
na hydroliz¢ polisacharydow stomy ryzowej w pordwnaniu ze stoma rzepakowa.

Acta Sci. Pol.
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W wyniku przeprowadzenia serii do§wiadczen z wykorzystaniem substratu wstgpnie
traktowanego z udziatem NaOH zaobserwowano wyrazne zwigkszenie podatnosci poli-
sacharydéw na hydrolizg enzymatyczna (tab. 2).

Tabela 2. Efektywno$¢ 48-h hydrolizy enzymatycznej stomy rzepakowej w zalezno$ci od parame-
trow obrobki wstepnej wyznaczonych wg planu Box-Behnkena (15 uktadoéw)

Table 2. Effectiveness of 48-hour enzymatic hydrolysis of rape straw depending on pretreatment
parameters designated according to Box-Behnken plan (15 combinations)

Dodatek wodo- Stqzeme uwal.manych Ste;%eme uwal.manych
cukrow redukujacych po  cukrow redukujacych po
Tempera- rotlenku , . , -
. obrobcee z udziatem NaOH obrobcee z udziatem
Nr tura Czas sodu/wapnia . . . ..
o i i hydrolizie Ca(OH), i hydrolizie
uktadu [°C] [h] [g-g'ss.] 5 ST
: o, [g-dm?] [g-dm?]
Set Tempera-  Time Addition of . .
. . Concentration of released ~ Concentration of released
number ture sodium/calcium . .
. reducing sugars after pre- reducing sugars after
hydroxide . ;
(o' dm] treatment with NaOH pretreatment with Ca(OH),
g g dm and hydrolysis and hydrolysis
1 60 2 0,10 22,9 23,0
2 80 2 0,10 26,5 25,3
3 60 8 0,10 254 27,0
4 80 8 0,10 27,7 24,4
5 60 4 0,05 21,3 21,2
6 80 4 0,05 232 16,1
7 60 4 0,20 24,8 22,1
8 80 4 0,20 26,8 22,1
9 70 2 0,05 25,6 16,7
10 70 8 0,05 243 17,8
11 70 2 0,20 28,5 23,0
12 70 8 0,20 27,9 22,7
13 70 4 0,10 30,2 23,6
14 70 4 0,10 26,8 22,1
15 70 4 0,10 28,2 25,0

Dowodzi tego ok. 3-krotnie wyzsza zawarto$¢ cukrow redukujacych w poréwnaniu
z proba kontrolna uzyskana po 48 h procesu hydrolizy. Najwyzsze stgzenie uwolnionych
cukrow redukujacych (30,2 g - dm™ hydrolizatu) otrzymano przy zastosowaniu nastepu-
jacych parametrow wstepnego traktowania: stezenie NaOH — 0,1 g - g s.s. materiatu,
temperatura — 70°C, czas — 4 h. Najmniej korzystne okazato si¢ zastosowanie tagodnej
obrobki: stezenie NaOH — 0,05 g - ¢! s.s. materiatu, temperatura — 60°C, czas — 4 h — hy-
droliza substratu przygotowanego w tych warunkach pozwolita na uwolnienie zaledwie
21,3 g - dm™ cukréw redukujacych.

W doswiadczeniach przeprowadzonych z wykorzystaniem substratu po wstgpnym
trawieniu za pomoca Ca(OH), rowniez zaobserwowano zwigkszenie podatnosci na hy-
drolize¢ polisacharydow stomy rzepakowej, jednakze w mniejszym stopniu niz z udziatem
NaOH. Najwigksze st¢zenie glukozy uwolnionej podczas hydrolizy (27,0 g - dm hydro-

Biotechnologia 10 (2) 2011



10 M. Swigtek i in.

lizatu) uzyskano przy zastosowaniu nastgpujacych warunkow obrobki: stezenie Ca(OH),
—0,1 g- g's.s. materiatu, temperatura — 60°C, czas — 8 h.

Zastosowanie minimalnej dawki wodorotlenku wapnia — 0,05 g - g s.s. substratu —
spowodowato znaczne obnizenie efektywnosci hydrolizy enzymatycznej we wszystkich
badanych uktadach. Najnizsze stezenie cukrow redukujacych w hydrolizacie (16,1 g -
dm™) odnotowano dla surowca traktowanego w warunkach: stezenie Ca(OH), — 0,05 g -
g s.s. materiatu, temperatura — 80°C, czas — 4 h (tab. 2). We wszystkich eksperymentach
zaobserwowano gwattowny wzrost stezenia glukozy podczas pierwszych 12 godzin pro-
cesu, po ktorych nastgpowato zwolnienie tempa hydrolizy.

Na podstawie oceny efektow ANOVA przeprowadzonej z wykorzystaniem programu
STATISTICA stwierdzono, ze skuteczno$¢ obrobki wstgpnej z udziatem NaOH w naj-
wigkszym stopniu uzalezniona jest od zastosowanego st¢zenia wodorotlenku oraz tempe-
ratury, natomiast czas procesu odgrywa mniejsza role. Swiadczy o tym ksztalt plaszczyzn
dopasowania na rysunku 1 (1) — wygigcie ptaszczyzny w dwoéch kierunkach na rysunku
A wskazuje na istotny wplyw obu parametréw: stezenia NaOH i temperatury, natomiast
jednokierunkowe zatamanie na rysunkach B i C — dowodzi znacznie mniejszej zalezno$ci
skutecznosci obrobki substratu od czasu jej trwania.

Efektywno$¢ obrobki wstepnej z udziatem Ca(OH), w glownej mierze uzalezniona
jest od zastosowanego st¢zenia wodorotlenku, natomiast temperatura i czas procesu od-
grywaja mniejsza rolg. Potwierdza to ksztalt plaszczyzn dopasowania na rysunku 1 (2)
— jednokierunkowe wygigcie ptaszczyzny na rysunkach A i C wskazuje na istotny wplyw
stgzenia Ca(OH),, natomiast nieznaczne jednokierunkowe zatamanie na rysunku B — do-
wodzi mato istotnej zaleznos$ci skutecznosci obrobki od temperatury i czasu jej trwania.

Na podstawie uzyskanych rezultatéw przeprowadzono optymalizacjg procesu, wyko-
rzystujac model powierzchni odpowiedzi, w wyniku ktorej wyznaczone zostaty warunki
wstepnego traktowania pozwalajace uzyskaé najkorzystniejszy efekt przy badanym za-
kresie parametrow: stezenie NaOH — 0,15 g - g!' s.s. materiatu, temperatura — 72°C, czas —
6,6 h lub stgzenie Ca(OH), - 0,141 g - g s.s. materiatu, temperatura — 74°C, czas — 3,2 h.
Stezenie uwalnianej glukozy ze stomy potraktowanej taka obrobka osiagnegto poziom od-
powiednio 30,4 i 27,7 g - dm™ hydrolizatu i wartosci te byly wyzsze od wyznaczonych
aproksymowanych: 29,8 i 25,0 g - dm? (rys. 2).

Wydajnos¢ hydrolizy w odniesieniu do wartosci teoretycznej okreslonej na podstawie
zawartosci celulozy i hemiceluloz w materiale natywnym wyniosta 52,3 i 47,7%, odpo-
wiednio dla surowca traktowanego NaOH i Ca(OH),.

W badaniach prowadzonych przez Mclntosh i Vancov [2010] hydrolizg enzymatycz-
na stomy sorgo poprzedzono alkaliczng obrobka wstgpna substratu, stosujac zmienne wa-
runki procesu w zakresie: stgzenia NaOH (od 0 do 2,0% (w:v), temperatury (60 i 121°C)
oraz czasu jej trwania (30, 60 i 90 min). Sposrdéd badanych czynnikéw za najistotniej-
szy uznano wptyw temperatury obrdobki, a za optymalne uznano nastgpujace parame-
try wstgpnego traktowania: 121°C, 60 minut, stgzenie wodorotlenku sodu — 2,0% (w:v),
w wyniku zastosowania ktorych po hydrolizie uzyskano 0,799 g cukrow - g substratu.
Wydajnos$¢ uwalniania cukréw osiagnigta w tym doswiadczeniu byla korzystniejsza niz
w omawianej pracy i niewatpliwie byta rezultatem zastosowania wyzszej temperatury
obrobki, ktora jak wynika z przeprowadzonej optymalizacji, ma istotny wptyw na sku-
tecznos$¢ dziatania NaOH.

Acta Sci. Pol.
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Rys. 1. Schematy powierzchni odpowiedzi obrazujace wplyw temperatury, dawki NaOH (1) lub
Ca(OH), (2) i czasu obrobki na wydajnos¢ hydrolizy enzymatycznej stomy rzepakowe;
mierzonej stgzeniem cukrow redukujacych w hydrolizacie. A — czas 4,5 h, B — dodatek
NaOH lub Ca(OH), 0,11 g - g' s.s. substratu, C — temperatura 70°C

Fig. 1.

The response surface plots showing the influence of temperature, proportion of NaOH (1)

or Ca(OH), (2) and time of pretreatment on the efficiency of enzymatic hydrolysis of rape
straw, measured by reducing sugars concentration in hydrolysate. A — time 4,5 h, B — pro-
portion of NaOH or Ca(OH), 0,11 g - g' d.m. of substrate, C — temperature 70°C
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Rys. 2. Postgp hydrolizy slomy rzepakowej natywnej oraz po wstgpnej obrobce chemicznej
w wyznaczonych warunkach optymalnych (NaOH — 0,15 g - g s.s. materiatu, tempe-
ratura — 72°C, czas — 6,6 h; Ca(OH)2 — 0,141 g - g s.s. materiatu, temperatura — 74°C,
czas — 3,2 h), w trakcie 48 h do$wiadczenia, wyrazony st¢zeniem cukréw redukujacych
w hydrolizacie (§rednia dla dwoch powtorzen)

Fig. 2. The course of enzymatic hydrolysis of raw rape straw and rape straw after chemical pre-
treatment under estimated optimal conditions (NaOH — 0,15 g - g"' d.m. of material, tempe-
rature — 72°C, time — 6,6 h; Ca(OH)2 — 0,141 g - g"' d.m. of material, temperature — 74°C,
time — 3,2 h), during 48-hour experiment, expressed as reducing sugars concentration in
hydrolysate (an average of two replications)

Chen i in. [2009] uzyskali wydajnos¢ hydrolizy polisacharydow stomy kukurydzianej
wyzsza o okoto 30% (81,2%), po przeprowadzeniu obrobki w temperaturze 120°C, w 2%
roztworze NaOH i1 w czasie 30 min. Zastosowanie stosunkowo wysokiej temperatury
pozwolito na osiagnigcie korzystnych rezultatow, w znacznie krotszym czasie.

Zblizone rezultaty uzyskali natomiast Nlewem i Thrash [2010], ktorzy w procesie ob-
robki wstgpnej prosa rozgowego zastosowali wodorotlenek sodu w stezeniu 0,5% (w:v),
temperatur¢ 85-90°C i czas 1 h, otrzymujac po procesie 48-godzinnej sekwencyjnej hy-
drolizy enzymatycznej 0,31 g cukrow - g! biomasy. Material wyj$ciowy zawieral 65%
celulozy i hemicelulozy facznie, zatem wydajno§¢ uwolnionych cukréw w odniesieniu
do wartosci teoretycznej ksztattowata si¢ na poziomie ponizej 45%. Cytowani autorzy
w swoich badaniach wykazali, ze wzrost st¢zenia wodorotlenku byt odwrotnie proporcjo-
nalny do wydajnosci hydrolizy enzymatyczne;.

Saha i Cotta [2007] zastosowali wodorotlenek wapnia do obrébki wstegpnej stomy
pszennej. Trawienie substratu prowadzono w temperaturze 121°C, za pomoca Ca(OH),
w stezeniach (0,025, 0,051 0,1 g - g stomy) , w czasie 6, 30 lub 60 min. Zaobserwowa-
no, ze zarowno zwigkszenie dawki wodorotlenku wapnia, jak i wydtuzenie czasu obrobki
skutkowaty zwigkszeniem podatno$ci surowca na hydroliz¢ enzymatyczna, przy czym
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wplyw st¢zenia wodorotlenku, podobnie jak w naszych badaniach, okazat si¢ istotniejszy.
Za optymalne warunki obrobki stomy pszennej cytowani badacze uznali: 0,1 g Ca(OH),
- g'! stomy pszennej, 121°C, 60 minut, ktore pozwolily na uzyskanie wydajnosci uwal-
niania cukrow redukujacych 82%, jednakze po 2,5-krotnie dluzszym procesie hydrolizy
enzymatycznej (120 h, w poréwnaniu z prowadzona przez nas 48-godzinna hydrolizg).

Xu i in. [2010] oceniali efektywno$¢ obrobki wstepnej prosa rozgowego z wykorzy-
staniem wodorotlenku wapnia w temperaturze otoczenia. Przeprowadzono szereg eks-
perymentdéw hydrolizy, ktore poprzedzone byly alkaliczna obrobka wstepna substratu,
z zastosowaniem zmiennych warunkow procesu w zakresie: stezenia Ca(OH), (od 0,025
do 0,2 g - g'! substratu), temperatury (21, 50 i 121°C) oraz czasu trwania obrobki (od 0,25
do 168 h). Prowadzac proces wstgpnego traktowania surowca z dodatkiem wodorotlenku
wapnia w dawce 0,1 g - g'! substratu, w temperaturze 121°C maksymalne st¢zenie uwol-
nionych cukrow redukujacych (0,415 g - g substratu) uzyskano z materiatu po 0,5-go-
dzinnej obrobee. Zastosowanie tej samej dawki Ca(OH),, jednakze w nizszej temperaturze
—50121°C oraz w odpowiednio dtuzszym czasie — 24 1 96 h, pozwolito uzyska¢ podobne
rezultaty w prowadzonym sekwencyjnie procesie hydrolizy enzymatycznej — 0,433 oraz
0,412 g cukrow redukujacych - g! surowca. Wykazano ponadto, ze we wszystkich trzech
badanych temperaturach obrébki najkorzystniejsze okazato si¢ zastosowanie wodoro-
tlenku wapnia w dawce 0,1 g - g substratu. Za optymalne parametry procesu uznano:
stezenie Ca(OH), — 0,1 g - g biomasy, temperaturg — 50°C, czas — 24 h. Korzystniejsza
wydajno$¢ uwalniania cukréw mogta by¢ spowodowana wigksza podatno$cia na wstgpna
degradacjg i hydrolize polisacharydéw prosa rézgowego, w poréwnaniu ze stoma rzepa-
kowa, a takze zastosowaniem wyzszej temperatury obrobki oraz dluzszym jej czasem,
gdy byta prowadzona w tagodniejszych warunkach temperaturowych.

PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na konieczno$¢ stosowania obrobki
wstepnej w procesie przetwarzania surowcoOw lignocelulozowych oraz potwierdzaja
przydatno$¢ obrobki alkalicznej stomy, w szczegolnosci z udziatem NaOH, do wstepne;j
degradacji substratu lignocelulozowego, przygotowywanego do fermentacji etanolowe;.

Zastosowanie NaOH pozwolilo na uzyskanie korzystniejszych efektow niz z udzia-
tem Ca(OH),. Hydroliza enzymatyczna substratu po wstgpnej obrobce w warunkach
optymalnych wyznaczonych na podstawie powierzchni odpowiedzi (0,15 g NaOH - g
s.s. slomy rzepakowej, temperatura 72°C, czas 6,6 h) spowodowata uwolnienie 30,4 g
cukrow - dm> hydrolizatu po 48 h reakcji. Po hydrolizie sktadnikéw stomy po obrob-
ce z udziatem Ca(OH), w warunkach — 0,14 g Ca(OH), - g' s.s. substratu, 74°C, 3,2
h (wyznaczonych jak wyzej) osiagnigto 27,7 g cukrow - dm™ medium poreakcyjnego.
Skuteczno$¢ obrobki wstepnej z udziatem NaOH w gtoéwnej mierze uzalezniona jest od
zastosowanego dodatku wodorotlenku oraz temperatury, w mniejszym stopniu od czasu.
Z kolei efektywno$¢ obrobki wstepnej z udzialem Ca(OH), zalezy gtéwnie od wielkosci
dawki wodorotlenku, natomiast wptyw temperatury i czasu procesu jest mniej istotny.
Wydajno$¢ procesu hydrolizy enzymatycznej wyznaczona na podstawie udziatu dostep-
nej celulozy i hemiceluloz w materiale natywnym wyniosta odpowiednio: 52,3 1 47,7%
wartosci teoretycznej i byta wigksza od wydajnosci hydrolizy kontrolnej (16%), odpo-
wiednio: 3,3 i 2,9-krotnie.

Biotechnologia 10 (2) 2011



14 M. Swigtek i in.

PISMIENNICTWO

Alvira P., Tomas-Pejo E., Ballesteros M., Negro M.J., 2010, Pretreatment technologies for an effi-
cient bioethanol production process based on enzymatic hydrolysis: A review. Bioresour. Tech-
nol., 101, 4851-4861.

AOAC Official Method 2002.04 — Amylase-Treated Neutral Detergent Fiber.

Bak J.S., Ko J.K., Han Y.H., Lee B.C., Choi I.G., Kim K.H., 2009. Improved enzymatic hydroly-
sis yield of rice straw using electron beam irradiation pretreatment. Bioresour. Technol., 100,
1285-1290.

Chen M., Zhao J., Xia L., 2009. Comparison of four different chemical pretreatments of corn stover
for enhancing enzymatic digestibility. Biomass Bioenergy, 33, 1381-1385.

da Costa Sousa L., Chundawat S.P.S., Balan V., Dale B.E., 2009. ‘Cradle-to-grave’ assessment of
existing lignocellulose pretreatment technologies. Environmental Biotechnology 20, 339-347.

Hendriks A.T.W.M., Zeeman G., 2009. Pretreatments to enhance the digestibility of lignocellulosic
biomass. Bioresour. Technol., 100, 10—18.

http//:www.ekoenergia.pl

Ledakowicz S., Krzystek L., 2005. Wykorzystanie fermentacji metanowej w utylizacji odpadow
przemystu rolno-spozywczego. Biotechnologia, 3 (70), 165-183.

Mclntosh S., Vancov T., 2010. Enhanced enzyme saccharification of Sorghum bicolor straw using
dilute alkali pretreatment. Bioresour. Technol., 101, 6718-6727.

Miller G.L., 1959. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. Anal.
Chem., 31 (3), 426-428.

Nlewem K.C., Thrash Jr., M.E., 2010. Comparison of different pretreatment methods based on
residual lignin effect on the enzymatic hydrolysis of switchgrass. Bioresour. Technol., 101,
5426-5430.

Pérez J.A., Ballesteros 1., Ballesteros M., Saez F., Negro M.J., Manzanares P., 2008. Optimizing
Liquid Hot Water pretreatment conditions to enhance sugar recovery from wheat straw for fuel-
ethanol production. Fuel, 87, 3640-3647.

PN-EN ISO 13906 — Pasze — Oznaczanie zawarto$ci wtokna kwasnodetergentowego (ADF) i lig-
niny kwasnodetergentowej (ADL).

Podkowka W., 2004. Biopaliwo-Gliceryna-Pasza z rzepaku. Bydgoszcz, 3741, 194-206.

Saha B.C., Cotta M.A., 2007. Enzymatic hydrolysis and fermentation of lime pretreated wheat
straw to ethanol. J. Chem. Technol. Biotechnol., 82, 913-919.

Sanchez O.J., Cardona C.A., 2008. Trends in biotechnological production of fuel ethanol from dif-
ferent feedstocks. Bioresour. Technol., 99, 5270-5295.

Sims R.E.H., Mabee W., Saddler J.N., Taylor M., 2010. An overview of second generation biofuel
technologies. Bioresour. Technol., 101, 1570-1580.

Taherzadeh M.J., Karimi K., 2008. Pretreatment of Lignocellulosic Wastes to Improve Ethanol and
Biogas Production: A Review. Int. J. Mol. Sci., 9, 1621-1651.

Xu J., Cheng J.J., Sharma-Shivappa R.R., Burns J.C., 2010. Lime pretreatment of switchgrass at
mild temperatures for ethanol production. Bioresour. Technol., 101, 2900-2903.

Zhang Y.-H.P., 2008. Reviving the carbohydrate economy via multi-product lignocellulose biore-
fineries. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 35, 367-375.

Acta Sci. Pol.



Wphw warunkow degradacji polisacharydow stomy rzepakowej... 15

THE INFLUENCE OF DEGRADATION CONDITIONS OF RAPE STRAW
POLYSACCHARIDES ON FERMENTABLE SUGARS EFFICIENCY

Abstract. Research evaluating the impact of alkali pretreatment of rape straw on the ef-
fectiveness of enzymatic hydrolysis of polysaccharides was carried out. The experi-
ments were planned using Statistica program — a Box-Behnken design. The pretreatment
conditions tested were: temperature 60-80°C, reaction time 2—8 h and alkali (NaOH or
Ca(OH),) proportion 0,05-0,2 g - g d.m. of substrate. The effectiveness of the used meth-
ods was evaluated on the basis of the amount of reducing sugars released during subse-
quent 48-hour enzymatic hydrolysis. The optimization conducted based on reducing sugars
concentration indicated the following pretreatment conditions: NaOH in the proportion
0,15 g - g' d.m. of substrate, temperature 72°C, time 6,6 h and Ca(OH), in the proportion
0,141 g - g'' d.m. of substrate, temperature 74°C, time 3,2 h, which allowed to obtain reduc-
ing sugars concentration in hydrolysates 30,4 and 27,7 g - dm?, respectively.

Key words: lignocellulose, rape straw, pretreatment, enzymatic hydrolysis, bioethanol
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ZWIEKSZENIE ZDOLNOSCI BIOSYNTEZY
DIHYDROKSYACETONU PRZEZ BAKTERIE
GLUCONACETOBACTER XYLINUS ZA POMOCA
MUTAGENIZACJI PROMIENIOWANIEM UV

Stanistaw Btazejak, Lidia Stasiak-Ro6zanska, Krzysztof Markowski,
Edyta Lipinska

Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Wydziat Nauk o Zywnosci
SGGW w Warszawie

Streszczenie. Przeprowadzono badania nad wykorzystaniem promieniowania ultrafiole-
towego do otrzymania mutantow Gluconacetobacter xylinus. Celem pracy bylo uzyska-
nie szczepu G. xylinus o zwigkszonej zdolnosci biotransformacji glicerolu do dihydrok-
syacetonu (DHA). Zastosowano zréznicowane czasy ekspozycji szczepu rodzicielskiego
na promieniowanie UV, ktore wynosity 30, 45, 60 lub 90 sekund. Wyizolowane mutanty
wykorzystano do przeprowadzenia biotransformacji glicerolu w DHA. Produkty reakcji
oznaczono kolorymetrycznie przy dlugosci fali 550 nm. Najlepszy z mutantow syntetyzo-
wat 18,00 mg DHA - cm?, czyli 0 32% DHA - cm wiecej niz szczep rodzicielski.

Stowa kluczowe: Gluconacetobacter xylinus, mutagenizacja, promieniowanie UV, dihydroksy
aceton

WSTEP

Zdolnos¢ drobnoustrojow do przeprowadzania biotransformacji réznych zwiazkow
i wydzielania produktéw tych przemian jest cecha powszechnie wykorzystywana w wielu
galeziach przemyshu. Znalazta ona réwniez zastosowanie w produkcji dihydroksyacetonu
(DHA) [Ermi i in. 2006, Gitgens 2007]. Ten nietoksyczny zwiazek, ktory jest najprost-
sza znang ketotrioza, znajduje zastosowanie m.in. w przemysle kosmetycznym (aktywny
sktadnik preparatow brazujacych skore) [Schmid i in. 2007], spozywezym (suplement
diety, substancja stodzaca) [Obeid i in. 2006, Omar i in. 2005] oraz medycynie (leczenie
choroby vitiligo) [Misterska i in. 2009]. Dihydroksyaceton produkowany jest obecnie
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wylacznie metoda biotechnologiczna, ktora polega na czg¢§ciowym utlenianiu propano-
1,2,3-triolu (pot. glicerolu) przez wyselekcjonowane szczepy bakterii octowych [Dubin
i in. 2007, Erni i in. 2006]. Reakcja katalizowana jest przez dehydrogenazg glicerolowa
(GlyDH, EC 1.1.99.22) w warunkach optymalnych dla wzrostu bakterii octowych [Xu
i in. 2009]. Enzym ten jest zwiazany z blona cytoplazmatyczna bakterii, a jego centrum
aktywne umiejscowione jest w przestrzeni peryplazmatycznej. Taka lokalizacja pozwala
na bezposrednie wydzielanie produktu do srodowiska reakcji, bez udziatu mechanizmow
transportowych obecnych w komorce bakterii [Mishra i in. 2008, Gitgens i in. 2007].

Jednym z najwazniejszych zadan badawczych realizowanych przez biotechnologdéw
jest ciagla praca nad zwigkszaniem wydajno$ci biotransformacji prowadzonych przez
drobnoustroje. Wzrost st¢zenia otrzymywanych produktéw mozna uzyskaé poprzez se-
lekcje szczepow mikroorganizmow, dobor warunkow optymalnych dla procesu (tempera-
tury, sktadu podtoza, pH, stopnia napowietrzania), a takze modyfikacje genomu szczepow
rodzicielskich [Hu i in. 2010, Xu i in. 2009, Gétgens i in. 2007]. Indukcja zmian w kodzie
genetycznym bakterii moze powodowac zwigkszenie produkcji pozadanych substancji.
Mutacje wystepuja w sSrodowisku naturalnym z bardzo niska czgstotliwoscia [Gniewosz
2003]. Mozna ja zwigkszy¢ przez zastosowanie czynnikow mutagennych — chemicznych
lub fizycznych [Hu i in. 2010, Gétgens i in. 2007]. Jednym z fizycznych czynnikow indu-
kujacych mutacjg jest promieniowanie ultrafioletowe [Hu i in. 2010].

CEL

Celem pracy byto zwigkszenie zdolnosci biosyntezy dihydroksyacetonu przez bakte-
rie octowe z gatunku Gluconacetobacter xylinus w wyniku mutagenizacji promieniowa-
niem UV.

MATERIALY I METODY

W badaniach zastosowano szczep bakterii octowych Gluconacetobacter xylinus
nr 125 pochodzacy z Kolekceji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Zaktadu Mikro-
biologii Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie.

Podloza

Podtoze state do wzrostu G. xylinus: Wort Agat Merck, nr kat.: 1.05448.0500, wzbogaco-
ne kwasem octowym 10 g - dm= oraz alkoholem etylowym 30 g-dm?.

Podtoze ptynne do namnazania G. xylinus: ekstrakt drozdzowy 30 g-dm=, alkohol ety-
lowy 20 g-dm?,

Podtoze ptynne do aktywacji GlyDH: glicerol 20 g-dm?, ekstrakt drozdzowy 5 g-dm?,
(NH,),SO, 5 g-dm".

Podtoze state do selekcji mutantéw: agar 20 g-dm, (NH,),SO, 7,5 g-dm?, ekstrakt
drozdzowy 5 g-dm™, KH,PO, 2,5 g-dm?, glicerol 50 lub 100 g - dm™.

Podtoze do biotransformacji: glicerol 10 g-dm?, (NH,),SO, 7,5 g-dm?, ekstrakt droz-
dzowy 5 g-dm, KH,PO, 2,5 g-dm"”.

Kwasowos¢ czynna wszystkich podtozy wynosita 5,0.
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Warunki hodowli oraz biotransformacji

Hodowlg namnazajaca komorek G. xylinus (szczepu dzikiego oraz mutantow) prowa-
dzono w objetosci 50 cm? podtoza w temperaturze 28°C przez 24 godziny na wytrzasarce
posuwisto-zwrotnej (200 rpm). Nastepnie przenoszono 1% v/v zawiesiny komorek G. xy-
linus do 50 cm? podtoza aktywujacego GlyDH i inkubowano w temperaturze 28°C przez
48 godzin. Po tym czasie pobierano 2% v/v zawiesiny i prowadzono biotransformacjg
w objetosci 50 cm® w temperaturze 28°C przez 96 godzin metoda wstrzasana.

Mutagenizacja G. xylinus promieniowaniem UV

W celu ustalenia liczby zywych komorek bakterii, znajdujacych si¢ w 1 cm*® hodowli
namnazajacej (jtk - cm?), wykonano posiewy powierzchniowe z rozcienczen 10 —-10°
w trzech rownolegltych powtdrzeniach. Mutagenizacji poddano 1 cm? zawiesiny komorek
G. xylinus, pochodzacych z 24-godzinnej hodowli namnazajacej, rozciefniczonej w zakre-
sie 10*—10°razy. Probg traktowano promieniowaniem UV o dtugosci fali 254 nm przez
czas 30, 45, 60 lub 90 sekund (czas ustalony doswiadczalnie, wyniki niepublikowane).
Zrodlem promieniowania byta lampa typu PHILIPS TUV 30 W/G30T8 oddalona od pro-
by 0 45 cm. Po tym czasie proby inkubowano w ciemni przez 45 minut w celu uniemozli-
wienia fotoreaktywacji. Nastgpnie 0,1 cm® zmutagenizowanej zawiesiny bakterii posiano
na podtoze state i inkubowano przez 72 godziny w temperaturze 28°C. Obliczono procen-
towa przezywalno$¢ komoérek G. xylinus w probach poddanych mutacji w poréwnaniu
z proba kontrolna, na ktora nie dziatano promieniami UV. Do dalszych badan wybrano
potencjalne mutanty, ktorych przezywalno$¢ miescila si¢ w przedziale 1-5% [Gniewosz
2003].

Selekcja mutantow

Kierujac si¢ wlasciwosciami redukujacymi DHA, do selekcji mutantéw zastosowano
szybka metodg oceny zdolnosci wytwarzania dihydroksyacetonu. Zasada metody opiera-
fa si¢ na barwnej reakcji DHA z jonami miedzi obecnymi w odczynniku Fehlinga. Wybra-
ne (potencjalne) mutanty wysiano powierzchniowo na podtoze state selekcyjne. Posiewy
wykonano w dwoch seriach, pierwsza inkubowano przez trzy doby, a druga dwa razy
dtuzej. Otrzymane po inkubacji kolonie pokrywano warstwa odczynnika Fehlinga i ob-
serwowano zmiang barwy odczynnika z niebieskiej na z6tta, co $wiadczyto o obecnosci
DHA w podtozu. Na podstawie wielkosci stref zabarwienia oraz intensywnosci barwy
okreslono potencjalne zdolno$ci produkcji dihydroksyacetonu. Do dalszych badan wy-
brano szczepy bakterii, ktore byly otoczone najwigksza strefa zabarwienia o intensywnie
z6ltej barwie.

Oznaczanie stezenia DHA

Stezenie DHA w podtozu produkcyjnym oznaczono metoda spektrofotometryczng
[Tk&€ i in. 2001]. Probe o objetosci 2 cm? taczono z taka sama objetoscia kwasu 3,5-di-
nitrosalicylowego. Mieszaning inkubowano w temperaturze 100°C. W tym czasie DHA
redukowat grupy nitrowe kwasu 3,5-dinitrosalicylowego do grup aminowych, a sam utle-
nial si¢ do kwasu 1,3-dihydroksypropionowego. Aminowe pochodne utworzone podczas
tej reakcji zabarwiaja roztwor na pomaranczowo. Intensywno$¢ zabarwienia zalezata od
stezenia DHA w probie. Absorbancj¢ roztworow mierzono przy dlugosci fali 550 nm
i przeliczano na stezenie DHA wyrazone w mg-cm?, kKorzystajac z rOwnania regresji
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(y = 0,0005x — 0,0539, gdzie y — absorbancja, x — stezenie DHA pg-cm?), charakte-
ryzujacego krzywa standardowa sporzadzona na podstawie pomiaru absorbancji stan-
dardowych roztworow DHA o stezeniach 100-1100 pg-cm?. Oznaczenia wykonano
w 3 seriach, kazdy pomiar w 3 réwnolegtych powtorzeniach.

WYNIKI I DYSKUSJA

Bakterie G. xylinus poddane mutagenizacji wykazaty wysoka wrazliwo$¢ na dziatanie
promieniowania UV. Liczbg przezywajacych bakterii po dziataniu promieniowania UV
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Liczba jtk - cm™ zawiesiny G. xylinus po mutagenizacji promieniowaniem UV
Table 1. Number of colony forming units per cm* (ncf-cm™) suspension G. xylinus after UV

mutagenization
 Czas mutagen. [sek ] 0 30 | 45 | 60 | 90
Time of mutagenization [s]
Rozcieniczenia Liczba jtk - cm®
Dilutions (ncf- ecm?)

>300 | >300 | >300 | >300 | 94

10 >300 | >300 | >300 | >300 | 80
>300 | >300 | >300 | >300 | 169

>300 0 11 >300 | 46

10° >300 0 8 279 68

>300 0 13 196 88

81 21 3 0 3

10¢ 90 25 0 0 5

69 15 2 0 2

Do dalszych badan wybrano 15 czystych kultur bakterii G. xylinus o najwyzszym
prawdopodobienstwie wystapienia mutacji. Bakterie pobrano z ptytek, na ktorych nasta-
pita najwigksza redukcja liczebno$ci komoérek (45 sek. UV; R=10¢, 90 sek. UV; R=10).
Na podstawie otrzymanych wynikéw (tab. 1) mozna stwierdzié, ze zastosowany czas mu-
tagenizacji byt wystarczajacy do zredukowania przezywalnosci bakterii do zatoZzonego
poziomu 1-5%. Wybrane (potencjalne) mutanty przesiano na podtoze selekcyjne. Do dal-
szych badan wybrano cztery szczepy (oznaczone A, B, C, D), wokot ktorych zaobserwo-
wano najwigksza strefe zabarwienia podtoza po reakcji z odczynnikiem Fehlinga. Ostat-
ni etap badan obejmowat biotransformacjg glicerolu do DHA przez szczep rodzicielski
oraz mutanty A, B, C i D. Zmiany stezenia dihydroksyacetonu podczas 96-godzinnego
procesu biotransformacji glicerolu z udziatem komorek rodzicielskiego szczepu bakterii
G. xylinus oraz komorek mutantow przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Zmiany stgzenia dihydroksyacetonu w podtozach produkcyjnych podczas biotransforma-
cji glicerolu przez rodzicielski szczep G. xylinus oraz mutanty A, B, C, D

Fig. 1. Changes in DHA concentration in media during the biotransformation of glycerol by the
wild type strain G. xylinus and mutants A, B, C, D

Po zakonczeniu pierwszej doby procesu stezenie DHA w podlozach ze szczepami
zmutowanymi A, B lub C wynosito blisko 2 mg - cm?. W tym samym czasie szczep dziki
oraz mutant D nie wykazywaly jeszcze zdolnosci do produkcji DHA (rys. 1). W ko-
lejnych godzinach biotransformacji zaobserwowano wyrazne oraz istotne statystycznie
réznice pomigdzy zawartoscia dihydroksyacetonu w podlozach z poszczegdlnymi szcze-
pami. Mutanty A oraz B wykazaty podobna zdolno$¢ produkcji DHA, ktéra byta istotnie
wigksza w porownaniu ze szczepem rodzicielskim. Po 72 godzinach reakcji zawartos¢
DHA wytworzona przez szczep rodzicielski wynosita 7,2 mg - cm?. W tym samym czasie
komorki mutantow A i B uwolnity do podtoza odpowiednio 9,45 i 9,5 mg DHA - cm™.
Po 96 godzinach reakcji stgzenie DHA w podtozach produkcyjnych byto najwyzsze dla
mutanta C i wynosito 18 mg-cm?, a dla mutanta B 14 mg - cm?, podczas gdy szczep ro-
dzicielski wytworzyt 13,6 mg - cm?, natomiast mutant A 12,5 mg - cm™. Najnizsze stg¢ze-
nie dihydroksyacetonu (10 mg - cm™) uzyskano w wyniku biotransformacji prowadzonej
z uzyciem mutanta D, dlatego przypuszcza sig, ze szczep ten w krotkim czasie utracit
cechy pozyskane w wyniku mutacji.

Mutacja innego szczepu bakterii octowych Gluconobacter oxydans, wykorzystujaca
promieniowanie UV, pozwolita uzyskac¢ szczep, ktory w podiozu z poczatkowa zawarto-
$cia glicerolu 2,5 g - dm™ przeksztalcit ten substrat w DHA z przeszto 90% wydajnoscia po
72 godzinach biotransformacji [Hu i in. 2010]. Wysoka wydajnos$¢ biosyntezy DHA
miata zwiazek w warunkami procesu, bowiem miat on charakter pélciagly i przebiegat
w bioreaktorze, ktory zapewniat dostarczenie odpowiedniej porcji tlenu, niezbgdnej do
podtrzymania aktywnosci metabolicznej bakterii. Inna mutacja [Li i in. 2010], polegata
na wprowadzeniu do komorek Gluconobacter oxydans plazmidu, ktory zawierat gen ko-
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dujacy hemoglobing. Taka modyfikacja pozwolita na obnizenie zapotrzebowania na tlen
podczas hodowli zmutowanych bakterii. St¢zenie DHA uzyskane w wyniku biotransfor-
macji glicerolu prowadzonej z udziatem szczepu zmutowanego wynosito ok. 7 mg - cm.
Szczep rodzicielski wytworzyl w tym czasie ok. 5 mg DHA - cm™ podioza, w ktérym
poczatkowe stezenie glicerolu wynosito 8 g-dm?, temperatura procesu 30°C, a pH 6,0
[Liiin. 2010].

Z przeprowadzonych w minionych latach doswiadczen [Ma i in. 2010] wynika, ze
poczatkowe stgzenie glicerolu w podtozu produkecyjnym, ktore jest optymalne do wzro-
stu bakterii octowych i produkcji DHA, powinno wynosi¢ 20-50 g-dm>. Stosowanie
wyzszych dawek substratu powoduje ostabienie wzrostu bakterii na skutek stresu hipe-
rosmotycznego. Dodatkowo stwierdzono, ze zawarto$¢ glicerolu rzedu 90-120 g - dm
uniemozliwia syntez¢ DHA [Ma i in. 2010]. Jednak prezentowane w niniejszej pracy wy-
niki badan sugeruja,ze aktywno$¢ metaboliczna uzyskanych mutantow (A, B, C), a tak-
ze szczepu dzikiego, nie byta hamowana przez wysokie poczatkowe stezenie substra-
tu w podtozu. Uzyskane wyniki doswiadczen pozwalaja przypuszczaé, ze zastosowana
dawka promieniowania UV wywotala zmiany w genomie bakterii G. xylinus. W wyniku
mutacji uzyskano st¢zenie DHA wigksze o 32% w porownaniu ze szczepem rodziciel-
skim. Zmiany te mogly by¢ efektem mutacji punktowych, powodujacych przesunigcie
ramki odczytu [Schlegel 2004] lub innych.

PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja wnioskowaé, ze mutacja z wykorzysta-
niem promieniowania UV moze by¢ skutecznym sposobem zwigkszenia zdolnosci utle-
niania glicerolu do dihydroksyacetonu o 32% przez bakterie octowe z gatunku G. xylinus.
Czas dziatania czynnika mutagennego (45, 90 sek.) na komorki bakterii byt wystarczaja-
cy, aby wywotaé¢ zmiany w genomie tych mikroorganizmoéow. Dodatkowo mozna stwier-
dzi¢, ze zaproponowana w pracy szybka metoda weryfikacji zdolno$ci produkcji DHA,
przebiegajaca z uzyciem odczynnika Fehlinga, moze by¢ stosowana do wstepnej selekcji
mutantéw pod katem ich zdolno$ci do wytwarzania DHA.
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INCREASE THE ABILITY OF BIOSYNTHESIS
OF DIHYDROXYACETONE BY GLUCONACETOBACTER XYLINUS
BY UV MUTAGENESIS

Abstract. UV mutagenesis was used to obtain Gluconacetobacter xylinus mutants. The
aim of this study was to attain a mutant able to produce high concentration of dihydroxya-
cetone. Exposure times were set to: 30, 45, 60 and 90 seconds. Mutants were isolated. The
biotransformation of glycerol to DHA with use of these mutants was detected spectrophoto-
metrically at 550 nm. The most active mutants was synthesizing 18,00 mg DHA - cm, what
was 32% DHA - cm™ more than the wiled type strain.

Key words: Gluconacetobacter xylinus, mutagenesis, UV radiation, dihydroxyacetone
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Abstract. Indigenous bacteria in the natural environment can product a wide range of me-
tabolites more efficiently. The aim of this work was to isolate from the natural environment
non-pathogenic Clostridium strains that are able to convert glycerol to 1,3-propanediol and
other metabolites of potential uses in industry. The effective methods of selection and main-
tenance of anaerobic cultures in the laboratory conditions were also investigated. Samples
were pre-cultured on modified PY medium consisted 50 g/l of glycerol. Isolated colonies
growth on TSC medium were screened on the basis of morphological characters typical for
Clostridium sp. Isolated bacterial strains were allowed to growth in selective media such as
RCM and modified PY. The metabolites of bacteria were investigated by the HPLC tech-
nique. The bacteria strains were identified by 16S rRNA technique. The highest percentage
of isolates of the genus Clostridium were obtained from excrements of animals, compost,
and silages. Nearly 60% were able to convert glycerol to 1,3-propanediol. The highest ca-
pacity for utilization of glycerol to 1,3-propanediol was observed in case of the species of
Clostridium bifermentans and Clostridium sordelli. The most of examined microflora were
also able to short-chain organic acids and ethanol synthesis.

Key words: Clostridium spp., isolation, 1,3-propanediol, microflora of natural environ-
ment, short-chain organic acids

INTRODUCTION

The natural environment offers microorganisms which may be used in many branches
of industry. Isolation of such microflora and investigation the possibility of its industrial
application is an important step to replace the chemical synthesis by the biotechnological
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processes. The chemical syntheses generate a lot of by-products which pollute natural en-
vironment. Moreover, it is lack of specificity. These problems can be overcome by using
the biotechnological methods [Kaeberlein et al. 2002].

Strains isolated from the natural environment (bottom sediments, composts, soils,
and excrements of domestic and wild animals) posses metabolites production capability.
Many microbial strains, capable of industry useful metabolites production, are available
commercially, among other from the ATTC collection. However, indigenous bacteria in
the soil can product a wide range of metabolites more efficiently [Lopez et al. 2004]. An
example of the end-products for different microorganisms during glycerol degradation
are presented in the Figure 1.
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Fig. 1. The end-products from the conversion of glycerol by microbiological way [da Silva et al.
2009]
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Rys. 1. Produkty koncowe mikrobiologicznej konwersji glicerolu [da Silva et al. 2009]

An important group of environmental microorganisms is Clostridium spp. The
clostridia are a heterogeneous group of bacteria which share a small number of com-
mon features: they are anaerobic, Gram-positive, endospore-forming rods, without the
capacity for dissimulator sulfate reduction. The species have wide biotechnological po-
tential, among other in the conversion of renewable biomass to commodity chemicals,
and in produce potent toxins which are causative agents of disease. Clostridia are able
to metabolize an extremely wide range of organic molecules, among others sugars and
other carbohydrates, organic acids, alcohols, aromatic compound, amino acids, amines,
purines, and pyrimidine. They can be use to solvent (butane, acetone, and ethanol) and
acids (succinic, acetic, butyric, and lactic) produce [Mitchell 2001]. The Clostridium sp.
are also able to 1,3-propanediol (1,3-PD) biosynthesis. 1,3-PD, a typical product of glyc-
erol fermentation. It is one of the most interesting raw materials for chemical industries
due to its wide use in different fields, e.g. it is a valuable chemical intermediate applied in
organic synthesis. It is also used as a monomer for the production of biodegradable poly-
mers (polyesters, polyether, polyurethanes, etc.), cosmetics, lubricants, medicines, and as
an intermediate for the synthesis of heterocyclic compounds [Menzel et al. 1997, Biebl et
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al. 1999, Katrlik et al. 2007]. Recently, 1,3-PD is also used as a monomer to synthesize
a new type of a polyester — polytrimethylene terephthalate [Biebl et al. 1999, Zeng and
Biebl 2002, Liu et al. 2007, Zhang et al. 2007].

The aim of this work was to isolate from the natural environment non-pathogenic
Clostridium strains that are able to convert glycerol to 1,3-PD and other metabolites of
potential uses in industry. The effective methods of selection and maintenance of anaero-
bic cultures in the laboratory conditions were also investigated.

MATERIALS AND METHODS

Collection of samples

Samples from excrements of animals and composts, composts and silages, samples
from biogas works, soils, active sludge, rivers’ sludge and wastes from food industry
were collected from the Wielkopolska District during January — December 2010. Samples
were collected in sterile plastic jars and stored in refrigerator until experimentations.

Isolation of microorganisms and maintenance of cultures

Samples were pre-cultured on modified PY medium according to Biebl and Spoer
[2002]. The modified PY medium consisted of (g/l): BactoPeptone 10; yeast extract
10; glycerol 50; CaCl,, MgSO, x 7H,0 0.96; K,HPO, 2; NaHCO, 20; NaCl 4. The pre-
cultivation step was conducted under anaerobic condition using Anaerobic Jar with Gas
Generating Kit (Oxoid, UK) at 30°C for 7days. After incubation period, samples were
pretreated at 80°C for 12 min., diluted with sterile solution of sodium chloride and then
spread onto TSC agar plates (Biocorp, Poland). The plates were incubated for 24 h under
anaerobic condition using Anaerobic Jar with Gas Generating Kit (Oxoid, UK) at the
temperature of 30°C. Isolated colonies were screened on the basis of morphological char-
acters (black colonies or black with a 2-4mm opaque white zone surrounding the colonies
as a result of lecthinase activity). To make pure culture and maintain culture conditions
for the bacteria, screened colonies were transferred on both TSC agar plates (BIOCORP,
Poland) and RCM broth (BIOCORP, Poland).

Screening of bacterial isolates for producing 1,3-PD

Isolated bacterial strains were allowed to growth in modified PY medium for 7 days
at 30°C. After incubation period the broths were centrifuged at 3000 rpm for 10 min. The
cell free supernatants was collected and used for estimation of 1,3-PD production via high
liquid performance chromatography (HPLC) technique. In the experiments Hewlett Pack-
ard system consisted of autosampler, pump and refractive index detector was carried out.
Analysis were performed isocratically at flow rate 0.6ml/min. at 65°C, on column Aminex
HPX-87H 300x7.8 (BIO-RAD). 0.5mN H_SO, as a mobile phase was used. Standards
were applied to identify peaks in chromatograms, and peak areas were used to determine
the samples concentration. It was conducted by computer integration (ChemStation, Agi-
lent) operated in the mode of external standards.

Sequencing and phylogenetic analysis

Total DNA from bacteria was extracted using Genomie Mini AX Bacteria Kit (A&A
Biotechnology, Gdansk, Poland) after initial incubation in 50 mg/mL lysozyme (Sigma)
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for 1 h at 37°C. Sequences encoding small subunit of rRNA were amplified in PCR re-
action using primers SDBact0008aS20 and SUniv1492bA21 [Suau et al.1999]. PCR
products were purified using Clean-up Kit (A&A Biotechnology, Gdansk, Poland) and
sequenced at Genomed, Warszawa, Poland with primers used for PCR and additionally for
inner sequence with GTGCCAGCMGCCGCCCTAA primer. Obtained sequences were
arranged into contigs and identified in BLAST service of the GenBank database [Altschul
etal. 1990].

RESULTS AND DISCUSSION

Despite a wide range available selective media for isolating specific groups of bacte-
ria from food and clinical samples, there are relatively few media available for isolation
anaerobic microflora colonizing natural samples. George et al. [1979], Karasawa et al.
[1995], Barbirato et al. [1998], and Biebl and Spoer [2002] made an effort to developing
media for Clostridium sp. However to date no medium has been extensively examined and
accepted for routine isolation and maintenance of environmental isolates in laboratory. In
this study, different plating media and different enrichment selective broths were tested
according to their ability for isolation and enumeration of anaerobic bacteria of the genus
of Clostridium from natural samples (our unpublished data). However, the procedure that
gave the highest yield of isolates of Clostridium spp. from each tested samples consisted of
selective enrichment PY and RCM broths followed by plating out onto TSC agar.

In the work all tested natural samples yielded Clostridium spp. isolates (Tab. 1). The
highest percentage of isolates of the genus of Clostridium came from excrements of animals
(726 isolates) and composts and silages (774 isolates). In addition in our study all bacterial
strains were tested for their ability to grow with glycerol in the medium and to converse
this substract to 1,3-PD. Of 2278 isolates tested nearly 60% fermented glycerol to 1,3-PD.
Excrements of animals as well as compost and silages contained the highest number of
isolates able to produce 1,3-PD (Tab. 1). Amplification and sequence analysis showed that
all 1,3-PD-positive strains have a molecular profile consistent with Clostridium spp. (ap-
proximately 98% confidence). Isolates of the highest capacity for utilization of glycerol
to 1,3-PD belonged to the species of Clostridium bifermentans and Clostridium sordelli.
Interestingly, the glycerol fermentation by these species has not been investigated.

In the study we also aimed to characterize the products of glycerol fermentation by
examined Clostridium bifermentans and Clostridium sordelli. The work of Papaniko-
lau et al. [2004], Gonzalez-Pajuelo et al. [2006], and Rehman et al. [2008] concluded
that Clostridium acetobutylicum, Clostridium butyricum, and Clostridium pasteurianum
obtained from the culture collection are able to convert glycerol to 1,3-PD and other
metabolites, such as ethanol, acetic and butyric acids on the high level. In the literature
there are any information concerns 1,3-PD production by microflora existed in natural
environment. It is high probability that wild strains can product above mentioned meta-
bolites in highest level.
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Table 1. Samples processed and obtained isolates
Tabela 1. Zrodta pozyskania izolatow

No of 1,3-PD-positive isolates
Materials No of isolates of Clostridium spp of Clostridium spp.
Zrédto izolacji Liczba izolatow Clostridium spp.  Liczba izolatow Clostridium spp.
zdolnych do syntezy 1,3-PD

excrements of animals 726 480
odchody zwierzece
composts and silages 774 473
komposty i oborniki
samples from biogas works 256 122
proby z biogazowni
soils 243 141
gleby
active sludge 225 97
osady czynne
rivers’ sludge 31 9
osady rzeczne
wastes from food industry 23 22

odpady z przem. spozywczego

Total 2278 1344
Calkowicie

Table 2 performs the amounts of products formed per gram of glycerol fermented by
selected microflora. 1,3-PD was the main product, but acetic acid, lactic acid, formic acid
and ethanol were also formed. Isolates of Clostridium bifermentans obtained from silages
showed 1,3-PD production at the level of approximately 9.8 g/I. These two isolates pos-
sess also ability to produce the lactic acid. The production of the lactic acid metabolite
exceeded the value of 8,0 g/l. In most cases the production of 1,3-PD by isolates of
Clostridium bifermentans obtained from soil crossed the value of 11.0 g/l, whereas the
lactic acid was synthesized at lesser amount (Tab. 2). During glycerol fermentation these
strains produced also acetic and formic acids. Similar trend was observed for Clostridium
sordelli. The products of glycerol fermentation composed mainly of 1,3-PD (7.31 g/I) and
lactic acid (5.21 g/1). In this experiment the amount of acetic acid, formic acid and ethanol
crossed the level of 1.0g/1 (Tab. 2). As it was mentioned, some bacteria strains, but only a
few of all, are able to 1,3-PD biosynthesis. The conversion of glycerol to 1,3-PD is neces-
sary for them because it provides energy for cell growth [Biebl et al. 1999]. Production of
organic acids by microorganisms plays a key role in the process of controlling of appear-
ance of other genus of bacteria in particular environment [Ishii et al. 2000]. Siragusa and
Dickson [1992] stated that a small amount of short-chain organic acids reduced growth
of coexisting non sporogenes microflora.
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Table 2. Profile of metabolites of glycerol fermentation by selected Clostridium spp.
Tabela 2. Profil metaboliczny fermentacji glicerolu przez wybrane szczepy Clostridium

. S.ourc§ of Lactic acid  Formic acid L Ethanol
Strain isolation Acetic acid
P 1,3-PD Kwas Kwas [e/1]
Szczep Zrodto R Kwas octowy
. . mlekowy mrowkowy Etanol
izolacji
Clostridium silage 8.71 4.58 1.13 1.48 243
bifermentans obornik
Clostridium silage 10.18 8.67 2.34 3.73 0.49
bifermentans obornik
Clostridium silage 9.78 8.19 1.94 3.81 nd
bifermentans obornik
Clostridium soil 16.98 3.23 0.28 1.46 0.46
bifermentans gleba
Clostridium soil 14.89 6.66 1.36 3.04 0.44
bifermentans gleba
Clostridium soil 12.88 1.29 1.77 2.17 nd
bifermentans gleba
Clostridium soil 11.94 1.34 2.33 5.23 1.93
bifermentans gleba
Clostridium soil 11.54 0.96 nd 1.67 nd
bifermentans gleba
Clostridium soil 11.34 7.17 1.76 2.65 1.73
bifermentans gleba
Clostridium silage 7.31 5.21 1.08 1.62 1.33
sordelli obornik
nd — not detected
nd — nie wykryto
CONCLUSION

Our data support the notion that the natural environment might be colonized by the
strains which are industrially useful. Some of them are non-pathogenic and has an abil-
ity to converse glycerol to 1,3-PD and other metabolites, such as short-chain organic
acids and alcohols. The best 1,3-PD producers were identified by the rRNA technique as
Clostridium bifermentans and Clostridium sordelli. The improving of the effective meth-
ods of isolation and maintenance of bacterial cultures in the laboratory might increase the
production of industrially useful metabolites. In further investigations we plan to opti-
mize the composition of the culture medium and other cultivations condition to increase
1,3-PD production by selective bacteria.
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IZOLACJA I IDENTYFIKACJA NOWYCH GATUNKOW CLOSTRIDIUM SP.
ZE SRODOWISKA NATURALNEGO ZDOLNYCH DO EFEKTYWNEJ
KONWERSJI GLICEROLU DO 1,3-PROPANODIOLU

I INNYCH METABOLITOW

Streszczenie. Szereg procesdéw metabolicznych jest efektywniej przeprowadzanych przez
mikroflorg kolonizujaca srodowisko naturalne. Celem pracy byta selekcja niepatogennych
kultur bakterii z rodzaju Clostridium ze $rodowiska naturalnego zdolnych do konwersji
glicerolu do 1,3-propanodiolu i innych metabolitow o znaczeniu przemyslowym. Badania
dotyczyly takze opracowania efektywnych procedur izolacji oraz hodowli mikroorgani-
zmow beztlenowych w warunkach laboratoryjnych. Wstepna adaptacje mikroflory obecnej
w probach srodowiskowych przeprowadzono na podtozu PY zawierajacym glicerol w ste-
zeniu 50 g/l. Hodowle prowadzono w warunkach beztlenowych w anaerostatach. Wyraznie
oddzielone kolonie o morfologii typowej dla Clostridium sp. na podtozu TSC posiewano
na podtoza wybiorczo-namnazajace RCM oraz PY. Zawarto$¢ metabolitow w ptynie poho-
dowlanym oceniano za pomoca techniki HPLC. Identyfikacji gatunkowej dokonano me-
toda amplifikacji sekwencji kodujacej 16S rRNA. Najwyzszy odsetek kultur bakteryjnych
Clostridium sp. pozyskano z odchodow zwierzgcych, kompostow i obornika. Blisko 60%
uzyskanych izolatow wykazywalo zdolno$¢ syntezy 1,3-propanodiolu z glicerolu. Najwyz-
sza zdolnoscia do utylizacji glicerolu do 1,3-propanopdiolu charakteryzowaty sig szczepy
Clostridium bifermentans oraz Clostridium sordelli. Wigkszo$¢ przebadanych drobnoustro-
jow wykazywata takze zdolnos$¢ do syntezy krotkotancuchowych kwasdéw organicznych i
etanolu.

Stowa kluczowe: Clostridium sp., izolacja, 1,3-propanodiol, mikroflora srodowiska natu-
ralnego, krotkotancuchowe kwasy organiczne. ..
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