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BIOSYNTEZA KWASU SZCZAWIOWEGO

Z PORAFINACYJNYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH
PRZEZ ASPERGILLUS NIGER W HODOWLACH
POLCIAGLYCH?*

Izabela Musiat, Waldemar Rymowicz, Danuta Witkowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem pracy jest ocena wptywu stgzenia N i P w podtozu hodowlanym na
dynamike¢ 1 wydajnos¢ procesu produkeji kwasu szczawiowego z porafinacyjnych kwa-
sow thuszczowych przez szczep A. niger XP w hodowlach poétciaglych w warunkach obni-
zonego pH do 4,0. Stezenie N i P w podlozu hodowlanym miato wptyw na koncentracje
biomasy, stezenie kwasu szczawiowego i wydajnos¢ kwasu szczawiowego w kolejnych
cyklach hodowlanych hodowli polciaglej. Stgzenie biomasy ksztaltowato si¢ w sposob
zréznicowany i wynosito od 6,5 do 30,5 gdm™, gdy w podtozu bylo odpowiednio 0,5
i 1,5 gdm™ NH,NO;. Najwyzsze stezenie kwasu szczawiowego (56,2 gdm™) uzyskano
w hodowli zawierajacej w podtozu 1 gdm™ NH,NO; i 0,5 gdm™ KH,PO,. Najwyzsza wy-
dajno$é 1,97 gg™' osiagnieto w cyklu 1 hodowli w podtozu zawierajacym 0,5 g/l NH,NO;.
Objetosciowa szybkos¢ produkeji kwasu szczawiowego wahata si¢ w szerokich granicach
od 1,8 do 6,78 gdm>d".

Stowa kluczowe: kwas szczawiowy, Aspergillus niger, hodowle polciagle

WPROWADZENIE

Wtasciwosci redukujace kwasu szczawiowego sprawiaja, ze jest on szeroko stoso-
wany w przemysle, gtéwnie metalurgicznym, jako czynnik lugujacy tlenki metali cigzkich
z mineratow oraz rud [Ambikadevi i Lalithambika 2000, Mulligan i in. 2004, Strasser
iin. 1994]. Kwas szczawiowy produkowany jest obecnie metodami chemicznymi, a do
jego syntezy najczesciej stosuje si¢ sole kwasu mrowkowego, z ktérych w wyniku
ogrzewania powstaja odpowiednie tlenki, znajdujace si¢ z kolei pod wplywem kwasu
siarkowego. Kwas szczawiowy moze rowniez powsta¢ w reakcji utleniania polisachary-
dow (glownie celulozy) za pomoca kwasu azotowego [Ambikadevi i Lalithambika 2000].

*Badania realizowane w ramach projektu badawczego nr 2PO6T 11326 finansowanego przez
KBN w latach 2004-2006.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Izabela Musial, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25/27,
50-375 Wroctaw, e-mail: Izabela.Musial@wnoz.up.wroc.pl
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W celu obnizenia kosztow produkcji i ochrony srodowiska naturalnego szuka si¢ no-
wych drég otrzymywania kwasu szczawiowego. Duze zainteresowanie wzbudzaja me-
tody biotechnologiczne. Jednym z najbardziej efektywnych producentow kwasu szcza-
wiowego sg grzyby z gatunku Aspergillus niger [Guru i in. 2001]. Biosynteza kwasu
szczawiowego przez grzyby A. niger zalezy od odczynu srodowiska hodowlanego
i w podlozach zawierajacych cukry jako zrédlo wegla zachodzi najintensywniej w od-
czynie bliskim neutralnemu. W takich warunkach dochodzi do indukcji hydrolazy
szczawiooctanowej, ktora rozklada szczawiooctan do kwasu szczawiowego i octowego
[Kubicek i in 1988]. W pH kwasnym gtéwnym produktem metabolizmu 4. niger jest
kwas cytrynowy [Leangon i in. 1999, Santoro i in. 1999]. W naszych wczesniejszych
badaniach stwierdzono, ze niektore szczepy A. niger produkuja duze ilosci kwasu
szczawiowego z substratow ttuszczowych w pH w zakresie 4-5 [Musiat i in. 2005,
Musiat i in. 2006, Rymowicz i Lenart 2003, Rymowicz i Lenart 2004A, Rymowicz
i Lenart 2004B]. W wigkszoS$ci prac poswigconych biosyntezie kwasu szczawiowego
surowcem do jego produkcji sa weglowodany, takie jak sacharoza, glukoza, laktoza
oraz weglowodanowe surowce odpadowe z przemystu spozywczego i z rolnictwa, jak
melasa buraczana, serwatka czy stodkie ziemniaki [Guru i in. 2001, Leangon i in. 1999,
Santoro i in. 1999, Strasser i in. 1994]. Gtéwny problem przy produkcji kwasu szcza-
wiowego z uzyciem sacharozy i glukozy polega na tym, ze duza czgs¢ uzytego cukru
zostaje zamieniona w kwas glukonowy, ktory jest niepozadanym produktem ubocznym
[Cameselle i in. 1998, Santoro i in. 1999]. Dobrym zrédtem wegla do produkcji kwasu
szczawiowego okazala si¢ laktoza, z ktdrej 4. niger produkowat tylko kwas szczawiowy
w przeciwienstwie do procesu z uzyciem sacharozy, gdzie syntetyzowany byt zarowno
kwas glukonowy, jak i cytrynowy, co powodowalo obnizenie wydajnosci procesu do
0,3 gg'. W procesach fermentacji laktozy kwas szczawiowy stanowil jedyny produkt
fermentacji, przez co wydajnos¢ kwasu szczawiowego byla dwukrotnie wigksza w po-
réwnaniu z sacharoza [Bohlmann i in. 1998, Santoro i in. 1999]. Najwyzsze ilosci kwa-
su szczawiowego uzyskiwano w hodowlach z substratow lipidowych. W procesach na
oleju rzepakowym grzyby A. niger XP, w ciagu 7-dobowych hodowli wglebnych, pro-
dukowaty wysokie ilosci kwasu szczawiowego dochodzace do 68 gdm™. Ponadto, pro-
ces taki charakteryzowal si¢ wysoka homogennoscia, a produktywnos$¢ i wydajnosé
kwasu szczawiowego z substratow tluszczowych byla znacznie wyzsza w poréwnaniu
do proceséw prowadzonych w podtozach z dodatkiem sacharydéw i z udziatem innych
szczepow produkcyjnych A. niger [Rymowicz i Lenart 2003]. Bohlman i wsp. [1998]
wykazali, ze obecnos$é 25 g/l kwasu szczawiowego w poczatkowej fazie procesu bio-
syntezy tego kwasu z serwatki — obnizata produktywnos¢ kwasu o 50%, zas 45 g/l
w podtozu calkowicie hamowato proces. Wysokie st¢zenia kwasu szczawiowego
w podtozu produkcyjnym zawierajacym lipidy nie powoduja inhibicji biosyntezy tego
kwasu [Rymowicz i Lenart 2003, Rymowicz i Lenart 2004A, Rymowicz i Lenart
2004B]. Wszystkie opisane dotychczas badania procesu biosyntezy kwasu szczawiowe-
go z substratéw thuszczowych dotycza procesow okresowych [Musiat i in. 2005, Musiat
i in. 2006, Rymowicz i Lenart 2003, Rymowicz i Lenart 2004A, Rymowicz i Lenart
2004B]. Dlatego podjeto prébe opracowania przyjaznej srodowisku technologii produk-
cji kwasu szczawiowego w hodowli polciaglej, ograniczajacej zuzycie wody i tym
samym ilosci powstajacych $ciekdw.

Acta Sci. Pol.
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Celem niniejszej pracy jest ocena wplywu stezenia azotu i fosforu na dynamike oraz
wydajnos¢ procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przez szczep A. niger XP z porafi-
nacyjnych kwasow thuszczowych w hodowlach poélciagtych.

MATERIAL I METODY BADAN

Mikroorganizmy. W badaniach wykorzystano szczep 4. niger XP — mutant UV,
ktory pochodzit z kolekcji Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu. Szczep przecho-
wywano na skosach ziemniaczanych w temp. 4°C.

Podloza hodowlane. Podtoze inokulacyjne zawierato (gdm™): porafinacyjne kwasy
thuszczowe [produkt odpadowy przemystu thuszczowego zawierajacy % (w/w) wolne
kwasy thuszczowe: 9,4 C16;0, 3,3 Clg;(), 48,1 Clgjl, 31,2 Clgg, 5,3 Clgg, 0,8 C20;1, 0,8 C22;1]
—30; KH,PO, — 2; NH4NO; — 1; MgSO, - 7H,0 — 0,3; metanol 15; wode wodociagowa
1 dm’. Podtoze do produkcji kwasu szczawiowego zawierato (gdm™): porafinacyjne
kwasy ttuszczowe — 30; KH,PO,4 — od 0,25 do 0,75; NH4;NO; — od 0,5 do 1,5; MgSO;, -
7H,0 — 0,3; FeSO,4 - 7H,0 — 0,248; MnSO, - 7H,0 — 0,038; Span 20 — 0,75; wodg
destylowana 1 dm’.

Techniki hodowlane. Podloze inokulacyjne szczepiono zawiesing zarodnikéw spo-
rzadzong w 0,9% NaCl zawierajacym 0,1% Tween 80, tak aby w 1 cm’ podtoza byto ok.
10° zarodnikéw.

Hodowle inokulacyjne prowadzono przez 3 doby w kolbach stozkowych o objetosci
300 cm’, zawierajacych 50 cm’ podioza inokulacyjnego, na wstrzasarce typu G-10
firmy New Brunswick, w temp. 30°C i przy szybkosci mieszania 160 rpm. Tak przygo-
towanym inokulum szczepiono podtoza produkcyjne w bioreaktorze. Hodowle produk-
cyjne prowadzono w 5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III firmy New Brunswick,
zawierajacym 2,5 dm’ podtoza produkcyjnego, przy szybko$ci mieszania 500 rpm,
szybkosci napowietrzania 1 vvm i pH 4,0, utrzymywanym automatycznie za pomoca
40% KOH.

Po zakonczeniu hodowli stacjonarnej (cykl 1) odbierano 1,0 dm® podtoza wraz
z komorkami grzybni i uzupeliono taka sama objgtoscig swiezego podtoza. W ten
sposob przeprowadzono trzy nastgpne cykle hodowlane (cykl 2., 3.1 4.).

Metody analityczne. Biomas¢ oznaczano wagowo. Porafinacyjne kwasy tluszczowe
oznaczano wagowo, w tym celu 10 cm’ zawiesiny komorek poddawano dwukrotnej
ekstrakcji eterem naftowym, wirowano (5 min, 4000 rpm) i frakcj¢ eterowa zawierajaca
kwasy ttuszczowe przenoszono do naczyniek wagowych. Po odparowaniu eteru nafto-
wego w temp. 50°C, naczynka dosuszano w wagosuszarce w temp. 105°C. Kwasy or-
ganiczne (kwas szczawiowy, cytrynowy) oznaczano technika HPLC na kolumnie Ami-
nex HPX87H, potaczonej z detektorem UV, przy dlugosci fali 210 nm. Szybko$¢ prze-
ptywu fazy cieklej (20 mM H,SO,) przez kolumne wynosita 0,6 cm’min”'. Oznaczenia
prowadzono w temperaturze pokojowe;j.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzono trzy poétciagle procesy produkcji kwasu szczawiowego z porafina-
cyjnych kwasow tluszczowych przez szczep A. niger XP. W celu zwigkszenia ilosci
biomasy plesni 4. niger XP w kolejnych hodowlach dodawano zréznicowane ilosci

Biotechnologia 7(2) 2008
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zrddla azotu i fosforu w podtozu hodowlanym, odpowiednio: w pierwszej hodowli
0,5 gdm® NH,NO; i 0,25 gdm™ KH,PO,; w drugiej hodowli 1,0 gdm™ NH,NO,
i 0,5 gdm™® KH,PO, i w trzeciej hodowli 1,5 gdm™ NH,NO; i 0,75 gdm™ KH,PO,.
Kwasy tluszczowe dodawano w dwoch porcjach: na poczatku hodowli 15 g/l oraz po
24 h hodowli rowniez 15 g/l. Pierwsza hodowla trwata 28 dni, co siedem dni wymieniano
litr podtoza. Druga i trzecia trwaty po 17 dni, w tym cykl 1. trwat 5 dob, a w trzech
kolejnych cyklach podtoze wymieniano co 4 doby.

Jednoczesnie ze wzrostem stezenia N i P w podtozu hodowlanym wzrastata ilo$é¢

biomasy w zakresie od 6,5 do 30,5 gdm™ (rys. 1). Takze koncentracja biomasy w kolej-
nych cyklach potciaglej hodowli byta zréznicowana i wahata si¢ w wariancie A od 6,5
do 9,7 gdm‘3, od 18,0 do 20,3 gdm'3 w warlancie B 1 w wariancie C od 20,7 do

30,5 gdm™.
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Rys. 1. Przebieg procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przez szczep A. niger XP w hodow-
lach potciagtych w podtozu zawierajacym 30 gdm™ porafinacyjnych kwaséw thuszczo-
wych i (A) 0,5 gdm™ NH,NO; i 0,25 gdm™ KH,PO,, (B)1,0 gdm™ NH,NO; i 0,5 gdm™
KH,PO,, (C) 1,5 gdm™ NH,NO, i 0,75 gdm™ KH,PO,

Fig. 1. Course of oxalic acid biosynthesis by 4. niger XP in semicontinuous culture in medium
with 30 gdm™ post-refining fatty acids and (A) 0,5 gdm® NH,NO; and 0,25 gdm™
KH,PO,, (B)1,0 gdm™ NH,NO; and 0,5 gdm™ KH,PO,, (C) 1,5 gdm™ NH,;NO; and
0,75 gdm™ KH,PO,

Kwas szczawiowy stanowit gléwny produkt biosyntezy we wszystkich trzech pot-
ciagtych hodowlach (rys. 1). Maksymalne stezenie kwasu szczawiowego 56,2 gdm™
uzyskano w 4. cyklu hodowlanym, w ktérym dodawano 1,0 gdm'3 NH4NO; 10,5 gdm'3
KH,PO,. Rymowicz i Lenart [2003] po przeprowadzeniu siedmiodobowego okresowego
procesu biosyntezy kwasu szczawiowego z wykorzystaniem surowego oleju rzepako-
wego 1 porafinacyjnych kwaséw thuszczowych, w pH = 4,0 i stezeniu substratu thusz-
czowego 50 gdm™, uzyskali stezenie kwasu szczawiowego 68,1 g/dm™. Natomiast pod-
czas zmiany pH do 5,0 nastapito niewielkie obnizenie ilosci szczawianu do 66,1 gdm™.

W badaniach wilasnych szybkos¢ objetosciowa produkcji kwasu szczawiowego
zmniejszata si¢ w kolejnych cyklach pierwszej hodowli, a w dwoch pozostatych hodow-
lach obnizala si¢ od 3 cyklu produkcyjnego (tab. 1). Wahata si¢ w szerokich granicach
od 1,8 do 7,0 gdm™d”. Wedlug Rymowicza i Lenart [2003] produktywno$¢ kwasu
szczawiowego z surowego oleju rzepakowego 1 porafinacyjnych kwasow thuszczowych
w hodowlach okresowych liczyta odpowiednio: 9,4 i 9,6 gdm>d"'. W hodowlach okre-
sowych prowadzonych w podtozach z wegglowodanami szybkos$¢ objetosciowa produkcji
kwasu szczawiowego réwniez byta wyzsza i wynosita od 3,9 do 9,0 gdm>d™" [Bohl-
mann i in. 1998, Cameselle i in. 1998, Strasser i in. 1994].

Poprzednie nasze badania wykazaly, ze zastosowanie substratow tluszczowych do
produkcji kwasu szczawiowego pozwala na uzyskanie wysokiej czystosci procesu [Mu-
siat i in. 2005, Rymowicz i Lenart 2003, Rymowicz i Lenart 2004A, Rymowicz i Lenart
2004B]. Najwyzsza czystoscig (100%) charakteryzowat si¢ proces biosyntezy kwasu
szczawiowego, gdzie zastosowano najnizsze ilosci azotu i fosforu (rys. 1). Zwigkszenie
ilodci azotu w podtozu produkcyjnym powodowalo wzrost zawarto$ci kwasu cytryno-
wego, ubocznego produktu w tym procesie, do 7 gdm™ (rys. 1) i obnizenie wspdtczyn-
nika selektywnosci do 0,93 (tab. 2).

Biotechnologia 7(2) 2008
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Tabela 1. Wptyw sktadu podtoza produkcyjnego na szybkos¢ objgtosciows produkeji i szybkosé
wilasciwa produkcji kwasu szczawiowego przez A. niger XP w kolejnych cyklach
hodowli pétciagtych

Table 1.  Effect of the medium composition on the volumetric production rate and specific
production rate of oxalic acid by 4. niger XP in cycles of semicontinuous cultures

Cykl 1 Cykl 2 Cykl 3 Cykl 4
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4
Stezenie NH4NO;
w podtozu [gdm™] Qoa [gdm>d™]
Concentration NH4NO;
in medium [gdm™]
0,5 5,80 3,70 1,90 1,80
1,0 5,78 7,00 4,64 4,00
1,5 5,50 6,78 3,92 2,74
Qoa [gg'd"]
0,5 0,59 0,37 0,23 0,28
1,0 0,31 0,35 0,22 0,22
1,5 0,27 0,25 0,13 0,09

Tabela 2. Selektywno$¢ procesu biosyntezy kwasu szczawiowego z porafinacyjnych kwasow
thuszczowych przez A. niger XP w hodowlach pétciagtych

Table 2. Selectivity of oxalic acid biosynthesis from pos-refining fatty acids by 4. niger XP
in semicontinuous cultures

Stezenie NH4NO; (OA/(OA+CA))*

w podtozu [gdm™]

Concentration NH4;NO; Cykl 1 Cykl 2 Cykl 3 Cykl 4

in medium [gdm™] Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4
0,5 1,00 1,00 1,00 1,00
1,0 1,00 0,99 0,97 0,93
1,5 1,00 0,99 0,98 0,98

* wspotezynnik selektywnosci procesu biosyntezy liczony jako stosunek stgzenia kwasu szczawiowego (OA)
do sumy stezen kwasu szczawiowego i cytrynowego (CA)
factor of selectivity of oxalic acid (OA) biosynthesis as a ratio the oxalic acid concentration to the sum
oxalic and citric acids(CA) concentrtions

Stezenie azotu i fosforu w podlozu hodowlanym mialo istotny wptyw na wydajnosé
kwasu szczawiowego. W zaleznosci od wariantu hodowli i cyklu hodowlanego para-
metr ten byt w zakresie od 0,27 do 1,36 gg' (tab. 3). Wedlug Rymowicza i Lenart
[2003] wydajnos¢ procesu biosyntezy kwasu szczawiowego z substratow tluszczowych
przez szczep A. niger XP w hodowlach okresowych byta wyzsza i wynosita 1,66 gg™.
Natomiast w pordwnaniu z procesami prowadzonymi w podlozach zawierajacych we-
glowodany wydajnos¢ procesu biosyntezy kwasu szczawiowego z kwasoéw thuszczo-
wych byta okoto trzykrotnie wyzsza. Wedtug Bohlmann i in. [1998] oraz Santoro i in.
[1999] w hodowlach prowadzonych w podtozu zawierajacym laktoz¢ wydajnos¢ kwasu
szczawiowego wynosita odpowiednio 0,54 i 0,4 gg™.

Acta Sci. Pol.
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Tabela 3. Wpltyw sktadu podloza na wydajnos¢ produkcji kwasu szczawiowego przez A. niger
XP w kolejnych cyklach hodowli pélciagtych

Table 3. Effect of the medium composition on the oxalic acid yield in relation to the consuming
substrate and the oxalic acid yield in relation to the initial substrate concentration in
cycles of semicontinuous cultures of 4. niger XP

Cykl 1 Cykl 2 Cykl 3 Cykl 4
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4
Stezenie NH4NO;
w podtozu [gdm™]
Concentration NH4;NO; Y* [gg']
in medium [gdm™]
0,5 1,97 1,03 0,81 0,44
1,0 1,03 1,20 0,96 0,99
1,5 0,93 1,11 1,00 0,42
Yc** [gg']
0,5 1,36 0,78 0,38 0,27
1,0 0,96 1,11 0,72 0,64
1,5 0,92 0,97 0,63 0,40

*Y — wydajnos¢ kwasu szczawiowego (g kwasu szczawiowego/g zutylizowanego substratu)
Y — yield of oxalic acid (g oxalic acid/g oil consumed)
** Y — wydajno$¢ catkowita kwasu szczawiowego (g kwasu szczawiowego/g wprowadzonego substratu)
Y — total yield of oxalic acid (g oxalic acid/g oil added)

Podczas kolejnych wymian podtoza produkcyjnego w hodowlach potciagtych synte-
za kwasu szczawiowego ulegta zahamowaniu. Analiza wynikéw pozwala na stwierdze-
nie, ze dla procesu produkcji kwasu szczawiowego z substratow tluszczowych bardziej
efektywne wydaja si¢ by¢ hodowle okresowe i okresowe z zasilaniem. Obnizenie ak-
tywnosci kwasotworczej grzybni A. niger XP w hodowlach poélciagtych moglo by¢
spowodowane zniszczeniem komorek grzybni w tak dlugim procesie, jak rOwniez na-
gromadzeniem kwasu szczawiowego czy innych szkodliwych metabolitoéw. Najnowsze
doniesienia przedstawiaja nowe mozliwosci intensyfikacji produkcji kwasu szczawio-
wego. Mandal 1 in. [2005] unieruchamiali zarodniki szczepu A. niger NCIM548 w pian-
ce poliuretanowej, technika ta pozwolita na zwigkszenie produkcji kwasu szczawiowe-
go z glukozy w hodowlach wstrzasanych w stosunku do proceséw z wolnymi komor-
kami. Autorzy ci wykazali, ze unieruchomione formy 4. niger NCIM548 zachowuja
zdolno$¢ do biosyntezy kwasu w trakcie 7 cykli hodowlanych, z ktorych kazdy trwat
10 dni. Wyniki te zachecaja do dalszych badan dotyczacych opracowania efektywnego
polciagtego systemu hodowlanego z wykorzystaniem immobilizowanych form grzybni
do biosyntezy kwasu szczawiowego z substratow lipidowych lub zastosowania bioreak-
tora membranowego.

Biotechnologia 7(2) 2008
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OXALIC ACID PRODUCTION FROM POST-REFINING FATTY ACIDS
BY ASPERGILLUS NIGER IN SEMICONTINUOUS CULTURE

Abstract. The aim of the studies was to evaluate the influence of N and P concentrations
on dynamic and yield of oxalic acid biosynthesis from post-refining fatty acids by
Aspergillus niger XP in semicontinuous cultures at low pH 4,0. Three semicontinuous
cultures were carried out with 4. niger XP, in media containing post-refining fatty acids
as the only carbon and energy source. Ability of oxalate biosynthesis in media containing
different levels of NH4NO; and KH,PO, was evaluated. In all cultures ability of utiliza-
tion of post-refining fatty acids and production of oxalic acid were observed, however
with different dynamics and yield. Biomass concentration in cultures varied from
6,5 gdm™ in media containing 0,5 gdm™ NH,NO; to 30,5 gdm™ in media containing
1,5 gdm'3 NH4NO;. The highest concentration of oxalic acid 56,2 gdm'3 was obtained in
medium with 1 gdm™ NH,NO; and 0,5 gdm™ KH,PO,. The highest yield 1,97 gg”' was
obtained in 1st cycle in medium with 0,5 g/l NH4NO3. Volumetric oxalic acid production
rate varied significantly from 1,8 do 7,0 gdm™d".

Key words: oxalic acid, Aspergillus niger, semicontinuous culture
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FERMENTACJA W STALYM ZELOZU WYTLOKOW
Z ARONII I WIESIOLKA JAKO METODA
OTRZYMYWANIA PRZECIWUTLENIACZY
FENOLOWYCH

Hanna Miszkiewicz, Andrzej Jakubowski
Politechnika t.6dzka

Streszczenie. W pracy badano mozliwos¢ wykorzystania SSF przy udziale grzybow nit-
kowatych Rhizopus oligosporus jako metody pozyskiwania przeciwutleniaczy fenolo-
wych z mieszanin wytlokow z aronii i wiesiotka. Fermentacji poddano dwa warianty zt6z,
rézniace si¢ zawartoscia badanych surowcow: ztoze P9 zawieralo ww. sktadniki w sto-
sunku wagowym 9:1, a ztoze PS — 5:5. W wyniku fermentacji uzyskano ok. 67% wzrost
zawartosci fenoli rozpuszczalnych w wodzie (druga doba, ztoze P9 i czwarta doba, ztoze
P5) oraz dwukrotny wzrost ich aktywnosci przeciwutleniajacej wzgledem syntetycznych
rodnikéw DPPH, dla obydwu wariantéw ztoza. B-Glukozydaza syntetyzowana w procesie
fermentacji przez R. oligosporus uwalniata przeciwutleniacze fenolowe z ich kompleksow
z cukrami. Fenole zawarte w probach fermentacyjnych z wczesnej fazy procesu inakty-
wowaly a-amylaze trzustkowa. Przedstawiony sposob postgpowania pozwala na warto-
$ciowsze niz dotychczas wykorzystanie badanych surowcoéw odpadowych, takich jak wy-
ttoki z aronii i1 wiesiotka.

Stowa Kkluczowe: przeciwutleniacze fenolowe, wyttoki z aronii i wiesiotka, Rhizopus
oligosporus, SSF

WSTEP

Zintegrowane biorafinerie umozliwiaja kompleksowa i bezodpadowq (neutralng dla
srodowiska naturalnego) konwersj¢ tanich, odnawialnych surowcow (gtownie biomasy
ro$linnej) w réznorodne produkty o wartosci dodanej. Pozwalajq one takze wykorzystaé¢
te surowce odnawialne, ktére pomimo zawartosci szeregu cennych sktadnikéw stanowia
jak dotad klopotliwy odpad po produkcji zywnosci. Naleza do nich m.in. wyttoki
z owocow 1 warzyw. Tematyka badan, ktorych wyniki przedstawia niniejsza publikacja,
skupia si¢ wlasnie na odpadowych surowcach, takich jak wyttoki z aronii i z wiesiotka.

Wiyttoki aroniowe sa odpadem pochodzacym z przemystowej obrobki owocoéw aro-
nii. Zawieraja one srednio ok. 90,8% s.m. Wszystkie sktadniki wldkna roslinnego tych

Adres do korespondencji — Corresponding author: Hanna Miszkiewicz, Instytut Biochemii
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wytlokéw stanowia 95,8% suchej masy. Najwigcej jest celulozy (33,14%), niewiele
mniej hemicelulozy (32,08%). Zawartos¢ lignin wynosi 23,03% a pektyn 7,52%
[Nawirska i in. 2004]. Wykorzystuje si¢ je do produkcji barwnikdéw antocyjanowych lub
sktaduje na wysypiskach $mieci, gdzie stanowia duzy problem ekologiczny [Onesiak
2000].

Wiytloki z wiesiotka to odpad produkcyjny po tloczeniu oleju wiesiotkowego. Za-
wierajg one w suchej masie: ok. 23,9% bialka, 23,1% blonnika, 5,5% tluszczu, 6,6%
popiotu i 40,9% wyciagowych zwiazkdéw bezazotowych. Z uwagi na znaczng zawarto$¢
biatka moga by¢ wykorzystane jako zrodto azotu [Kulasek i in.1998].

Na drodze biologicznej konwersji odpadéw owocowych i warzywnych, zawieraja-
cych rozpuszczalne cukry i inne podatne na hydrolize¢ sktadniki oraz blonnik, mozna
otrzymac szereg bardziej wartosciowych produktow, bogatych w polifenole roslinne
[Correia i in. 2004a, c].

Fenolowe sktadniki roslinne maja wlasciwosci prozdrowotne i mozna uwazaé je za
potencjalne przeciwutleniacze, ktére charakteryzujg si¢ m.in. zdolno$cia zmiatania
wolnych rodnikéw oraz chelatowania jonéw metali katalizujacych peroksydacje thusz-
czo6w [Bravo 1998].

Diety bogate w warzywa i owoce (zrodta fenolowych sktadnikéw roslinnych) obni-
zaja wystgpowanie chorob degeneracyjnych, nowotworowych i uktadu krazenia [Kris-
-Etherton i in. 2002]. Roslinne fenole wystgpuja w formie glikozydow o niskiej aktyw-
nosci biologicznej. Enzymatyczna hydroliza uwalnia aglikony tych zwiazkow, ktore sa
bardziej aktywne niz glikozydowo zwigzane fenole [Zheng 2000]. Hydrolize wigzan
glikozydowych katalizuje m.in. B-glukozydaza, produkowana przez grzyby, bakterie
i rosliny [Murashima i in. 2002].

Grzyby z gatunku Rhizopus oligosporus, znane rowniez jako plesn tempe, posiadaja
status GRAS i sa powszechnie stosowane do produkcji zywnosci fermentowanej, gdyz
dobrze rosng na resztkach owocowych. Wczesniejsze badania wykazaly, ze wytwarzaja
one z dobra wydajnoscia B-glukozydaze, dzigki czemu sa zdolne do hydrolizy glikozy-
déw fenolowych, zwigkszajac tym samym ich warto$¢ biologiczng [Zheng i in. 1998].

CEL PRACY

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania fermentacji
w statym ztozu (SSF — Solid State Fermentation) przy udziale grzybow strzepkowych
R. oligosporus jako metody pozyskiwania przeciwutleniaczy fenolowych z wyttokow
aroniowych, polaczonych z wyttokami z wiesiotka.

MATERIAL I METODY

Surowiec

Prowadzono biologiczna konwersje dwdoch odpadowych surowcdéw naturalnych: wy-
tlokow z aronii i wiesiotka (,,Agro-Pharm”Sp. z 0.0. w Tuszynie).
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Material biologiczny

W procesie fermentacji stosowano grzyby strzepkowe z gatunku Rhizopus oligospo-
rus NRRL 2710. Szczep przechowywano na skosach dekstrozowo-agarowych (PDA)
w temp. 4°C. Kultury vaktywniano przez przesiew ich na $wieze podloze PDA i inku-
bacje w temp. 37°C w czasie 7 dob.

Warunki procesu

Fermentacj¢ prowadzono w stalym zlozu o grubosci 1,5 cm i wilgotnosci 65%
(temp. 37°C, czas 12 dob). Przygotowano dwa warianty zt6z, rdzniace si¢ zawartoscia
wytlokdw z aronii i wiesiotka: ztoze P9 zawieralo ww. sktadniki w stosunku wagowym
9:1, a ztoze P5 — 5:5. Dodatkowo uzupetniono je ekstraktem sojowym Difco i CaCOj;
(po 5%). Sterylne ztoze szczepiono zawiesing spor o gestosci 10° jtk/cm® w ilosci 1%.

Proby z kazdego wariantu hodowli pobierano co 2 doby i liofilizowano.

Ekstrakty wodne

1 g liofilizowanej probki fermentacyjnej zawieszano w 10 cm® wody destylowanej,
homogenizowano przez 1 min i odwirowywano w wirdwce firmy Beckman (15000
rpm, 4°C, 20 min). Przed wykonaniem oznaczenia supernatant dializowano 48 godz.
wobec wody destylowanej, w temp. 4°C.

Oznaczanie aktywnoSci a-amylazy

Aktywnos$¢ a-amylazy oznaczano metoda Worthington [McCue 2003]. 0,5 cm3 eks-
traktu wodnego po dializie i 0,5 cm3 1% roztworu skrobi rozpuszczalnej w 0,1 M bufo-
rze cytrynianowym o pH 4,8 inkubowano w temp. 50°C w czasie 20 minut. Reakcje
przerywano przez dodanie 1 cm3 roztworu DNS, calos¢ inkubowano 5 min we wrzacej
fazni wodnej. Po schlodzeniu uzupelniano woda destylowana do objgtosci 10 cm3,
doktadnie mieszano i absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali A 540 nm, wobec proby
odczynnikowej, zawierajacej wode¢ destylowang zamiast ekstraktu. Krzywa wzorcowa
wykonano dla maltozy. Za jednostke aktywnosci a-amylazy przyj¢to taka ilos¢ enzymu,
ktéra uwalnia 1 pmol maltozy z substratu w czasie 1 min w standardowych warunkach
reakcji.

Oznaczanie aktywnosci B-glukozydazy

Aktywnosé B-glukozydazy oznaczano inkubujac w czasie 15 min w temp. 50°C, 0,5 cm®
roztworu salicyny (Aldrich S30-5, Niemcy) w 0,05 M buforze octanowym o pH 4,5
z 0,5 cm’ odpowiednio rozcienczonego w tym buforze ekstraktu po dializie. Reakcje
przerywano przez dodanie 1 cm’ alkalicznego roztworu DNS, catos¢ inkubowano przez
5 min we wrzacej tazni wodnej. Po schlodzeniu uzupetniano woda destylowang do
objetosci 10 cm’, doktadnie mieszano i absorbancj¢ mierzono przy diugosci fali A 540
nm, wobec préby odczynnikowej, zawierajacej wode¢ destylowana zamiast ekstraktu.
Krzywa wzorcowa wykonano dla glukozy. Za jednostke aktywnosci B-glukozydazy
przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktéra uwalnia z substratu 1 umol cukréw redukujacych
w przeliczeniu na glukoz¢ w czasie 1 min, w standardowych warunkach reakcji.

Biotechnologia 7(2) 2008
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Oznaczanie aktywnoSci lakkazy

Aktywnosc¢ lakkazy oznaczano przez pomiar przyrostu absorbancji formy utlenionej
czerwieni fenolowej, bedacej produktem reakcji. Do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej
0,1 cm® 0,1% roztworu czerwieni fenolowej, 0,1 cm’ 1mM roztworu MnSO4 i 0,5 cm®
0,05 M buforu cytrynianowego o pH 4,5 dodawano 0,2 cm’ ekstraktu. Absorbancje
mierzono przy dtugosci fali A 610 nm, w odstgpach 1-minutowych przez 10 min, wobec
préby kontrolnej, zawierajacej wode destylowana zamiast ekstraktu. Za jednostke
aktywnosci lakkazy przyjeto przyrost absorbancji o 0,01 w czasie 1 minuty. Wynik
podawano w przeliczeniu na 1 g préby.

Oznaczanie polifenoli ogélem

Zawartos$¢ polifenoli ogétem w ekstraktach wodnych prob fermentacyjnych ozna-
czano metoda zmodyfikowana przez Shetty [Vatem i in. 2002]. 1 e¢m’ odpowiednio
rozcienczonego ekstraktu mieszano z 1 cm® 95% etanolu, 5 cm’ wody destylowanej
i 0,5 cm’® 50% (v/v) odczynnika Folin-Ciocalteau. Proby mieszano i inkubowano 5 min
w temp. pokojowej, nastepnie dodawano 1 cm® Na,COs i inkubowano 60 min w ciem-
nym miejscu. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali A 725 nm, wobec proby kontrol-
nej zawierajacej zamiast ekstraktu wode destylowana. Zawartos¢ polifenoli ogdtem
przeliczano na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej dla katechiny i wyrazano
w mg katechiny/g s.m.

Oznaczanie aktywnoSci przeciwutleniajacej polifenoli z DPPH [Vattem i in. 2002]

Miara aktywnosci przeciwutleniajacej fenoli jest stopien redukcji wolnych, synte-
tycznych rodnikéw DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, Sigma D-9132) w prébie
badanej wyrazony w %. Do 3 cm’ 60 uM DPPH w 95% etanolu dodawano 0,5 cm’
ekstraktu wodnego i wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali A 517 nm.
Odczyty poréwnywano z proba kontrolna, ktéra zawierata 0,5 cm’ etanolu zamiast
ekstraktu. Proby badane oraz probe kontrolna mierzono wobec etanolu. Stopien redukcji
DPPH w % obliczano wedtug wzoru (absorbancja proby kontrolnej — absorbancja proby
badanej)/(absorbancja proby kontrolnej) x 100.

Oznaczanie aktywnosci przeciwutleniajacej polifenoli z p-karotenem
[Vattem i in. 2002]

1 em® roztworu p-karotenu w chloroformie, o stezeniu 0,2 mg/cm’®, wprowadzano do
okragtodennych odbieralnikéw. Chloroform odparowywano na wyparce prézniowej
w 40°C przez 5 minut. B-Karoten przylegajacy do scianek rozpuszczano w 20 pl czyste-
go kwasu linolowego i 184 ul Tween 40. Nastepnie dodawano 50 cm® 50 mM roztworu
nadtlenku wodoru i mieszano energicznie az do wytworzenia emulsji. Po 5 cm’ tej
emuls;ji przenoszono do probdéwek zawierajacych po 100 pl badanego ekstraktu wodnego.
Proby mieszano 1 min i inkubowano w 50°C przez 30 minut. Nast¢gpnie odczytywano
absorbancj¢ przy A 470 nm i porownywano z proba kontrolna, ktdra zawierata 100 pl
wody destylowanej zamiast ekstraktu. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca (APF — Antioxi-
dant Protection Factor) obliczano jako iloraz absorbancji proby wlasciwej i kontrolne;j.

Oznaczanie wplywu skladnikow fenolowych na aktywnos¢ a-amylazy trzustkowej

Wplyw zawartych w fermentowanych wytlokach sktadnikéw fenolowych na aktyw-
no$¢ a-amylazy trzustki wieprzowej badano, inkubujac 0,25 ml ekstraktu badanej proby
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fermentacyjnej, poddanej 15 min. autoklawowaniu (w celu inaktywacji enzymow obec-
nych w ekstraktach) z 0,25 ml preparatu a-amylazy (65 mg Kreonu — preparatu farma-
ceutycznego enzymow trzustkowych o aktywnosci a-amylazy 8000 j. Ph. Eur. niemiec-
kiej firmy Solvay Pharmaceuticals Gmbh, rozpuszczonego w 25 ml 0,02 M buforu
fosforanowego o pH 6,9), w czasie 30 min w temp. 37°C. Nastgpnie proby rozcienczano
50 razy. Aktywno$¢ a-amylazy zardwno wyjsciowa, jak i po dziataniu zwiazkdéw feno-
lowych oznaczano metoda Worthington [McCue i in. 2003].

WYNIKI I DYSKUSJA

W celu zbadania mozliwosci wykorzystania wytlokow z aronii i wiesiotka do pro-
dukcji wartosciowych dodatkow do zywnosci o podwyzszonej zawartosci przeciwutle-
niaczy fenolowych przeprowadzono 12-dobowe fermentacje w stalym ztozu przy udziale
R. oligosporus. Stosowano dwa warianty podtdz: podloze P9 (9 g wyttokdéw z aronii
i 1 g wytlokéw z wiesiotka) oraz podloze P5 (5 g wytlokdw z aronii i 5 g wytlokdéw
z wiesiotka). Proces prowadzono na ptytkach Petriego w temp. 37°C. Z uwagi na niska
zawarto$¢ bialtka rozpuszczalnego w surowcu (0,32 mg/g s.m.) dla lepszego wzrostu
R. oligosporus — zloza fermentacyjne wzbogacono zrédlem azotu w formie ekstraktu
sojowego Difco.

Wytloki z aronii i wiesiotka okazaty si¢ dobrym zrédtem sktadnikow pokarmowych
dla R. oligosporus. Juz po drugiej dobie inkubacji obserwowano intensywny jego
wzrost. Jasnoszara grzybnia pokrywata cata powierzchni¢ ztoza i przerastala je na catej
grubosci. Po czwartej dobie grzybnia przybierata kolor brudnoszary i w miarg¢ uptywu
czasu ciemniata.

Zmiany zawartos$ci wolnych fenoli w zltozu fermentacyjnym

Zmiany zawartosci fenoli ogdtem w ekstraktach wodnych préob fermentacyjnych ilu-
struje rysunek 1. Niska zawartos¢ wolnych fenoli w ztozach przed fermentacja sugeruje,
ze naturalne polifenole wystepuja w wigkszosci w formie zwiazanej (nierozpuszczal-
nej). Po dwoch dobach fermentacji ztoza P9 catkowita zawartos¢ polifenoli wzrosta
0 68% (od 6,8 mg/g s.m. do 11,4 mg/g s.m.). Po czterech dobach w ztozu P5 uzyskano
wzrost 0 66% (od 3,0 mg/g s.m. do 5,0 mg/g s.m.). Nast¢gpnie obserwowano gwaltowny
ich spadek ponizej wartosci wyjsciowych w czwartej (do 4,7 mg/g s.m. ztoze P9) i sz6-
stej (do 2,6 mg/g s.m. zloze P5) dobie fermentacji. Po dwunastu dobach procesu zawar-
tos¢ fenoli w badanych ztozach wynosita odpowiednio 3,1 mg/g s.m. i 1,6 mg/g s.m.

Dwukrotnie nizsza zawarto$¢ fenoli w ztozu P5 w stosunku do ztoza P9 wynika
z prawie dwukrotnie nizszej zawartosci wyttokdéw z aronii w tym ztozu.

Biotechnologia 7(2) 2008
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Rys. 1. Zmiany zawartosci fenoli ogdtem w probach fermentacyjnych ztoza P9 i P5
Fig. 1. Changes in total phenolics content for substrates P9 and P5

Dynamika biosyntezy enzymo6w przez badany szczep R. oligosporus w procesie
fermentacji w zlozu P9 i P5

W badanych warunkach fermentacji szczep R. oligosporus NRRL 2710 w ztozu P9
w drugiej dobie syntetyzowal z najwyzsza wydajnoscia: a-amylaze i B-glukozydaze
(rys. 2). W czwartej dobie procesu obserwowano spadek aktywnosci ww. enzymow, zas
w szostej dobie najwyzsza wydajnos¢ biosyntezy lakkazy i niewielki przyrost aktywno-
$ci a-amylazy i B-glukozydazy. Osma doba fermentacji charakteryzowata si¢ obnize-
niem wydajnosci biosyntezy a-amylazy, B-glukozydazy i lakkazy.

—&— Alfa-amylaza — alfa-amylase —#l— Beta-glukozydaza — beta-glucosidase —#&— Lakkaza — laccase
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Rys. 2. Dynamika biosyntezy enzymow R. oligosporus w procesie fermentacji ztoza P9
Fig. 2. Dynamics of biosynthesis of R. oligosporus enzymes during fermentation of substrate P9

Pod koniec procesu (dwunasta doba) obserwowano wzrost wydajnosci biosyntezy
B-glukozydazy.

Podobnie ksztattowala si¢ dynamika biosyntezy (cho¢ z okolo dwukrotnie nizsza
wydajnoscia) a-amylazy i B-glukozydazy do czwartej doby hodowli na ztozu P5 (rys. 3).
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Rys. 3. Dynamika biosyntezy enzymow R. oligosporus w procesie fermentacji ztoza PS5
Fig. 3. Dynamics biosynthesis R. oligosporus enzymes during fermentation substrate P5

W przyjetych warunkach fermentacji R. oligosporus syntetyzowal z maksymalna
wydajnoscia badane enzymy w dziesiatej dobie procesu. Aktywno$¢ a-amylazy w ztozu
PS5 byta prawie trzykrotnie wyzsza w poréwnaniu do aktywnosci w ztozu P9 i utrzymy-
wala si¢ na tak wysokim poziomie az do konca hodowli.

Niska zawarto$¢ azotu w ztozu P9 oraz po wykorzystaniu go przez grzyb w ztozu P5
mogta by¢ powodem intensywnej biosyntezy glikozydaz odpowiednio w drugiej i dzie-
siatej dobie fermentacji, gdyz dzigki tym enzymom zastosowany szczep R. oligosporus
mogt wykorzysta¢ glikozydy do uzyskania niezbgdnej energii. Energia ta postuzyta do
syntezy enzymdw katalizujacych polimeryzacj¢ fenoli, ktdrej efektem byl wzrost ak-
tywno$ci przeciwutleniajacej. Takze Vatterm i Shetty sugerowali, ze polimeryzacja
fenoli podczas plesniowego bioprocesu moze by¢ spowodowana stresem zwigzanym
z wykorzystaniem sktadnikow odzywczych [Vattem i in. 2002].

Korelacja pomigdzy zawartoscia fenoli ogétem w ekstraktach wodnych prob
fermentacyjnych i biosynteza wybranych enzyméw Rhizopus oligosporus

Wzrost zawartosci fenoli ogdétem w ztozu P9 pokrywat si¢ z najwyzsza wydajnoscia
biosyntezy -glukozydazy w drugiej dobie procesu (rys. 4). Dobra korelacja zawartosci
fenoli rozpuszczalnych w wodzie z najwyzsza aktywnos$cig B-glukozydazy sugeruje,
ze enzym ten uwalnia fenole z ich glikozydow w fermentowanych wytlokach. Gwat-
townemu spadkowi zawartosci fenoli w czwartej dobie procesu towarzyszyta biosynteza
lakkazy. W tej fazie procesu rozpoczela si¢ remobilizacja aglikondw fenolowych (dime-
ryzacja) do funkcjonalnych difenyli.
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Rys. 4. Korelacja pomigdzy zawartoscia fenoli ogétem w ztozu P9 i biosynteza wybranych
enzymow R. oligosporus
Fig. 4. Correlation between total phenolics content for substrate P9 and biosynthesis of selected
R. oligosporus enzymes

Niektore wolne fenole moga by¢ toksyczne dla wzrostu grzybow i woéwczas uru-
chamiaja one biosynteze lakkazy, ktéra powoduje ich detoksyfikacje¢ poprzez utlenianie
i polimeryzacj¢ do form polimeréow fenolowych, tatwiej utylizowanych przez grzyby
strzepkowe. Powstale polimery fenolowe byly trudniej rozpuszczalne w wodzie. Na
koncowym etapie fermentacji B-glukozydaza wykazywata aktywnos$¢ na duzo nizszym
poziomie, ale nadal brata udzial w remobilizacji polimeréw fenolowych substratu.

Podobny poziom wzrostu zawartosci zwigzkéw fenolowych w ztozu P5 obserwowa-
no o dwie doby podzniej. Towarzyszyta mu wydajna biosynteza B-glukozydazy (rys. 5).
3 Polifenole-H20 - poliphenols-H20
—&— Beta-glukozydaza — bata-glucosidase —— Lakkaza - laccase
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Rys. 5. Korelacja pomigdzy zawartoscig fenoli ogdétem w zlozu PS5 i biosynteza wybranych
enzymow R. oligosporus
Fig. 5. Correlation between total phenolics content for substrate P5 and biosynthesis of selected
R. oligosporus enzymes
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Szczep R. oligosporus dopiero w dziesiatej dobie procesu syntetyzowat z najwyzsza
wydajnoscia lakkazg (byta ona nizsza w porownaniu do wydajnosci uzyskanej na ztozu
P9) i B-glukozydaze.

Po wyczerpaniu si¢ obecnych w wyttokach aroniowych latwiej przyswajalnych gli-
kozydow oraz skladnikow lipidowych — badany szczep R. oligosporus syntetyzowat
B-glukozydaze z wigksza wydajnoscia (8—10 doba) w celu wykorzystania trudniej przy-
swajalnych glikozydow wiesiotka. Najwyzsza w tej fazie fermentacji aktywnos¢ lakka-
zy byla zwiazana z detoksyfikacja rozpuszczalnych w wodzie wolnych fenoli poprzez
ich utlenianie i polimeryzacj¢ do trudno rozpuszczalnych polimer6w fenolowych.

Wyniki te sugeruja, ze B-glukozydaza odgrywata wazna role¢ w mobilizowaniu wol-
nych fenoli produkowanych podczas biokonwersji odpaddéw z aronii i wiesiotka w sta-
tym zlozu przy udziale R. oligosporus. Podobne trendy obserwowano podczas hodowli
R. oligosporus w stalym zlozu na odpadach z przetwdrstwa ananasa [Correia i in.
2004c], guavy [Correia i in. 2004a] i zurawiny [Vattem i in. 2002].

Korelacja pomigdzy zawartoscia fenoli ogétem w ekstraktach wodnych prob
fermentacyjnych i ich aktywnoS$cia przeciwutleniajaca

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca polifenoli wyekstrahowanych woda z prob fermenta-
cyjnych oceniano dwiema metodami. W metodzie z DPPH mierzono zdolnos$¢ otrzyma-
nych ekstraktow do zmiatania wolnych, syntetycznych rodnikéw DPPH (DRI — DPPH
Radical Inhibition). Natomiast w metodzie z -karotenem okreslano zdolno$¢ przeciwu-
tleniaczy do ochrony B-karotenu przed utlenianiem (APF — Antioxidant Protection Fac-
tor) i mozliwos$¢ dziatania przeciwutleniacza na granicy faz lipid-woda.

Aktywnos$¢ fenoli zawartych w wodnych ekstraktach prob fermentacyjnych zloza
P9, w wygaszaniu wolnych rodnikéw DPPH, wykazywala do szostej doby procesu silng
tendencj¢ wzrostowa (od 36,9% do ok. 75,5%), po czym wzrost tej aktywnosci byt
nieco stabszy. Po dwunastu dobach fermentacji osiagnela ona wartos¢ 74,1%, czyli
okoto 2-krotnie wyzsza w stosunku do proby wyjsciowej (rys. 6). Z dynamicznym
wzrostem aktywnosci przeciwrodnikowej dobrze korelowal gwaltowny spadek zawarto-
$ci fenoli rozpuszczalnych w wodzie.

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca ww. fenoli, mierzona wzglgdem [-karotenu wzrasta-
fa do czwartej doby procesu (od 0,17 do 0,25), po czym nastgpowat jej spadek do war-
tosci zblizonej do wyjsciowej oraz ponowny wzrost do wartosci maksymalnej (0,3)
w dwunastej dobie procesu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze przeciwutleniacze z wczesniejszej fazy procesu mia-
ty charakter hydrofobowy (4 doba). Swiadczy o tym wzrost aktywnosci przeciwutlenia-
jacej wobec B-karotenu. Zdolno$¢ fenoli w ekstraktach wodnych préb fermentacyjnych
ztoza P5 do zmiatania wolnych rodnikow DPPH, do drugiej doby procesu, wykazywata
tendencj¢ wzrostowa (od 28,5% do ok. 34,6%), po czym do szdstej doby obserwowano
spadek do 18,9% i ponowny jej wzrost, po dwunastu dobach, kiedy to osiagnela wartosé
55,4%, czyli okoto 2-krotnie wyzsza w stosunku do wartosci wyjsciowej (rys. 7).
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Rys. 6. Korelacja pomigdzy zawartoscia fenoli ogétem w ztozu P9 i ich aktywnoscia przeciw-
utleniajaca
Fig. 6. Correlation between total phenolics content for substrate P9 and their antioxidant activity
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Rys. 7. Korelacja pomigdzy zawartoscia fenoli ogétem w ztozu P5 i ich aktywnoscia przeciwu-
tleniajaca
Fig. 7. Correlation between total phenolics content for substrate P5 and their antioxidant activity

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca polifenoli wystgpujacych w zlozu P5, mierzona
wzgledem B-karotenu, do szdstej doby procesu wzrastata (od 0,08 do 0,16), po czym
obserwowano jej spadek do wartosci ponizej wyjsciowej, az do dwunastej doby proce-
su, kiedy osiagneta wartos¢ 0,04. W podlozu P5 bogatszym w sktadniki lipidowe,
w szbstej dobie, obserwowano dwukrotny wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej wobec
B-karotenu i wyrazny spadek zawartosci fenoli rozpuszczalnych. Wraz ze zmiana $ro-
dowiska (wyczerpywaniem si¢ sktadnikoéw lipidowych) na bardziej hydrofilowe, natura
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przeciwutleniaczy zmieniata si¢ i wowczas obserwowano wyrazny wzrost aktywnosci
przeciwrodnikowej wobec DPPH (dwunasta doba).

Polimery fenolowe stabo rozpuszczalne w wodzie wykazywaty duzo wyzsza aktyw-
nos¢ przeciwutleniajaca niz monomery. W zaleznosci od zmian zachodzacych w podto-
zu podczas fermentacji zmieniat si¢ ogoélny charakter przeciwutleniaczy, z hydrofobo-
wego na hydrofilowy lub odwrotnie. Przeciwutleniacze obecne we wczesnej fazie wzro-
stu byly bardziej hydrofobowe i dlatego bardziej aktywne wobec B-karotenu. Podobne
obserwacje opisali Correia i in. [2004c].

Wplyw fenoli obecnych w ekstraktach wodnych préb fermentacyjnych
na aktywnos$¢ o-amylazy trzustkowej w warunkach in vitro

W zaleznosci od struktury zwiazkéw fenolowych moga one reagowaé z enzymami,
zmieniajac ich rozpuszczalno$¢ i aktywnosé. Spadek aktywnosci enzymu zalezy od
stezenia, liczby i pozycji grup hydroksylowych zwiazkéw fenolowych.

W prezentowanej pracy badano wptyw ekstraktéw fenoli z fermentowanego ztoza
P9 na aktywnos¢ a-amylazy trzustkowej. Na podstawie uzyskanych wynikow stwier-
dzono, ze zwiazki fenolowe zawarte w ekstraktach ztoza P9, fermentowanego w czasie
szesciu dob, hamowaty aktywnos$é a-amylazy trzustkowej, podczas gdy fenole obecne
w ekstraktach ztoza fermentowanego dhuzej (od 7 do 12 doby) aktywowaly ten enzym
(rys. 8).
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Rys. 8. Wplyw fenoli ekstraktéw wodnych prob fermentacyjnych ztoza P9 na aktywnos¢
o-amylazy trzustkowej w warunkach in vitro

Fig. 8. Effect of phenolics occurring in aqueous extracts from fermented substrate P9 on the
pancreas a-amylase activity in vitro

Polifenole zawarte w probach fermentacyjnych, otrzymanych po dwunastu dobach
procesu, korzystnie wplywaly na aktywno$¢ ww. enzymu, powodujac wzrost jego ak-
tywnos$ci o 15,4%. Stwierdzono réwniez, ze intensywnos$¢ hamowania aktywnosci ba-
danego enzymu byta skorelowana z maksymalng zawartoscig fenoli ogdtem i prawdo-
podobnie byta zwigzana z ich struktura. Nie byla ona natomiast skorelowana z aktyw-
noscia przeciwrodnikowa, mierzong wobec DPPH. Obserwacje te sa zgodne z wynikami
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badan Correia i in. [2004b], ktorzy wskazuja na mozliwos$¢ zastosowania naturalnych,
fenolowych inhibitordw o-amylazy w walce z cukrzyca.

WNIOSKI

1. Podczas fermentacji wytlokéw z aronii i wiesiotka w stalym ztozu stwierdzono
wyrazng korelacje¢ pomiedzy zawartoscia fenoli ogdtem i aktywnoscia B-glukozydazy,
a takze pomigdzy ste¢zeniem polimerdéw fenolowych i wydajnoscia biosyntezy lakkazy.

2. Polimery fenolowe wykazywaly wyzsza aktywnos¢ przeciwutleniajaca niz mono-
mery.

3. Przeciwutleniacze powstajace we wczesniejszej fazie procesu miaty bardziej hy-
drofobowy charakter niz przeciwutleniacze generowane w drugiej fazie fermentacji.

4. Biokonwersja wytlokéw z aronii i wiesiotka przy udziale R. oligosporus powo-
dowata ponad 2-krotny wzrost ich aktywnosci przeciwutleniajacej.

5. Fenole zawarte w probach fermentacyjnych z wczesnej fazy procesu inaktywowa-
ly o-amylaze trzustkowa, natomiast polifenole wykazujace znaczna aktywno$¢ przeci-
wutleniajacg aktywowaly badany enzym.

6. Przeprowadzone badania wykazaly mozliwos¢ otrzymywania przeciwutleniaczy
fenolowych — produktéw o wartosci dodanej, z wyttokdéw z aronii potaczonych z wytto-
kami z wiesiotka na drodze SSF, co stwarza szans¢ na ich bardziej racjonalne niz do-
tychczas wykorzystanie w zintegrowanej biorafinerii.
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SOLID-STATE PRODUCTION OF PHENOLIC ANTIOXIDANTS
FROM MIXTURES OF ARONIA POMACE AND EVENING
PRIMOSE WASTE

Abstract. This paper reports on application of SSF conducted by Rhizopus oligosporus
for production of phenolic antioxidants from mixtures of aronia pomace and evening pri-
mose cake. The fungus was grown on two substrates: (P9) 9g of aronia pomace and 1 g of
evening primose waste, and (P5) 5 g of aronia pomace and 5 g of evening primose cake.
Changes in concentration of phenolics extractable with water were correlated with
changes in B-glucosidase activity and polymeric phenolics content was correlated with the
yield of laccase biosynthesis. Antioxidant activity increased two-fold after 12 day fermen-
tation of both P5 and P9. Phenolics produced in the early stage of the SSF process inhi-
bited the porcine pancreatic a-amylase while polymeric phenolics with high antioxidant
capacity activated this enzyme. SSF, conducted under presented conditions, increased the
value of aronia pomace and evening primose cake.

Key words: phenolic antioxidants, melanocarpa pomace, Rhizopus oligosporus, SSF

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 30.06.2008

Do cytowania — For citation: Miszkiewicz H, Jakubowski A., 2008. Fermentacja w statym ztozu
wyttokow z aronii i wiesiotka jako metoda otrzymywania przeciwutleniaczy fenolowych. Acta
Sci. Pol. Biotechnol. 7(2), 13-25.

Biotechnologia 7(2) 2008






&y
S =
2 ACTA £ Acta Sci. Pol., Biotechnologia 7(2) 2008, 27-41

WZROST 1 ENZYMATYCZNA AKTYWNOSC DROZDZY
W MLEKU ROZNYCH GATUNKOW PRZEZUWACZY *

Marek Szottysik, Monika Zelazko, Xymena Polomska,
Maria Wojtatowicz, J6zefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Przedmiotem badan byly szczepy drozdzy Candida kefyr PII1b, Candida
sphaerica Fll7a oraz Yarrowia lipolytica JlI1c wyizolowane z polskich seréw z przero-
stem plesniowym Rokpol. Badane drozdze wprowadzono do mleka krowiego, koziego
i owczego w celu okreslenia ich cech technologicznych jako potencjalnych kultur wspo-
magajacych w produkcji seréw wytwarzanych z mleka réznych gatunkow zwierzat. Za-
szczepione proby mleka inkubowano w temp. pokojowej przez 12 dni. Podczas inkubacji
monitorowano wzrost drozdzy, pH, oraz poziom azotu rozpuszczalnego w pH 4,6. W 12.
dniu inkubacji oceniono w mleku poziom kwasow organicznych oraz zmiany degradacyj-
ne biatek i lipidow. Probe kontrolng stanowito mleko bez dodatku drozdzy. Wykazano,
ze w kazdym mleku lepiej rozwijaly si¢ drozdze C. sphaerica Fll7a i C. kefyr PII1b niz
Y. lipolytica Jlc, ktore osiagaty liczebno$é na poziomie 107-10%j.t k.mL™, podczas gdy
populacja tego ostatniego szczepu byta nizsza $rednio o jeden rzad logarytmiczny.
We wszystkich rodzajach mleka wzrost drozdzy Y. lipolytica J1l1c wiazat si¢ spadkiem
zawartosci kwasu cytrynowego. Natomiast podczas wzrostu dwoch pozostatych szczepow
Candida kefyr P111b i Candida sphaerica F117a obserwowano niewielki przyrost zawar-
tosci kwasow: octowego, mlekowego i1 propionowego. Najwigksze zmiany degradacyjne
bialek mleka wykazano w prébach, do ktorych wprowadzono drozdze Y. lipolytica J1llc.
Proteazy tych drozdzy w rownym stopniu degradowaly biatka mleka krowiego, koziego,
jak i owczego. Rowniez ich lipazy spowodowatly najwigkszy rozktad thuszczu mleka roz-
nych gatunkoéw przezuwaczy, uwalniajac znaczne ilosci wolnych kwaséw thuszczowych
krétko- i Sredniotancuchowych, a takze kwasu palmitynowego i oleinowego. Z tego
wzgledu szczep tych drozdzy moze byé wykorzystany do produkcji serow z kazdego
rodzaju mleka, zwtaszcza seréw migkkich.

Stowa kluczowe: drozdze, wzrost, mleko, kwasy organiczne, proteoliza, lipoliza

*Praca wykonana w ramach projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr 2 PO6T 050 28.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Marek Szoltysik, Katedra Technologii Surow-
cow Zwierzgcych i Zarzadzania Jakoscia, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K.
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WSTEP

Drozdze stanowig staty sktadnik mikroflory wielu produktow mleczarskich [Jacob-
sen i Narvhus 1996, Mayoral i in. 2005, Gardini i in. 2006]. Dostgpnos¢ biatka, thusz-
czu, cukru i soli mineralnych, a takze zdolno$¢ drozdzy do wzrostu w niskich tempera-
turach i przy wysokim zasoleniu powoduja, ze mleko i jego przetwory sa dobrym sro-
dowiskiem do rozwoju tych mikroorganizméw [Mayoral i in. 2005]. Ich obecnos¢ nie
pozostaje jednak bez wpltywu na jako$¢ produktow [Fleet 1992, Addis i in. 2001].
Enzymy zewnatrzkomdérkowe wydzielane przez drozdze uczestnicza w degradacji bia-
fek i lipidow mleka [Chrzanowska i Wojtatowicz 2001, Suzzi i in. 2001, Florez i Mayo
2006, Czajgucka i in. 2006]. Powstajace w ten sposob wolne aminokwasy i kwasy
thuszczowe stuza jako substraty do syntezy zwiazkow aromatycznych [Jollivet i in.
1994, Molimard i in. 1996, Cichosz 1997, Gardini i in. 1999, Pandey i in. 1999,
McSweeney i1 Sousa 2000]. Cukry i kwasy organiczne asymilowane w procesach fer-
mentacji przeksztalcane sa do wtornych metabolitow, wydzielanych do srodowiska,
powodujac zmiany kwasowosci. Przemiany te wplywaja na ksztaltowanie si¢ cech or-
ganoleptycznych, nadajac produktom charakterystyczny smak i zapach. Z tego wzgledu
od lat prowadzone sa prace nad wykorzystaniem wyselekcjonowanych szczepow droz-
dzy jako serowarskich kultur wspomagajacych [van den Tempel i Jacobsen 2000, Ferre-
ira i Viljoen 2003]. Zmiany zachodzace w mleku pod wplywem drozdzy moga rzutowaé
jednak na rozwdj bakterii fermentacji mlekowej, wprowadzanej do mleka w postaci
szczepionek [Eliskases-Lechner i Ginzinger 1995, Gadaga i in. 2001, Alwarez-Martin
2008]. Rozwoj drozdzy moze prowadzi¢ takze do powstawania wad, takich jak gorzki
lub owocowy posmak, zmiana barwy oraz tekstury.

Réznice w sktadzie oraz dostgpnosci poszczegolnych komponentéw obserwowane
pomigdzy mlekiem krowim, kozim i owczym moga wptywaé na rozwoj mikroflory
odpowiedzialnej za ksztaltowanie cech jakosciowych produktow mleczarskich. Wpro-
wadzenie do praktyki przemystowej wyselekcjonowanych szczepdéw drozdzy, jako
potencjalnych kultur wspomagajacych, wymaga zatem oceny ich wzrostu i aktywnosci
hydrolitycznej w mleku nie tylko krowim, ale i innych gatunkdéw zwierzat, coraz czg-
$ciej wykorzystywanym takze w Polsce jako surowiec serowarski.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byly szczepy drozdzy Candida kefyr P1I1b, C. sphaerica F1l17a,
oraz Yarrowia lipolytica JlI1c wyizolowane z serdw z przerostem plesniowym Rokpol
[Wojtatowicz i in. 2001] i pochodzace z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiolo-
gii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Drozdze namnozono w 20 mL podloza YCG zawierajacego (gL"): ekstrakt droz-
dzowy — 1,7; kazeing — 2,0; glukozg¢ — 10, w kolbach o objetosci 200 mL, na wytrzasar-
ce w temp. 28°C przez 48 h. Po zakonczeniu hodowli oznaczano gesto$¢ komorek,
a nastgpnie biomas¢ odwirowano i wprowadzono do sterylnego mleka do uzyskania
koncowego stezenia 10° j.tk.mL’'. Zaszczepione proby mleka krowiego, koziego
i owczego o objetosci 500 mL inkubowano w temp. pokojowej przez 12 dni. Probe
kontrolng stanowito mleko bez dodatku drozdzy. Podczas inkubacji monitorowano
wzrost drozdzy, pH oraz poziom azotu rozpuszczalnego i calkowitego. W 12. dniu in-
kubacji oceniono ponadto poziom kwasdéw organicznych oraz zmiany degradacyjne
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biatek i lipidow mleka. Ogolna liczbe drozdzy oznaczano metoda ptytkowa na podtozu
OGY o skfadzie (g L): agar — 15,0; ekstrakt drozdzowy — 5,0; glukoza — 20,0; chloro-
wodorek oksytetracykliny — 0,1. Ptytki inkubowano w temp. 30°C, przez 72 godziny.

Zmiany pH mleka w trakcie inkubacji oznaczano za pomoca pH-metru inoLab.

Stopien degradacji bialek okreslono ilosciowo, poprzez pomiar przyrostu zawartosci
zwigzkow azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 metoda Kjedahla [Zmarlicki 1981]
i wolnych grup aminowych, ktérych poziom oznaczono przy uzyciu kwasu trdjnitro-
benzenosulfonowego (TNBS) wg zmodyfikowanej metody Kuchroo i in. [1983]. Sto-
pien zaawansowania procesOw proteolizy s$ledzono takze metoda elektroforezy wg
Andrews [1983], ktora prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym, w buforze
TRIS-Glicyna o pH 8,3. Zele wybarwiano barwnikiem Coomasie Blue w 50% roztwo-
rze metanolu zawierajacego 1,25% TCA.

Zmiany lipolityczne kontrolowano na podstawie o pomiaru przyrostu wolnych kwa-
sow thuszczowych wydzielonych z mleka wg Deeth’a i in. [1983]. Analizowane zwigzki
ekstrahowano z mleka mieszaning heksan-eter dwuetylowy (1:1; v/v), a nastgpnie ad-
sorbowano na oboj¢tnym tlenku glinu. Z fazy stacjonarnej kwasy uwalniano przy uzy-
ciu eteru dwuizopropylowego zawierajacego 6% kwasu mrowkowego. Otrzymane wol-
ne kwasy thuszczowe przeprowadzano w pochodne metylowe, a nastepnie poddawano
analizie chromatograficznej (GC/MS) w nastgpujacych warunkach: kolumna kapilarna
Agilent DB-225 MS, 60 m x 250 um x 0,25 pm, temperatura kolumny 140°C (5 min)
do 240°C (4°C'min™), gaz nosny-hel (20cmss™), nastrzyk 1pL, 260°C, split 100:1.

Kwasy organiczne ekstrahowano z mleka acetonitrylem wg Roostita i Fleet [1996]
i rozdzielano przy wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),
na kolumnie Aminex HPX-87H, w temp. 55-60°C, w gradiencie 0,07-0,10% (v/v)
kwasu ortofosforowego, przy szybkosci przeptywu 0,5 mL'min™.

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Wyselekcjonowane z polskich seréw plesniowych Rokpol szczepy drozdzy C. kefyr
PII1b, C. sphaerica Fll7a oraz Y. lipolytica JIl1c zostaly wprowadzone do mleka kro-
wiego, koziego i owczego. W celu okreslenia ich przydatnosci technologicznej badano
ich wzrost w tym $rodowisku oraz monitorowano poziom degradacji biatek i thuszczu.

W trakcje 12-dniowej inkubacji zaobserwowano zréznicowang dynamike¢ wzrostu
poszczegolnych szczepow (rys. 1). Poczatkowa liczebnos¢ analizowanych drozdzy
w mleku krowim, kozim i owczym byla zblizona i zawierata si¢ w przedziale 5,3—
8,5-10* j.tk.mL". Wigkszy wzrost drozdzy w pierwszych dniach inkubacji zaobserwo-
wano w probach, do ktérych wprowadzono szczepy z rodzaju Candida. Maksymalna
wielkos¢ ich populacji w granicach 1,1:10"-1,4-10° j.tk.mL" w mleku wszystkich ba-
danych gatunkow przezuwaczy stwierdzono juz w drugim lub czwartym dniu. W kolej-
nych dniach inkubowania mleka krowiego i owczego obserwowano niewielki spadek
ich ilosci. W mleku kozim redukcja ta byta wigksza i przekraczata jeden rzad logaryt-
miczny. Odmienng kinetyke wzrostu wykazywaty drozdze Y. lipolytica J1l1c, ktorych
maksymalna liczebnos¢ (4,8:10°-3,9-107 jt.k.mL™") niezaleznie od rodzaju mleka przy-
padata szoéstego Iub dsmego dnia prowadzenia doswiadczenia.

Otrzymane wyniki sg zgodne z doniesieniami innych autoréw [Roostita i Fleet 1996,
Gadaga i in. 2001, Szoltysik i in. 2006], ktorzy wykazali, ze szczepy drozdzy izolowane
z produktéw mleczarskich wykazuja zdolnosci do wzrostu w mleku, osiagajac jednak
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zrdznicowany poziom liczebnosci. Ich odmienna kinetyka wzrostu w tym srodowisku
skorelowana jest z ich rézna zdolnoscia asymilacji laktozy, ktéra wsrod badanych
szczepow wykazywaty: C. kefyr PII1b i C. sphaerica FIl7a [Roostita i Fleet 1996,
Juszczyk 2002].
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Rys. 1. Wzrost wybranych szczepoéw drozdzy w mleku krowim (A), kozim (B), owczym (C)
Fig. 1. Growth of selected strains of yeast in bovine (A), caprine (B), ovine (C) milk

Zwigkszeniu liczebnosci drozdzy w mleku towarzyszyt przyrost jego kwasowosci
(rys. 2). Wprowadzenie do mleka drozdzy C. kefyr PIl1b i C. sphaerica Fl17a powodo-
walo jego zakwaszenie do poziomu pH 5,6-5,8, natomiast w trakcie wzrostu drozdzy
Y. lipolytica J1l1c obserwowany spadek pH nie przekraczal wartosci 6,0. W prébach
kontrolnych mleka krowiego, koziego i owczego pH utrzymywalo si¢ na stalym
poziomie.

Po dwunastu dniach inkubacji drozdzy w kazdym z rodzajow mleka oznaczono
obecnos¢ kwasdéw organicznych (tab. 1). We wszystkich prébach mleka zaszczepionego
C. kefyr PI11b i C. spherica Fll7a zaobserwowano niewielki wzrost zawartosci kwasow
octowego, mlekowego i propionowego. Podobne wyniki otrzymywali réwniez Besan-
coniin. [1992], Roostita i Fleet [1996] i Czajgucka [2002]. Badane drozdze wykazywa-
ty takze zdolno$¢ do utylizacji wybranych kwasow organicznych. Wzrost Y. lipolytica
JI1c wiazat si¢ gldwnie z wykorzystaniem obecnego w Srodowisku kwasu cytrynowego.
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Obserwacje te potwierdzaja wyniki badan Besancon i in. [1992], Roostita i Fleet [1996],
oraz Freitas i in. [1999], ktérzy analizujac zmiany spowodowane obecnoscia drozdzy
w mleku kozim i owczym, wykazali ubytek tego samego kwasu. Wszystkie badane
szczepy drozdzy wykazywaty takze zdolnos¢ do utylizowania kwasu bursztynowego
i mrowkowego.
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Rys. 2. Zmiany pH w mleku: krowim (A), kozim (B), owczym (C) inkubowanym z wybranymi
szczepami drozdzy

Fig. 2. Changes of pH of bovine (A), caprine (B), ovine (C) milk incubated with selected strains
of yeast

W trakcie 12-dniowej inkubacji mleka pochodzacego od réznych gatunkéw przezu-
waczy analizowano iloSciowo 1 jakosciowo zmiany proteolityczne. Proces degradacji
biatek §ledzono poprzez pomiar zawartosci azotu rozpuszczalnego w pH 4,6 wyrazone-
go w % azotu ogolnego oraz oznaczajac przyrost zawartosci wolnych grup aminowych
we frakcji rozpuszczalnej] w tym samym pH. Rozklad biatka monitorowano rowniez
przy uzyciu metody elektroforezy w zelu poliakrylamidowym.

Wyniki, jakie uzyskano dla préb, do ktorych wprowadzono analizowane drozdze,
wskazuja na duze réznice w glgbokosci zmian degradacyjnych bialek, wynikajace
z r6znych uzdolnien hydrolitycznych poszczegolnych szczepdw. Poczatkowa zawartosé
azotu rozpuszczalnego w mleku kontrolnym pochodzacym od réznych gatunkéw prze-
zuwaczy wynosita dla mleka krowiego 12,9%, koziego 17,3%, a owczego 19,8%
(rys. 3) i nie zmieniata si¢ przez caty okres inkubacji.
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Rys. 3. Zmiany zawarto$ci azotu rozpuszczalnego w pH 4,6 w mleku krowim (A), kozim (B),
owczym (C), podczas wzrostu drozdzy

Fig. 3. Changes of nitrogen soluble at pH 4.6 contents in bovine (A), caprine (B), ovine (C) milk
during incubation with yeasts

Najwigksze tempo przyrostu zawartosci azotu rozpuszczalnego w pH 4,6 wykazano
w prébach mleka zaszczepionego drozdzami Y. /ipolytica Jlllc. Po 12 dniach inkubacji
poziom rozpuszczalnych zwiazkow azotowych we wszystkich probach zawierajacych te
drozdze byt najwyzszy i miescit si¢ w przedziale 41-49%. Uwzgledniajac jednak rozni-
c¢ pomiedzy koncowym a poczatkowym stgzeniem azotu rozpuszczalnego w mleku
poszczegdlnych gatunkdéw przezuwaczy inkubowanym z tym szczepem drozdzy,
stwierdzono, ze jego proteazy w podobnym stopniu degradowaty biatka mleka tak kro-
wiego, jak i koziego oraz owczego.

W licznych doniesieniach twierdzono, ze wsrdd drozdzy izolowanych z seréw naj-
wigksze uzdolnienia proteolityczne wykazujg szczepy z gatunku Y. lipolytica [Wyder
i Puhan 1999, van den Tempel i Jacobsen 2000]. W grupie enzymow proteolitycznych
wydzielanych przez ten gatunek obecne sa: proteinaza serynowa, aktywna w $rodowi-
sku zasadowym, oraz proteinaza aspartylowa, aktywna w $rodowisku kwasnym.
Niektore szczepy wykazuja zdolnos¢ do syntezowania proteinaz aktywnych w srodowi-
sku obojetnym [Ogrydziak 1993]. Wielu autoréw potwierdzito réwniez wysoka aktyw-
no$¢ kazeinolityczng tych drozdzy, wykorzystujac je jako kultury starterowe wspoma-
gajace w produkcji serow dojrzewajacych [van den Tempel i Jacobsen 2000, Ferreira
i Viljoen 2003, Gardini i in. 2006, Czajgucka i in. 2006, Szottysik i in. 2006].
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Pozostale testowane szczepy drozdzy C. kefyr PlI1b i C. sphaerica Fll7a przyczy-
nialy si¢ do znacznie slabszego tempa degradowania biatek mleka. W probach mleka,
do ktorych zostaly one wprowadzane, st¢zenie rozpuszczalnych zwigzkéw azotowych,
jakie wykazano pod koniec inkubacji, zawierato si¢ w przedziale 23,6-28,2%.

Analizujac poziom proteolizy w mleku réznych gatunkéw przezuwaczy, wykazano
wigkszg podatnos¢ biatek mleka krowiego niz koziego i owczego na dziatanie proteaz
drozdzy z rodzaju Candida. Przyrost azotu rozpuszczalnego, jaki odnotowano w mleku
kozim pod koniec inkubacji, zawieral si¢ w przedziale od 11,6 do 15,4%, podczas gdy
w dwoch pozostatych surowcach nie przekraczal 9%.

Wisrdd szezepow nalezacych do gatunkow C. sphaerica i C. kefyr izolowanych z se-
row plesniowych stwierdza si¢ duze zréznicowanie w poziomie ich zewnatrzkomoérko-
wej aktywnosci proteolitycznej [Choisy i in. 1987, Devoyod 1990, Lopez-Diaz i in.
1995, Roostita i Fleet 1996, Cosentino i in. 2001]. W wielu doniesieniach potwierdzano
natomiast ich wysokie uzdolnienia do syntezy wewnatrzkomorkowych amino- i karbo-
ksypeptydaz, ktorych aktywnos$é ujawnia si¢ dopiero po autolizie komérek [Nuez i in.
1981, Lenoir 1984, van den Tempel i Jakobsen 2000].

Réznice jakie zaobserwowano pomig¢dzy badanymi préobami zaszczepionego mleka
W poziomie zawartosci rozpuszczalnych zwiazkéw azotowych, potwierdzono w trakcie
ilo§ciowego oznaczenia wolnych grup aminowych we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6
(rys. 4).

Najlepszymi uzdolnieniami do hydrolizowania wiazan peptydowych biatek mleka
i generowania wolnych grup aminowych charakteryzowat si¢ szczep drozdzy Y. lipoly-
tica JII1c. W prébach mleka krowiego, koziego i owczego, do ktorych zostat on wpro-
wadzany, zawarto$¢ wolnych grup aminowych byta zblizona i pod koniec inkubacji
zawierala si¢ w przedziale 4100-4400 pM Glyl100 mL". W obecnoéci pozostatych
badanych drozdzy C. kefyr Pll1b i C. sphaerica Fll7a zawarto$¢ wolnych grup amino-
wych byla blisko dwukrotnie nizsza, co potwierdza znacznie stabsze uzdolnienia tych
szczepow do degradowania biatek mleka.
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Rys. 4. Zawartos¢ wolnych grup aminowych w mleku zaszczepionym drozdzami po 12 dniach
inkubacji
Fig. 4. Contents of free amino groups in milk after 12 days incubation with yeasts
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Zmiany degradacyjne w obrgbie poszczegoélnych frakcji kazeinowych §ledzono
rowniez metoda rozdziatu elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym. Najinten-
sywniejsza hydroliz¢ zaréwno B-, jak i oy -kazeiny wykazano w mleku przygotowanym
z dodatkiem szczepu Y. lipolytica Jl1c (rys. 5). W mleku krowim, kozim i owczym juz
od 6. dnia inkubacji degradowana byta zaréwno B-, jak i og-kazeina. W badaniach pro-
wadzonych przez Gdule i in. [2002], w ktdrych analizowano uzdolnienia hydrolityczne
drozdzy Y. lipolytica pochodzacych z réznych srodowisk, zaobserwowano, ze drobno-
ustroje te czesciej degradowaty B-kazeing, jednak wsrdd nich wystepowaly réwniez
szczepy, ktdére preferowaly albo oy-kazeing, albo obydwie frakcje kazeinowe jednocze-
$nie. Czegsciowy rozklad frakcji ag- i B-kazeiny, zaobserwowano réwniez pod koniec
inkubacji préb kazdego rodzaju mleka przygotowanego z dodatkiem drozdzy C. kefyr
PII1b i C. sphaerica Fll7a, jednak intensywnos¢ tych zmian byta duzo stabsza niz
w mleku, do ktérego wprowadzono drozdze Y. lipolytica JI11c (dane nieprezentowane).

A

Dni inkubacji Dni inkubacji

0 6 12 1] 2 4 6 8 10 12

Dni inkubacji Dni inkubacji
(1] 6 12 0 2 L] [3 8 10 12
e
4 i i =Y

W o e X o s

Dni inkubacji Dni inkubacji

0 6 12 0 2 4 6 8 10 12
Kontrola Yarrowia lipolytica J1l1¢

Rys. 5. Rozdziat elektroforetyczny bialek mleka krowiego (A), koziego (B) i owczego (C) inku-
bowanych przez 12 dni ze szczepem drozdzy Y. lipolytica Jl11c

Fig. 5. SDS-PAGE of proteins of bovine (A), caprine (B) and ovine (C) milk incubated for
12 days with strain Y. lipolytica J1l1c
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Oprécz whasciwosci proteolitycznych bardzo wazna cecha okreslajaca przydatnosé
drozdzy w przetworstwie mleka jest ich zdolno$é do syntezy zewnatrz- i wewnatrzko-
moérkowych enzymow lipolitycznych [Novotny i1 in. 1988, Hadeball 1991]. Hydroliza
triacylogliceroli, przeprowadzana przez lipazy, prowadzi do nagromadzania si¢ wolnych
kwasow ttuszczowych, ktére bezposrednio przyczyniaja si¢ do ksztattowania smaku
i zapachu produktéw mleczarskich. Zwiazki te moga by¢ takze prekursorami metyloke-
tonow, drugorzedowych alkoholi czy estrow, ktore rowniez wpltywaja na ostateczne
cechy organoleptyczne tych produktéw [Jollivet i in. 1994, Molimard i in. 1996,
Cichosz 1997, Gardini i in. 1999, Pandey i in. 1999, McSweeney i Sousa 2000].

Rozktad thuszczu w mleku trzech gatunkow przezuwaczy monitorowano w oparciu
o analiz¢ przyrostu zawartosci wolnych kwaséw thuszczowych (WKT) oznaczonych
metoda chromatografii gazowej. Podczas dwunastodniowej inkubacji mleka zaszcze-
pionego drozdzami Y. lipolytica Jlllc, C. kefyr PII1b i C. sphaerica Fll7a zaobserwo-
wano zréznicowany przyrost WKT. W probach mleka z dodatkiem szczepu Y. lipolyti-
ca Jll1c wykazano najwyzsza zawartos¢ WKT, jakkolwiek ich stgzenie w mleku kro-
wim, kozim i owczym bylo rézne. Ttuszcz mleka owczego i krowiego stanowit znacz-
nie lepszy substrat niz mleka koziego dla lipaz tych drozdzy, gdyz koncowy poziom
WKT byt w tych probach wyzszy i wynosit odpowiednio 1845 i 1991 mg 100mL"

(rys. 6).

2500 T

OKontrola OC.kef.Pll1b BC.sph.Fli7a ®Y.lip.Jll1c
2006

1500

1000

mg 100 mL™" mleka
mg 100 mL™" of milk

500

L[] |

Krowie — Bovine Kozie — Carpine Owcze — Ovine

Mieko — Milk

Rys. 6. Catkowita zawarto$¢ wolnych kwasow thuszczowych w mleku zaszczepionym drozdzami
po 12 dniach inkubacji
Fig. 6. Total content of free fatty acids in milk after 12 days incubation with yeasts

W grupie drozdzy izolowanych z seréw szczepy nalezace do gatunku Y. lipolytica
charakteryzuja si¢ najwyzsza aktywnoscia lipolityczng [Novotny i in. 1988, Hadeball
1991]. Jak wykazano w licznych badaniach, gatunek ten zdolny jest do syntezy tak
zewnatrz- jak 1 wewnatrzkomdrkowych lipaz, a takze lipaz zwiazanych ze $ciang ko-
modrkowa, [Pereira-Meirelles i in. 1997 i 2000, Barth i Gaillardin 1997]. Enzymy te
wykazuja duze podobienstwo do analogicznych hydrolaz pochodzenia grzybowego
[Pignede i in. 2000]. U drozdzy tych stwierdza si¢ takze wystgpowanie termostabilnej
esterazy zdolnej do uwalniania z triacylogliceroli kwasoéw zestryfikowanych gtownie
w pozycji sn-1 [Mattey i Adoga 1991].
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Znacznie stabsze tempo hydrolizowania thuszczu w mleku obserwowano po wpro-
wadzeniu do niego dwdch pozostatych testowanych szczepdw: C. kefyr PI1b i C. spha-
erica FlI7a. W 12. dniu stgzenie WKT, jakie stwierdzono w probach mleka krowiego,
koziego i owczego inkubowanego z ich dodatkiem byto nizsze i ksztaltowato si¢ na
zblizonym poziomie 8561111 mg 100 mL™".

W analizowanych prébach mleka stwierdzono réwniez zréznicowanie w ilo$ci na-
gromadzonych poszczegolnych kwasow thuszczowych (tab. 2).

Najwigksze znaczenie w ksztattowaniu cech sensorycznych wielu produktéw mle-
czarskich maja uwalniane z tluszczu mlecznego kwasy krdtko- i $redniotancuchowe
[Fox i in. 1995]. Najwigksze uzdolnienia do hydrolizowania wigzan estrowych tworzo-
nych przez krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe, tj. mastowy i kapronowy, wykazywa-
ty drozdze z gatunku Y. lipolytica Jlllc (tab. 2). Wysokie st¢zenie kwasu mastowego
stwierdzono takze w probach, do ktorych wprowadzono drozdze C. kefyr P1I1b.

Analizujac przyrost kwasow o $redniej dtugosci tancucha weglowego takich jak:
laurynowy i mirystynowy, wzrost ich st¢zenia zaobserwowano po wprowadzeniu do
kazdego mleka szczepow Y. lipolytica Jll1c i C. kefyr PI11b.

We wszystkich rodzajach mleka udziat drozdzy Y. lipolytica J111c powodowat row-
niez uwalnianie znacznych ilosci dlugotancuchowych nasyconych kwaséw ttuszczo-
wych takich jak: palmitynowy i oleinowy.

Uzyskane w tej pracy wyniki sg zbiezne z danymi uzyskanymi przez Roostita i Fleet
[1996], ktérzy w swoich badaniach wykazali, ze hydroliza tluszczu mleka krowiego
prowadzona w serach dojrzewajacych z udziatem drozdzy z gatunku Y. lipolytica przy-
czyniala si¢ do znacznego nagromadzenia kwasdéw: mastowego, mirystynowego, ste-
arynowego i oleinowego.

WNIOSKI

1. Drozdze C. kefyr PII1b i C. sphaerica Fll7a wykazywaly lepsza dynamike wzro-
stu we wszystkich rodzajach mleka (krowim, kozim i owczym) niz drozdze Y. lipolytica
Jle.

2. Najwigksze zmiany proteolityczne oraz lipolityczne w kazdym mleku powodowa-
ty drozdze Y. lipolytica Jl11c.

3. Lipazy drozdzy Y. lipolytica Jlllc oraz C. kefyr PlIlb cechowaty si¢ podobna
swoistoscig wobec ttuszczu kazdego rodzaju mleka.

4. Wzrost Y. lipolytica J1l1c w mleku wigzat si¢ ze spadkiem zawartosci kwasu cy-
trynowego, natomiast w obecnosci C. kefyr PII1b i C. sphaerica FIl7a nastgpowat nie-
wielki wzrost zawartosci kwasu octowego, mlekowego i propionowego.

5. Szczep Y. lipolytica Jl1c ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ hydrolityczng moze
by¢ wykorzystany jako kultura wspomagajaca do produkcji seréw z kazdego rodzaju
mleka, zwlaszcza seréw migkkich.
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THE GROWTH AND ENZYMATIC ACTIVITY OF YEASTS IN MILK
OF DIFFERENT ANIMALS

Abstract. The purpose of this study was to examine three yeast strains: Candida kefyr
PIl1b, Candida sphaerica F1l7a and Yarrowia lipolytica J111c, isolated from Polish mould
cheese Rokpol as potential cheese adjunct cultures. The strains were introduced aseptical-
ly to cow, goat and sheep milk and the effect of their hydrolytic enzymes on the milk
components degradation was evaluated during yeast growth. Inoculated milk samples
were incubated at room temperature for 12 days. During that time yeast growth in milk
was monitored. The pH and level of nitrogen soluble at pH 4.6 were also determined. Af-
ter 12 days of milk incubation with yeasts concentration of organic acids and the level of
protein and lipid degradation were evaluated. The control were bovine, caprine and ovine
milk samples incubated without yeasts. It was shown that Candida kefyr P1l1b and Can-
dida sphaerica F1l7a exhibited better growth in each kind of milk than Y. lipolytica Jll1c.
The population of two former yeast strains reached the level of 10’-10° cfu mL™', whereas
the population of Y. lipolytica was about one logarithmic cycle lower. The growth of Y.
lipolytica Jll1c in every milk sample was accompanied with utilization of citric acid. In
the milk samples inoculated with Candida kefyr PI11b and Candida sphaerica F1l7a in-
significant increase of acetic, lactic and propionic acids concentration was observed. The
highest rate of milk proteins degradation was caused by Y. lipolytica J1l1c. This strain ex-
hibited also the highest lipolytic activity against fat, causing significant release of short —
and medium- chain fatty acids especially butyric and caprice acids as well as two long-
chain fatty acids as palmitic and oleic. Yeast Y. lipolytica Jl1c is the most promising ad-
junct culture for soft cheese production from each kind of milk.

Key words: yeast, growth, milk, organic acids, proteolysis, lipolysis
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