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KONCEPCJA WYKORZYSTANIA GLICERYNY
ODPADOWEJ Z PRODUKCJI BIODIESLA
JAKO ZRODEA WEGLA DLA DROZDZY
CANDIDA UTILIS W KULTURZE MIESZANEJ
Z BAKTERIAMI OCTOWYMI

Edyta Lipinska, Stanistaw Btazejak, Krzysztof Markowski

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. W niniejszym opracowaniu przedstawiono koncepcj¢ wykorzystania glicery-
ny odpadowej jako sktadnika podtoza hodowlanego do produkcji biomasy drozdzy paszo-
wych w kulturze mieszanej z bakteriami octowymi. Hodowla biomasy komoérkowej droz-
dzy Candida utilis w podtozach z glicerolem jako gtdéwnym Zroédlem wegla daje mozliwosé
otrzymywania wartosciowego biatka paszowego (SCP). Z kolei bakterie octowe jako obli-
gatoryjne aeroby chgtnie przeprowadzaja biotransformacjg glicerolu do dihydroksyacetonu
(DHA) — wspolnego zwiazku w metabolizmie drozdzy i bakterii octowych. Wykorzystanie
glicerolu do produkcji biomasy drozdzy paszowych zawsze wymaga etapu enzymatyczne-
go przeksztalcenia tego substratu pod wptywem dehydrogenazy glicerolowej do DHA. Na
podstawie tych przestanek mozna sadzi¢, ze koncepcja wykorzystania potencjatu bioche-
micznego mieszanej kultury drozdzy i bakterii octowych moze by¢ bardziej efektywna do
utylizacji glicerolu z produkcji biodiesla niz przy udziale monokultury drozdzy C. utilis,
a otrzymana w ten sposob biomasa komoérkowa bedzie spehniata kryteria cennego zrodta
biatka do suplementacji zywnosci i pasz.

Stowa kluczowe: biodiesel, glicerol, Candida utilis, SCP, bakterie octowe, dihydroksy-
aceton

WSTEP

Od kilku lat obserwuje si¢ w Europie i na §wiecie znaczny wzrost produkcji biodie-
sla. Jego produkcja w 2008 r. wyniosta nieco ponad 14 mln ton i byla o przeszto 50%
wyzsza niz w roku 2007. W Unii Europejskiej wyprodukowano w 2008 r. ponad 7,7 mln
ton biodiesla (prawie 40% wigcej niz rok wczesniej) 1 stanowito to ponad 50% produk-
cji rynku $wiatowego. W Polsce produkcja wyniosta 268 tys. ton i wzrosta 2,5-krotnie
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w porownaniu do roku 2007, co dato nam 2% udziatu w §wiatowym rynku [www.ebb-eu.
org, www.biofuels-platform.ch].

Wzrost produkcji biodiesla na §wiecie spowodowany jest przez wiele czynnikow.
Glowna silq napgdowa, ktora przyczynita si¢ do zwrocenia uwagi na wykorzystanie
surowcow roslinnych do otrzymywania paliw plynnych, byly problemy zaopatrzenia
w ropg¢ naftowa, a takze nadwyzka produkcji roslinnej [Podkowka 2004, Fangrui i Mil-
ford 1999].

W zwiazku z rosnaca produkcja biodiesla wzrasta ryzyko zanieczyszczenia srodowi-
ska produktami ubocznymi tego procesu, zwlaszcza glicerolem, ktérego w najblizszej
przyszto$ci moze powstawa¢ w Europie ok. 1 mln ton rocznie [Rosiak 2008, www.bio-
fuels-platform.ch]. Zagospodarowanie tak duzej ilosci taniego surowca moze stanowié
problem i wymaga poszukiwania nowych metod jego waloryzacji w cenniejsze produkty.
Jednym z interesujacych rozwiazan jest wykorzystywanie glicerolu jako zrédta wegla
i energii w procesach mikrobiologicznych. Glicerol byt z powodzeniem wykorzystywany
w biotechnologii do produkcji np.: kwasu cytrynowego, kwasu bursztynowego, wodo-
ru i alkoholu etylowego, dihydroksyacetonu, erytrolu oraz biomasy drozdzy paszowych
[Stasiak-Roézanska i in. 2010, Rymowicz i in. 2007]. Jednym z racjonalnych kierunkow
utylizacji tego zwiazku jest biosynteza biatka mikrobiologicznego (SCP), przy udziale
drozdzy i wykorzystaniu w tej postaci jako dodatku paszowego [Robinson i in. 2000].
Taka sytuacja spowodowana jest gtownie przez wyeliminowanie maczki kostnej z pro-
dukcji pasz, w zwiazku ryzykiem wystapienia choroby BSE oraz zaostrzeniem regulacji
w zakresie wykorzystania i upraw roslin GMO w Unii Europejskiej, a w szczegolnosci
soi genetycznie modyfikowanej. Biomasa komoérkowa drozdzy posiada rowniez dodat-
kowa zalete, a mianowicie bogata jest w biatko o dobrze zbilansowanym skladzie ami-
nokwasowym [Stasinska 1999]. Bialko wystepujace w komoérkach drozdzy zawiera duza
ilos¢ lizyny, ktdérej niedobor czgsto stwierdza sie w diecie ludzi i zwierzat [Btazejak 2006,
Hui i Khachatourians 1995, www.ebb-eu.org , www.biofuels-platform.ch].

PRODUKTY UBOCZNE POWSTAJACE PRZY OTRZYMYWANIU
BIODIESLA

Przetwarzanie rzepaku na paliwo realizowane jest na dwoch etapach. Pierwszy polega
na przetworzeniu rzepaku na olej, a drugi na estryfikacji oleju na paliwo [Moser 2009,
Fukuda i in. 2001]. Proces otrzymywania oleju rzepakowego jako surowca do produkcji
estrow sktada sig¢ z trzech podstawowych operacji technologicznych: rozdrabniania na-
sion rzepaku, ttoczenia oleju i filtracji oleju. Zabiegi te moga by¢ prowadzone w matych
olejarniach o niewielkich zdolno$ciach przerobowych (0,1-0,5 ton nasion w ciagu godzi-
ny), jak rdbwniez w olejarniach przemystowych o znacznie wigkszej wydajnosci siggajace;j
nawet 50 000 ton rocznie. W zaktadach olejarskich o duzych zdolno$ciach przerobowych
proces pozyskiwania oleju z nasion jest uzupetniony o dodatkowe procesy. Ekstrakcja,
bielenie i ponowna filtracja zwigksza uzysk oleju z nasion. Rafinacja oczyszcza olej
poprzez usunigeie fosfolipidow, barwnikow, bialek, kwasow tluszczowych, produktow
utleniania oraz $ladowych ilosci metali [Bochenski 2003]. Kolejnym etapem procesu
produkcji biodiesla jest transestryfikacja. Olej znajdujacy si¢ w ogrzewanym zbiorniku
poddawany jest dziataniu roztworu tugu i metanolu w temperaturze okoto 50°C. Reakcja
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sktadnikéw przebiega w czasie kilku godzin. Produkt dzieli si¢ na dwie warstwy — gorna
estrowa i dolna glicerynowa [Bochenski 2003].

Wedhug Tysa i in. [2003] produkcja biopaliw z rzepaku zwigzana jest z powstawa-
niem produktow ubocznych, tj. fazy glicerynowej, stomy i wytloku rzepakowego. Faza
glicerynowa stanowi 10-20% oleju rzepakowego wykorzystanego do transestryfikacji.
W jej sktadzie znajduje si¢ 50% czystego glicerolu, 20% kwasow ttuszczowych, 10%
metanolu, 5% katalizatora, a pozostale 15% stanowia zanieczyszczenia w postaci mydel,
mono- i diglicerydow, fosfolipidow, substancji barwnych oraz wody. Technologia prze-
robu pozostatosci glicerynowe;j jest ztozona. Na poczatku odparowuje si¢ metanol, aby
uzy¢ go ponownie w procesie transestryfikacji. P6zniej odkwasza si¢ mydta i oddziela
kwasy tluszczowe przy uzyciu kwasu solnego lub fosforowego [Bochenski 2003]. W ten
sposob otrzymuje si¢ gliceryng surowa, sktadajaca si¢ w 80% z glicerolu i 10% soli, na-
tomiast resztg stanowi woda. Gliceryng surowg kolejno poddaje si¢ neutralizacji, oczysz-
czaniu, zaggszczaniu i destylacji pod obnizonym ci$nieniem do st¢zenia okoto 99% [Tys
i in. 2003]. Tak otrzymana czysta gliceryna po spetieniu wymagan fizykochemicznych
moze by¢ stosowana w przemysle spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym lub
chemicznym [Podkowka 2004].

SPOSOBY WYKORZYSTANIA GLICEROLU

Chemiczne metody utylizacji glicerolu

Otrzymana w procesie produkcji biodiesla czysta gliceryna jest wykorzystywana
w przemysle chemicznym jako substrat do produkcji innych zwiazkow chemicznych.
Przyktadem takich zwiazkow sa: epichlorohydryna, stanowiaca sktadnik zywic epoksy-
dowych, trieter (1,2,3-tri-tert-butoksypropan) otrzymany w reakcji gliceryny z izobuta-
nem, jak rowniez trioctany gliceryny. Komponenty te charakteryzuja si¢ bardzo wysoka
liczba oktanowa (powyzej 100) i dzigki temu moga by¢ zastosowane jako alternatywne
dodatki tlenowe wprowadzane do benzyn. Ciekawym sposobem wykorzystania glicery-
ny jest rowniez opracowana w Instytucie Chemii Przemystowej w Warszawie synteza
dwoch rodzajow plastyfikatorow: triestrow gliceryny i kwasu benzoesowego oraz benzo-
esanu 1,2-dioksolanu gliceryny. Wtasciwosci aplikacyjne otrzymanych plastyfikatorow
sa porownywalne ze stosowanym powszechnie ftalanem di-izooktylowym [Gaca 2006].
Pochodne gliceryny uzyskane na drodze syntezy chemicznej znajduja rowniez zastoso-
wanie w przemysle spozywczym. Przykladem sa poliglicerole i ich estry, ktére stano-
wia wazny dodatek do szorteningéw i margaryn. Z kolei w przemysle farmaceutycznym
nitrogliceryna stosowana jest jako lek nasercowy, a takze moze mie¢ wazne znaczenie
w sektorze wojskowym [Podkowka 2004].

Biologiczne metody utylizacji glicerolu

Glicerol moze by¢ wykorzystywany w zywieniu zwierzat gospodarskich takich jak
krowy, owce, $winie, kurczgta, jednak w ilosci nieprzekraczajacej 10% dawki paszy. Jego
pozytywne dzialanie polega gltéwnie na zwigkszeniu spozycia paszy, najprawdopodob-
niej dzigki stodkiemu smakowi i lepszej strukturze paszy. Nawet przy wysokiej dawce,
ktora wynosita 30%, nie stwierdzono jego szkodliwego dzialania na zwierzgta. Wyja-
tek stanowily kurczgta, u ktorych zaobserwowano patologiczne zmiany watroby i nerek
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[Hanczakowski 2008]. W matych przetwodrniach, gdzie nieoptacalne jest budowanie in-
stalacji oczyszczajacej fazg glicerynowa oraz nie jest zorganizowany jej skup, utylizacji
mozna dokona¢ poprzez wstepne usunigcie metanolu i rozcienczenie woda w stosunku
1:100. Tak przygotowana ciecz mozna doda¢ do gnojowki i wykorzysta¢ jako nawdz or-
ganiczny [Tys i in. 2003, Gaca 2006]. Surowca bogatego w metanol nie mozna stosowaé
jako nawozu bezposrednio, poniewaz moze to doprowadzi¢ do zanieczyszczenia $rodo-
wiska czy wybuchu w urzadzeniach, ktore na ogdt nie sa przystosowane do wykorzysta-
nia substancji lotnych, wybuchowych i palnych [Gaca 2006].

Spalanie fazy glicerynowej

Wedhug Cieslikowskiego i in. [2006] faza glicerynowa powstajaca w procesie trans-
estryfiakcji oleju rzepakowego moze stanowi¢ sktadnik mieszanki paliwowej dostarcza-
nej do piecoéw, poniewaz jej warto$¢ opatowa wynosi okoto 30 MJ-kg™!. Przeprowadzone
badania wskazuja na mozliwo$¢ bezdymnego spalania mieszaniny koloidalnej (ok. 35%
fazy glicerynowej i 65% zuzytego oleju silnikowego — mineralnego) bez osadow na pa-
lenisku i w kominie. Rozwarstwienia sktadnikéw unika si¢ przez wstgpne podgrzanie
mieszaniny do temperatury 60°C.

Mikrobiologiczne metody utylizacji glicerolu

Wedhug Rywinskiej [2008] odpadowy glicerol moze by¢ wykorzystany jako zrodio
wegla 1 energii w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego przez mutanta octanowe-
go Yarrowia lipolytica Wratistlavia AWG7 w hodowli okresowo zasilanej (fed-batch).
W czasie 140 h hodowli w bioreaktorze badany szczep wyprodukowal nieco ponad
130 gL' kwasu cytrynowego z szybkoscia i wydajnoscia wynoszaca odpowiednio
0,95 g:dm>h'10,67 g'g'. Przeprowadzony proces fermentacji charakteryzowat si¢ wyso-
ka czystoscia, po pierwsze z uwagi na niska zawarto$¢ kwasu izocytrynowego, wynoszaca
2,7 g-dm, jak rdwniez innych metabolitow cyklu Krebsa, tj. kwasu jabtkowego, kwasu
a-ketoglutarowego i fumarowego, ktorych stezenie nie przekroczyto 6 g-dm. Po drugie,
ze wzgledu na niskie stezenie polioli, takich jak erytrol i mannitol, ktérych st¢zenie na
koncu procesu wynosito odpowiednio 9,8 12,7 g-dm=. Zauwazono rowniez brak wptywu
zanieczyszczen wystgpujacych w glicerolu odpadowym na szybko$é procesu. Rowniez
Rymowicz [2008] wykorzystat glicerol jako substrat do biosyntezy kwasu cytrynowego.
Zastosowano w tym celu ten sam szczep drozdzy Y. lipolytica, ktore immobilizowano
w zelach chitozanowych oraz poliwinyloalkoholowych. Produkcja kwasu cytrynowego
przez drozdze putapkowane w tych zelach po 7-dobowej hodowli z napowietrzaniem
ksztaltowata si¢ na poziomie 17,5-17,9 g-dm?, jednak byta nizsza niz w hodowli z ko-
moérkami wolnymi.

Glicerol znalazl zastosowanie w syntezie zwiazkow chemicznych na drodze mikro-
biologicznej przy udziale komoérek bakterii. Beztlenowce przetrwalnikujace Clostridium
butyricum szczep DSM 5431 wykorzystano do produkcji 1,3-propandiolu (1,3-PD).
W czasie 50 h hodowli w bioreaktorze w warunkach anaerobowych, otrzymano
70 g-dm? 1,3-propandiolu [Reimann i Biebl 1996]. Do biosyntezy 1,3-propandiolu z gli-
cerolu wykorzystano réwniez gatunki Enterobacter agglomerans [Barbirato 1 in. 1995]
i Klebsiella pneumoniae [Chuloo i in. 2009, Bin Bin i in. 2009]. Glicerol, ktory jest
produktem ubocznym w procesie produkcji biodiesla, zastosowano do biosyntezy 2,3-bu-
tanodiolu przez Klebsiella pneumoniae [Petrov i Petrova 2009], kwasu bursztynowego
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przez Basfia succiniciproducens [Edzard i in. 2009], oraz wodoru i etanolu przez Entero-
bacter aerogenes [Ito i in. 2005].

BIOKONWERSJA GLICEROLU DO DIHYDROKSYACETONU
PRZEZ BAKTERIE OCTOWE

Cecha charakterystyczna bakterii octowych jest produkcja kwasu octowego z etanolu,
a takze wysoka tolerancja na stezenie tego kwasu. Inne produkty aktywnosci metabo-
licznej wytwarzane przez te bakterie to: celuloza, kwas glukonowy, L-ryboza i dihydro-
ksyaceton (DHA). Metabolity wydzielane sa na zewnatrz komorek, a przez to mozna je
bezposrednio wyodrebni¢ z podtoza hodowlanego.

Dihydroksyaceton znalazt zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, spozyw-
czym i chemicznym [Stasiak i Btazejak 2009, Erni i in. 2006]. Zwiazek ten powstaje
w reakcji utleniania glicerolu, ktora jest katalizowana przez zwiazany z btona komoérko-
wa enzym — dehydrogenazg glicerolowa (EC 1.1.1.6) [Chmiel 1998]. Dzigki takiej loka-
lizacji enzymu wymagajacy naktadow energetycznych transport substratéw do komorki
i produktow komorki do podtoza nie jest konieczny [Gatgens i in. 2007].

Wedhug przedstawionych w latach 40. badan metabolizm glicerolu, jako jedynego
zrodta wegla dla bakterii z gatunkdéw Gluconacetobacter xylinus i Gluconobacter oxy-
dans, moze by¢ realizowany na dwa sposoby zalezne od pH podtoza [Erni i in. 2006].

Pierwszy sposdb metabolizmu jest niezalezny od adenozynotrifosforanu (ATP) oraz
jondéw magnezu Mg?* i polega na bezposredniej konwersji glicerolu przez btonowa dehy-
drogenazg do DHA. Reakcja zachodzi przy pH 5-5,5 [Gatgens i in. 2007]. W tych warun-
kach glicerol jest wykorzystywany przez bakterie, a powstajacy DHA zostaje uwolniony
do podtoza lub dalej jest metabolizowany przez komorki bakterii. Proces ten przedsta-
wiono na rysunku 1.

FoP
A GAP
_ GbH Y DAK TIM
glicerol —» DHA —» DHAP » GAP

Rys. 1. Metabolizm glicerolu przez bakterie: GDH — dehydrogenaza glicerolowa; DAK — kinaza
dihydroksyacetonowa; TIM — izomeraza triozofosforanowa; F6P — fruktozo-6-fosforan;
GAP — fosforan-3-gliceraldehydu; DHAP — fosfodihydroksyaceton [Erni i in. 2006]

Fig. 1. Glycerol metabolism by bacteria: GDY — glycerol dehydrogenase; DAK — dihydroxyace-
tone kinase, TIM — izomerase triphosphate, FOP — fructoso-6-phosphate, GAP — phospha-
te-3-glyceraldehyde; DHAP — phosphodihydroxyacetone [Erni et al. 2006]

Drugi szlak, przedstawiony na rysunku 2, przebiega przy pH 8,5-10 i polega na utwo-
rzeniu 3-fosfoglicerolu w obecno$ci ATP, jonow magnezu Mg>* i kinazy glicerolowej
[Hettwer i in. 2002].

Biotechnologia 9(3) 2010
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Rys. 2. Metabolizm glicerolu przez bakterie kwasu octowego w pH 8,5. G3PGH — dehydrogenaza
3-fosfoglicerolowa; GPO — oksydaza 3-fosfoglicerolowa; L-G3P — 3-fosfoglicerol; DHAP
— fosfodihydroksyaceton; ATP — adenozynotrifosforan; ADP — adenozynodifosforan; PEP
— fosfoenolopirogronian [Hettwer i in. 2002, Holst i in. 1985]

Fig. 2. Glycerol metabolism by acetic acid bacteria in pH 8,5: G3PGH — glycerol-3-phosphate de-
hydrogenase; GPO — glycerol-3-phosphate oxidase; L-G3P — 3-phosphoglycerol; DHAP —
phosphodihydroxyacetone; ATP — adenosynotriphosphate; ADP — adenosynodiphosphate;
PEP — phosphoenolopyruvate [Hettwer i et al. 2002, Holst i et al. 1985]

Kinaza glicerolowa katalizuje fosforylacje¢ glicerolu do 3-fosfoglicerolu, ktory na-
stgpnie moze by¢ przeksztatcany przez oksydaze 3-fosfoglicerolowa (rys. 2) lub dehy-
drogenazg-3-fosfoglicerolowa do fosfodihydroksyacetonu (DHAP). W szeregu przemian
biochemicznych ufosforylowany DHA przeksztatlcony zostaje w fruktozo-1,6-difosforan,
nastepnie powstaje glukozo-6-fosforan, ktory wlaczany jest w cykl pentozofosforanowy
[Hettwer i in. 2002].

Zwigkszenie wydajnosci biotransformacji mozna uzyskiwaé, stosujac immobili-
zowane komorki bakterii lub enzymy. Pozwala to na zachowanie swoistosci substratu
i aktywnos$ci immobilizowanej biomasy przez dluzszy czas [Bednarski i Reps 2003].
W przypadku produkcji DHA ogranicza to uciazliwe procesy nadoksydacji DHA do
DHAP [Tkac i in. 2001]. W badaniach Stasiak-Roézanskiej i in. [2008] wykorzystano im-
mobilizowane komorki bakterii Gluconacetobacter xylinus do produkcji dihydroksyace-
tonu z glicerolu. Najwigcej DHA, tj. 10,93 mg-cm™ otrzymano po 36 h hodowli w pH 5,0
z podtoza zawierajacego 10% glicerolu. Zaobserwowano rowniez, ze wzrost kwasowo-
$ci czynnej podtoza do wartosci pH 7,0 lub 8,0 (optymalnego dla aktywnosci lub sta-
bilnosci dehydrogenazy glicerolowej) wplynat istotnie na zwigkszenie st¢zenia DHA
w podlozach zawierajacych 3% albo 5% glicerolu. Efektem przedtuzenia procesu bio-
transformacji glicerolu do DHA, powyzej 36 h bylo zmniejszenie stgzenia DHA w pod-
lozu fermentacyjnym przy jednoczesnym obnizeniu zawartos$ci glicerolu, co $wiadczyto
0 postgpujacym procesie utleniania zarowno substratu, jak i produktu.
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CHARAKTERYSTYKA I WYKORZYSTANIE BIALKA
MIKROBIOLOGICZNEGO (SCP)

Drozdze sa bogatym zrédtem bialka o wysokiej wartosci odzywczej. Jego zawar-
to$¢ w biomasie komoérkowej wynosi od 45 do 75%. Bialko drozdzy charakteryzuje si¢
duza zawarto$cia niektorych aminokwasoéw egzogennych, szczegolnie lizyny. Jej udziat
w biatku S. cerevisiae 1 C. utilis wynosi 8,2 oraz 7,1 g/100 g biatka. Aminokwasami
ograniczajacymi sa aminokwasy siarkowe, tj. metionina i cysteina. Drozdze sa bogatym
zrodtem witamin z grupy B (szczegdlnie tiaminy, ryboflawiny, pirydoksyny i niacyny)
oraz ergosterolu (prekursora witaminy D2) [Btazejak 2006]. Drozdze Saccharomyce
cerevisiae 1 Candida utilis sa uznane za bezpieczne dla czlowieka i wpisane na amerykan-
ska list¢ GRAS (ang. Generally Recognized as Safe) [Robinson i in. 2000]. W do$wiad-
czeniach zywieniowych wykazano, ze biomasa drozdzy charakteryzuje si¢ na ogot niska
strawnoscia [Blazejak i Duszkiewicz-Reinhard 2004]. Przyczyna takiego stanu jest budo-
wa $ciany komorkowej, ktora jest czynnikiem ograniczajacym powszechne wykorzysta-
nie drozdzy w zZywieniu, poniewaz zawiera ona wiele zwiazkow opornych na dzialanie
sokow trawiennych i utrudniajacych wykorzystanie przez organizm ludzki lub zwierzgey
sktadnikow znajdujacych si¢ wewnatrz komorki. Poza tym biomasa drozdzy zawiera sto-
sunkowo duza ilos¢ kwasoéw nukleinowych, bo ok. 8-10% w 100 g suchej substancji.
Zwiazki te nie sa wykorzystywane przez organizm, moga natomiast obciazy¢ bilans ener-
getyczny, gdyz sa rozkladane w watrobie do kwasu moczowego [Parajo i in. 1995]. Duza
zawarto$¢ kwasow nukleinowych w biomasie nie odgrywa tak istotnej roli w zywieniu
zwierzat, poniewaz zwierzgta wytwarzaja enzym urykaze, ktory rozktada kwas moczowy
do alantoiny [Parajo i in. 1995]. Strawno$¢ biomasy drozdzy mozna zwigkszy¢ poprzez
destrukcj¢ Sciany komorkowej i usunigcie nadmiaru kwaséw nukleinowych [Btazejak
i Duszkiewicz-Reinhard 2004]. Drozdze moga by¢ rowniez wykorzystywane do produk-
cji preparatow poprawiajacych zdrowie. Ma to zwiazek z wystgpowaniem w $cianie ko-
morkowej drozdzy oligomannanow, ktore stymuluja rozwoj pozadanych bakterii kwasu
mlekowego. W wyniku aktywnosci metabolicznej bakterii mlekowych utrudniony staje
si¢ wzrost bakterii gnilnych i proteolitycznych. Ponadto oligomannany moga unierucha-
mia¢ w swojej strukturze niektore szczepy patogennych bakterii (m.in. Staphylococcus
i Clostridium) [Mardarowicz 1997]. Dodawanie drozdzy do paszy dla zwierzat nie tylko
wzbogaca ja w bialko, ale rowniez w wazne sktadniki mineralne, tj. wapn, fosfor, po-
tas, magnez, miedz, mangan, cynk, zelazo. Wystgpowanie poszczegdlnych sktadnikow
mineralnych oraz ich st¢zenie w komorce drozdzy jest $cisle uzaleznione od rodzaju za-
stosowanego podltoza hodowlanego. Ma to zwiazek ze zdolnoscia drozdzy do pobierania
pierwiastkéw z podtoza czgsto w iloSciach przekraczajacych ich fizjologiczne zapotrze-
bowanie [Tuszynski i Pasternakiewicz 2000, Mardarowicz 1997]. Tym samym pojawia
si¢ perspektywa szerszego wykorzystania drozdzy do produkcji gotowych preparatow
biatkowo-mineralnych lub dodatkéw do zZywnosci wzbogacajacych diety w deficytowe
pierwiastki, np. magnez [Blazejak i Duszkiewicz-Reinhard 2004, Gardner 2003].

Produkcja drozdzy paszowych opiera si¢ glownie na surowcach weglowodanowych,
takich jak: melasa, wywar melasowy, tugi posulfitowe, odpady skrobiowe i ligninocelu-
lozowe, serwatka lub odpady z przemystu owocowo-warzywnego. Do produkcji drozdzy
wykorzystuje si¢ rowniez alkohole takie jak metanol Iub etanol, a takze wgglowodory.
W ostatnich latach coraz czg$ciej mowi si¢ o wykorzystaniu alternatywnych, niekonwen-
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cjonalnych surowcow do produkcji biomasy drozdzowe;j. Sg to odpady z przemyshu thusz-
czowego, migsnego, wyttoki z pomaranczy oraz zmielone odpady muszli krewetkowych,
ktére stanowia dobre zrodto wegla i energii dla drozdzy takich jak: Candida utilis, Candi-
da tropicalis, Trichosporon cutaneum czy Yarrowia lipolytica [Juszczyk i in. 2005].

Drozdze paszowe Candida utilis naleza do rodziny Saccharomycetaceae i sa
jednokomoérkowymi grzybami [Kurtzman i Fell 1998]. Rodzaj Candida stanowi formeg
przejsciowa migdzy drozdzami a plesniami. Rozmnazaja si¢ przez paczkowanie oraz
charakteryzuja si¢ zdolnoscia do wytwarzania mniej lub bardziej rozgal¢zionej grzyb-
ni. Pseudogrzybnia zawiera najczg$ciej konidia, ktérych sposdb osadzenia na grzybni
i ksztalt sa charakterystyczne dla poszczego6lnych gatunkéw. Optymalna temperatura ich
rozwoju wynosi 25-30°C, natomiast pH mie$ci si¢ w zakresie 4,0-6,0. Ksztalt i wielkos¢
komorek uzaleznione sa od warunkéw hodowli oraz stanu odzywienia [Kurtzman i Fell
1998]. Drozdze Candida sa typowymi tlenowcami. Przy intensywnym napowietrzaniu
produkuja minimalne ilo$ci alkoholu lub go wcale nie produkuja, natomiast intensywnie
si¢ rozmnazaja [Barnett i in. 2000]. Najczesciej przyjmuja ksztatty od elipsoidalnego
do silnie wydtuzonego, wystepuja pojedynczo lub parami. Wykazuja zdolno$¢ fermenta-
cji niektorych cukréw, wsrod nich glukozy i sacharozy. Charakteryzuja si¢ mozliwo$cia
wzrostu w podtozach zawierajacych jako jedyne zroédlo wegla glukoze. Ponadto asymilu-
ja sacharozg, maltoze, celebiozg, trehalozg, rafinoze, inuling, cytryniany, glicerol i etanol
[Kurtzman i Fell 1998].

Produkcja biomasy z tych surowcdéw mozliwa jest dzigki reakcjom anaplerotycznym
(dopetniajacym) cyklu Krebsa [Stryer i in. 2005]. Podstawowym szlakiem tych reak-
cji jest cykl glioksalowy. Gdy cukry w pozywce hodowlanej sa wyczerpane, reakcje
cyklu Krebsa zostaja zahamowane na poziomie izocytrynianu, a metabolizm odbywa
si¢ w cyklu glioksalowym. Wowczas jako zrodlo wegla komorki moga wykorzystaé np.
aldehyd octowy, etanol czy glicerol. Zwiazki te sa przeksztatcane do acetylo-CoA, a dalej
w cyklu TCA do izocytrynianu, glioksalanu, a nastgpnie jabtczanu w reakcjach kolejno
katalizowanych przez syntaze i liazg cytrynianowa oraz syntazg jablczanowa. W cyklu
glioksalowym zostaje pominigty etap tworzenia pirogronianu jako metabolitu posred-
niego [Libudzisz i in. 2008], jak réwniez reakcje dekarboksylacji zachodzace w cyklu
kwasu cytrynowego [Stryer i in. 2005].

W badaniach Juszczyk i in. [2005] oceniono zdolno$¢ réznych gatunkéw drozdzy,
tj. Candida utilis, Candida robusta, Candida tropicalis, Yarrowia lipolytica do produk-
cji biomasy z glicerolu opadowego w podtozu o zréznicowanym pH. Zbadano réwniez
kinetyke wzrostu i wydajnos¢ biomasy wybranych szczepéw drozdzy w bioreaktorze
mieszadtowym. Na podstawie otrzymanych wynikow [Juszczyk i in. 2005] stwierdzono,
ze glicerol otrzymany przy produkcji biopaliw jest utylizowany przez drozdze w zakre-
sie pH 3,5-6,5 i moze by¢ wykorzystywany do produkcji biomasy komdrkowej. Biorac
pod uwage wydajnos¢ biomasy, zawarto$¢ biatka, produktywnos$¢ i wydajnos¢ catkowi-
ta, stwierdzono, ze najlepszym producentem biomasy z glicerolu odpadowego w tych
warunkach byt szczep Y. lipolytica ATCC 8661 UV’1. Na uwagg zastuguje rowniez po-
wszechnie znany gatunek Candida utilis, ktory znajduje si¢ na liscie GRAS jako drozdze
uznane za bezpieczne dla naszego zdrowia. Ich niewielkie wymagania pokarmowe, tleno-
we warunki wzrostu oraz biomasa bogata w sktadniki odzywcze sytuuje je w grupie naj-
cenniejszych drobnoustrojow przemystowych. Poréwnujac tlenowy metabolizm C. utilis
z warunkami wzrostu bakterii octowych (gléwnie szczepdw z rodzajow Gluconobacter
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i Gluconacetobacter w zakresie pH, temperatury, stopnia natlenienia oraz wymagan po-
karmowych), wydaje si¢, ze zastosowanie mieszanej kultury drozdzowo-bakteryjnej tych
szczepow moze by¢ alternatywna metoda utylizacji odpadu glicerynowego powstajacego
przy produkcji biopaliw.

PODSUMOWANIE

Wzrost produkcji biopaliw na $wiecie w ostatnich latach znaczaco wptynat na podaz
glicerolu. Sposréd wielu metod jego zagospodarowania najbardziej interesujaca wydaje
si¢ jego utylizacja w procesach mikrobiologicznych. Dzigki nim mozliwa jest waloryza-
cja taniego surowca — glicerolu do cennego i pozadanego przez rynek paszowy produktu,
jakim jest biatko mikrobiologiczne (SCP).

Na podstawie przeprowadzonej analizy potencjatdw biochemicznych drozdzy
i bakterii octowych mozna stwierdzi¢, ze istnieje mozliwo$¢ wykorzystania mieszanej
kultury drobnoustrojéw do utylizacji glicerolu powstatego w procesie produkcji bio-
diesla.

Zarowno drozdze, jak i bakterie octowe sa organizmami tlenowymi. Bakterie z ga-
tunkdw Gluconacetobacter xylinus lub Gluconobacter oxydans moga wykorzystywaé
zawarty w podlozu glicerol do produkcji w warunkach tlenowych dihydroksyacetonu.
DHA jest ketotrioza, ktora tatwo podlega fosforylacji do fosfodihydroksyacetonu. Droz-
dze Candida utilis w aerobowych warunkach wzrostu podczas produkcji biomasy prze-
prowadzaja proces utleniania biologicznego, ktory obejmuje glikolizg, przemiany cyklu
Krebsa oraz przekazywanie protonow i elektronow poprzez przeno$niki tancucha odde-
chowego w mitochondriach. Podczas glikolizy z fruktozo-1,6-difosforanu powstaja dwa
izomery, tj. fosfodihydroksyaceton i aldehyd-3-fosfoglicerynowy. W tym fragmencie
glikolizy mozliwe jest wykorzystanie przez drozdze dihydroksyacetonu, ktory zostat wy-
produkowany przez bakterie octowe w kulturze mieszanej z drozdzami. DHA znajdujacy
si¢ w podlozu hodowlanym pobierany jest przez drozdze za pomoca systemu transloka-
cji grupowej i podczas tego procesu ulega fosforylacji do fosfodihydroksyacetonu. Tak
otrzymany zwiazek trafia do cytozolu, gdzie ma miejsce glikoliza. Nast¢pnie fosfodihy-
droksyaceton przeksztalcany jest przez izomerazg triozofosforanowa do aldehydu 3-fos-
foglicerynowego, ktory bierze udziat w dalszych reakcjach glikolizy. Drozdze Candida
utilis moga réwniez bezposrednio wykorzystywac glicerol z podtoza hodowlanego jako
zrodlo wegla i energii. Jest to mozliwe dzigki reakcjom dopetniajacym cyklu Krebsa,
z ktorych podstawowym szlakiem jest cykl glioksalowy.

Koncepcja wykorzystania wspolnych drég metabolizmu drozdzy paszowych i bakte-
rii octowych w kulturze mieszanej do utylizacji glicerolu z produkcji biodiesla rysuje per-
spektywe otrzymania zarowno wartosciowej biomasy komoérkowej do celéw zywienio-
wych, jak i zagospodarowania coraz wigkszych ilosci odpadow przemystu paliwowego.
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POSSIBILITY OF USING GLYCEROL FROM BIODIESEL PRODUCTION
AS A SOURCE OF CARBON IN MIXED CULTURE CANDIDA UTILIS
YEAST AND ACETIC ACID BACTERIA

Abstract. The increase of biodiesel production on the world and in Poland causes neces-
sity to find out an effective way to collect obtained in technological process wasted which
includes glycerin. The culture of biomass cells Candida utilis yeast strain growing in me-
diums with glycerin as main source of carbon gives a possibility to obtain fully worth feed
protein (SCP). On the other hand feed yeasts as obligatory aerobes make with an easy way
biotransformation of glycerin to dihydroxyacetone (DHA) — common compound during
metabolism of yeasts and acetic acid bacteria. Used glycerin to the production of biomass
fodder yeasts each time demands enzymatic step to transform these substrates by the influ-
ence of glycerin dehydrogenized to DHA. Based on these data it could be said that idea to
use potential biochemist mixture of yeasts and acetic acid cultures could be more effective
for utilization of glycerin from production of biodiesel than with a participation of mon-
oculture yeasts type C. utilis. Obtained biomass of cell will keep criteria of worthily source
of proteins as supplement to feeds.

Key words: biodiesel, glycerin, Candida utilis, SCP, acetic acid bacteria, dihydroxy-
acetone
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POROWNANIE HODOWLI CIAGLYCH MUTANTOW
TRICHODERMA REESEI RUT-C30, TRICHODERMA
REESEI 18/14, TRICHODERMA REESEI 18/15

NA PODLOZU Z NIEROZCIENCZONA SERWATKA
WZBOGACONA W SOLE MINERALNE

Marta Wesotowska-Trojanowska, Zdzistaw Targonski

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie. Pordwnano produkcje enzymoéw zewnatrzkomorkowych przez mutanty
Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14, Trichoderma reesei 18/15 uzyte
do hodowli ciagltych na podtozu z nierozcienczona serwatka wzbogacona w sole mineralne.
Najwyzsze aktywnosci celulaz oznaczone metoda FPU i ksylanaz wykazywaty filtraty po
hodowli ciaglej Trichoderma reesei 18/15 przy niskich aktywno$ciach proteaz.

Stowa kluczowe: celulazy, ksylanazy, Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei
18/14, Trichoderma reesei 18/15, serwatka, hodowla ciagta

WSTEP

Trichoderma reesei, znana réwniez jako Hypocrea jecorina, nalezy do mezofilnych
grzybow nitkowatych z klasy Ascomycetes. Jest uwazana za jednego z najbardziej wy-
dajnych producentéw ksylanaz i celulaz. Efektywne zdolno$ci wydzielnicze oraz tanie
i fatwe metody hodowli sprawiaja, ze Trichoderma reesei jest wykorzystywana do pro-
dukcji enzymoéw, w szczegolnosci enzymoéw celulolitycznych i ksylanolitycznych, na
duza skalg. Enzymy te maja r6znorodne zastosowania w przemysle spozywczym i paszo-
wym, a ostatnio sa rowniez wykorzystywane w przemysle widkienniczym oraz celulozo-
wo-papierniczym [Nakari-Setala i in. 1995, Xiong i in. 2004].

Wydajna produkcja enzyméw celulolitycznych przez Trichoderma reesei jest uzalez-
niona w duzej mierze od obecnosci w podlozu induktora tych enzymow, ktéry na ogot
petni takze role zrodta wegla i energii. Najlepszymi induktorami celulaz sa czysta celulo-
za, sophoroza czy czysta laktoza. Te substraty sa jednak zbyt drogie, by wykorzystywac
je do produkcji celulaz na skalg przemystowa.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Marta Wesotowska-Trojanowska, Katedra Bio-
technologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywnoéci, Uniwersytet Przyrodniczy w Lu-
blinie, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin, e-mail: marta.wesolowska-trojanowska@up.lublin.pl
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Serwatka jest produktem ubocznym powstajacym w produkcji seréw, twarogow, ka-
zeiny lub innych preparatow bialek mleka. Sktad chemiczny serwatki zalezy od sktadu
chemicznego mleka [Kulkarni i in. 1999].

Wyréznia si¢ serwatke: podpuszczkowa (pochodzaca ze skrzepu podpuszczkowego
mleka), kwasowa (ze skrzepu kwasowego) oraz kazeinowa. Serwatka podpuszczkowa
zawiera wigcej biatka i laktozy oraz mniej kwasu mlekowego i wapnia niz serwatka kwa-
sowa. Pod wzgledem zawarto$ci tluszczu wyrdznia si¢ serwatke thusta i chuda (ponizej
0,1% thuszczu) [Gawel 1979].

Serwatka w swoim skladzie zawiera laktozg. Wedtug Génzle i Haase [2008] laktoza
jest waznym substratem reakcji chemicznych (hydrolizy, oksydacji, redukcji, izomeryza-
cji, transgalaktozylacji), dzigki czemu zwigksza si¢ jej warto$¢ uzytkowa i funkcjonalna.
Ponadto cukier ten jest dobrym zrodtem wegla w hodowlach grzybdéw syntetyzujacych
celulazy i ksylanazy. Dlatego celem autor6w niniejszej pracy byto poréwnanie uzdolnien
do produkcji enzymoéw celulolitycznych i ksylanolitycznych metoda ciagla przez trzy
mutanty: Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14 i Trichoderma reesei
18/15 na podtozu z serwatka.

MATERIALY I METODY

Material biologiczny: mutanty Trichoderma reesei

W badaniach wykorzystano mutanty 7richoderma reesei o symbolach RUT-C30,
18/14 (VTT-D-78085) i 18/15(VTT-D-79124) znajdujace si¢ w kolekcji drobnoustrojow
Katedry Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywnosci, Uniwersyte-
tu Przyrodniczego w Lublinie, a pochodzace z VTT-Collection of Industrial Microorga-
nisms, Technical Research Centra of Finland.

Jako materiat do doswiadczen wykorzystano ciecze pohodowlane otrzymane w wy-
niku hodowli wyzej wymienionych mutantow. Mutanty przechowywano na skosach
brzeczkowych w temperaturze 2°C i okresowo przeszczepiano.

Podloze hodowlane

Do hodowli Trichoderma reesei wykorzystano podloze wedtug Mandel i Weber
[1969] o nastgpujacym sktadzie (mg x dm™): KH,PO, (2 000); MgSO, (300); (NH,),SO,
(1 400); CaCl,(300); Tween 80 (1 000); ekstrakt drozdzowy (1 000); roztwér mikroele-
mentow (0,5 cm® x dm”) zawierajacy: FeSO, x 7H,0 (5 000 mg x dm™); MnSO, x H,O
(1 960 mg x dm?); ZnCl, (1 660 mg x dm™); CaCl, (2 000 mg x dm™). Koficowa wartos$¢
pH pozywki po sterylizacji ustalono na poziomie 5,0.

Wstepne przygotowanie serwatki

Serwatke pobierano bezposrednio z linii produkcyjnej seré6w podpuszczkowych
w OSM Lublin. Nastgpnie poddawano ja sterylizacji w autoklawie w temperaturze 110°C
przez 30 minut. Po ostudzeniu calo$¢ saczono przez saczek z wielokrotnie ztozonej
chusty nylonowej, w celu usunigcia czesci frakcji biatkowych, a nast¢pnie wykorzysta-
no jako podtoze hodowlane w formie nierozcienczonej, wzbogaconej w sole mineralne
(NH,),SO, i MgSO, x 7H,0 w stezeniu 1000 mg x dm?, dla kazdej soli. Koncowa war-
tos¢ pH pozywki po sterylizacji ustalono na poziomie 5,5.

Acta Sci. Pol.
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PRZYGOTOWANIE INOCULUM PO HODOWLI

Hodowle inokulacyjne Trichoderma reesei RUT-C30, 18/14 i 18/15 prowadzono
w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 0,5 dm?, zawierajacych 0,1 dm* pozywki wedtug
Mandel i Weber [1969]. Jako zrodto wegla stosowano laktozg w stezeniu 4 g x dm™.
Kolby zamykano korkami bgdacymi jednoczesnie filtrami mikrobiologicznymi i stery-
lizowano w autoklawie w temperaturze 110°C przez 30 minut. Po ochtodzeniu pozywki
szczepiono odpowiednio grzybnia Trichoderma reesei RUT-C30, 18/14 i 18/15, zawarta
na kawatkach o powierzchni 1 cm? ze skosu brzeczkowego. Nastgpnie umieszczano je
w pokoju termostatowym na wstrzasarce rotacyjnej (220 obr./min) i inkubowano w tem-
peraturze 27°C, az do catkowitego wykorzystania zrodta wegla (4—6 dob).

Hodowle ciagle w bioreaktorze

Hodowle ciagte ww. szczepdw prowadzono w bioreaktorze Bioflo III firmy New Brun-
swick Scientific Co. Inc. o pojemnosci roboczej 5 dm?. Bioreaktor napelniono pozywka,
w wyzej wymienionej ilosci, ktora stanowila nierozcienczona serwatka wzbogacona
w sole mineralne (NH,),SO, i MgSO, x 7H,0 w stezeniu 10 g/dm’, sterylizowano
w autoklawie w temperaturze 110°C przez 30 minut i szczepiono wczesniej przygotowa-
nym inokulum w ilosci 200 cm®. Po wyczerpaniu laktozy w podtozu bioreaktor zasilano
w sposob ciagly nierozcienczong serwatka, dostosowujac szybko$¢ zasilania do poszcze-
g6lnych mutantéw, wymieniajac od 700 do 1 000 ml pozywki na dobg. Co 24 godziny
nadmiar ptynu hodowlanego odbierano tak, by zachowa¢ wyjsciowa ilos¢ podtoza ho-
dowlanego. Pobrane probki plynu pohodowlanego wirowano w wirowcee firmy Sigma
Laboratory Centrifuge 4K 15 przy predkosci 9 000 obr./min przez 10 min, celem oddzie-
lenia biomasy od roztworu, a w otrzymanym filtracie oznaczano aktywnosci enzyma-
tyczne, zawarto$¢ cukrow redukujacych. Parametry pracy bioreaktora podczas hodowli
byly nastgpujace: temperatura 27°C, pH 4,0, predkos¢ obrotowa mieszadta 300 obr./min,
napowietrzanie 0,8 dm?/ min x dm* podtoza.

Metody analityczne

W filtracie pohodowlanym oznaczano zawarto$ci cukréw redukujacych metoda
z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym wedlug Miller [1959] oraz oznaczano nastgpujace
aktywnosci enzymow: ogdlng aktywno$¢ celulolityczna oznaczano wobec bibu-
ly filtracyjnej jako substratu wedtug metody opisanej przez Ghose [1987] i wyrazono
w jednostkach FPU, aktywnos$ci ksylanolityczne oznaczano wedtug metody Biely i in.
[1980], aktywnosci proteolityczne oznaczano wedlug metody podanej przez Lovrien
i in. [1985], aktywnosci chitynolityczne oznaczano wedtug metody podanej przez Lunt
i Kent [1960], aktywnos$ci -1,3-glukanazy (laminarynazy) oznaczano wedtug metody
podanej przez Targonskiego i Szajera [1977].

OMOWIENIE WYNIKOW

Na pierwszym etapie badan porownano dynamike produkcji trzech enzymow zewnatrz-
komorkowych, tj. celulaz, ksylanaz i proteaz przez Trichoderma reesei RUT-C30, Tricho-
derma reesei 18/14 1 Trichoderma reesei 18/15 na podtozu z nierozcienczong serwatka
z dodatkiem soli mineralnych. Hodowle ciagle przeprowadzono w bioreaktorze, a wyniki
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pomiaréw aktywnosci enzymatycznych supernatantow przedstawiono na rysunkach 1, 2,
3 oraz w tabelach 1, 211 3.
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Rys. 1. Dynamika nagromadzania celulaz oznaczanych metoda FPU podczas hodowli ciagtych
Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14 i Trichoderma reesei 18/15
na nierozcienczonej serwatce wzbogaconej w sole mineralne
Fig. 1. Dynamics of cellulase accumulation determined by Trichoderma reesei RUT-C30, Tricho-
derma reesei 18/14 and Trichoderma reesei 18/15 under continuous cultivations in a me-
dium containing undiluted whey with mineral salts fortification
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Rys. 2. Dynamika nagromadzania ksylanaz podczas hodowli ciagtych Trichoderma reesei RUT
-C30, Trichoderma reesei 18/14 1 Trichoderma reesei 18/15 na nierozcienczonej serwatce
wzbogaconej w sole mineralne
Fig. 2. Dynamics of xylanase accumulation determined by Trichoderma reesei RUT-C30, Tricho-

derma reesei 18/14 and Trichoderma reesei 18/15 under continuous cultivations in a me-
dium containing undiluted whey with mineral salts fortification
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Rys. 3. Dynamika nagromadzania proteaz podczas hodowli ciagltych Trichoderma reesei RUT-
-C30, Trichoderma reesei 18/14 i Trichoderma reesei 18/15 na nierozcienczonej serwatce
wzbogaconej w sole mineralne

Fig. 3. Dynamics of protease accumulation determined by Trichoderma reesei RUT-C30, Tricho-
derma reesei 18/14 and Trichoderma reesei 18/15 under continuous cultivations in a me-
dium containing undiluted whey with mineral salts fortification

Pomiary aktywnosci celulaz i ksylanaz wykonywano dla filtratow, w ktorych stgzenie
cukrow redukujacych byto stosunkowo niskie, w przeciwnym razie wyniki pomiarow
aktywno$ci ww. enzymow zawieratyby duze btedy. Dlatego wyniki badan przedstawiono
od 5. doby hodowli.

Porownanie wynikoéw przedstawionych na rysunku 1 pokazuje, iz aktywnosci celulaz
okreslone metoda FPU uzyskaly warto$¢ maksymalna w 7. dobie (0,76 j. w 8. dobie (2,064
j. FPU) 1w 9. dobie (1,36 j. FPU) odpowiednio w przypadku mutanta Trichoderma reesei
RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14 i Trichoderma reesei 18/15. Po tym czasie nastapit
spadek tych aktywnosci. Stwierdzono, iz mutant Trichoderma reesei 18/14 odznaczat
si¢ znacznie wolniejszym wzrostem niz pozostate mutanty, ale za to okazat si¢ bardzo
dobrym producentem celulaz, mimo Ze pod koniec hodowli w filtratach pohodowlanych
zaobserwowano wzrastajace ilosci cukrow redukujacych, co §wiadczyto o wystgpowaniu
procesow litycznych lub szybko$é podawania serwatki byta zbyt duza.

Z kolei supernatanty otrzymane po hodowli Trichoderma reesei RUT-C-30 wykazy-
waly wzrastajace aktywnosci ksylanaz w poczatkowych okresach hodowli ciaglej, po
czym ulegaty obnizeniu. Grzybnia ww. mutanta podczas hodowli ciagtej nie ulegata lizie,
a poziom cukrow redukujacych w podtozu hodowlanym utrzymywat si¢ na stalym sto-
sunkowo niskim poziomie. Aktywnosci ksylanolityczne supernatantow otrzymanych po
hodowli Trichoderma reesei 18/14 w poczatkowej fazie trwania eksperymentu wahaty si¢
w granicach 4,109 pmol/ml x min. Natomiast po kilku dobach hodowli ciagtej zaobser-
wowano spadek o 50% (2,893 umol x min) tych aktywnosci. Najnizsze aktywnosci ksy-
lanaz (1,422 pmol/ml x min w 8. dobie) przy niskiej aktywnosci proteaz supernatantow
zanotowano w przypadku mutanta Trichoderma reesei 18/15 (rys. 2).
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Podczas ciaglych hodowli grzybnia nie tylko si¢ namnaza, ale takze ulega auto-
lizie. Aktywnos$ci enzymow proteolitycznych, laminarynazy i chitynazy w supernatan-
tach moga by¢ miara proceséw autolitycznych zachodzacych podczas hodowli ciagtych.
Ponadto wysoka aktywno$¢ proteaz moze mie¢ wptyw na aktywnos$ci innych enzymow
wystepujacych w supernatantach. Dlatego na kolejnym etapie badan dokonano pomiarow
aktywnosci ww. enzymow w supernatantach otrzymanych z hodowli ciagltych badanych
szczepow Trichoderma reesei.

Z przedstawionych na rysunku 3 danych wynika, iz aktywnosci proteolityczne
supernatantow otrzymanych z hodowli Trichoderma reesei RUT-C30 w poczatkowej fa-
zie hodowli ciagtej byly niskie, ale w kolejnych dobach ulegaty znacznemu podwyzsze-
niu (14,386 jednostek) i wielokrotnie przewyzszaty aktywnos$ci proteolityczne super-
natantéw otrzymanych z hodowli Trichoderma reesei 18/14 i Trichoderma reesei 18/15
(4,3-5,9 jednostek). Tak wysokie aktywnosci proteolityczne supernatantow moga thuma-
czy¢ stopniowo obnizajace si¢ aktywnosci celulaz, a w szczegolnosci ksylanaz podczas
trwania hodowli ciagtej badanych szczepow.

Aktywnosci laminarynazy supernatantow otrzymanych z hodowli Trichoderma reesei
RUT-C30 i Trichoderma reesei 18/14 narastaly w pierwszych dobach hodowli, po czym
ulegly obnizeniu, co ilustruja tabele 1 i 2.

Tabela 1. Wyniki pomiaréw aktywnosci enzymatycznych filtratow pohodowlanych, zawartosci
cukrow redukujacych otrzymanych z hodowli ciagtych Trichoderma reesei RUT-C30
na nierozcienczonej serwatce z dodatkiem 10 g/l (NH,),SO, i MgSO, x 7H,0, pH wyj-
Sciowe =5,5

Table 1. Results of enzyme activity, reducing sugars measured in postculture filtrates obtained
in Trichoderma reesei RUT-C30 under continuous cultivations in a medium containing
undiluted whey with 10 g/ 1(NH, ), SO, and MgSO, x 7H,0, initial pH=5,5

Czas Zawartos¢ cukrow Aktywnosci Aktywnosci
hodowli redukujacych chitynazy laminarynazy
Culture time Reducing sugar Chitinase Laminarinase
content activity activity
[doby] [days] [mg/ml] [nmol/ml x min] [umol/ml x min]
4 5,88 0,342 7,67
5 3,58 0,318 6,56
6 6,94 0,382 7,26
7 7,30 0,423 8,69
8 8,40 0,442 4,84
9 9,55 0,511 4,33
10 8,82 0,394 3,56
11 7,75 0,388 2,34
12 3,24 0,194 1,12
13 2,98 0,247 1,46
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Tabela 2. Wyniki pomiaréw aktywnosci enzymatycznych filtratéw pohodowlanych, zawartosci
cukrow redukujacych otrzymanych z hodowli ciagtych Trichoderma reesei 18/14 na nieroz-
cienczonej serwatce z dodatkiem 10 g/l (NH,),SO, i MgSO, x 7H,0, pH wyjsciowe = 5,5

Table 2. Results of enzyme activity, reducing sugars measured in postculture filtrates obtained in
Trichoderma reesei 18/14 under continuous cultivations in a medium containing undi-
luted whey with 10 g/ 1 (NH, ), SO, and MgSO, x 7H,0, initial pH=5,5

Czas Zawartos¢ cukrow g L .
hodowli redukujacych Aktywnosci chitynazy Aktywnosci laminarynazy

Culture time Reducing sugar content Chitinase activity Laminarinase activity
[doby] [days] [mg/ml] [nmol/ml x min.] [wmol/ml x min.]

6 3,28 0,283 3,544

7 5,94 0,029 4,579

8 6,74 0,008 4,162

9 7,60 0,000 3,866

10 7,45 0,000 4,522

11 7,79 0,000 2,906

12 7,79 0,000 2,339

13 11,59 0,000 2,733

Tabela 3. Wyniki pomiaréw aktywnoséci enzymatycznych filtratéw pohodowlanych, zawartosci
cukrow redukujacych otrzymanych z hodowli ciagtych Trichoderma reesei 18/15 na nieroz-
cienczonej serwatce z dodatkiem 10 g/l (NH,),SO, i MgSO, x 7H,0, pH wyjsciowe = 5,5

Table 3. Results of enzyme activity, reducing sugars measured in postculture filtrates obtained in
Trichoderma reesei 18/15 under continuous cultivations in a medium containing undi-
luted whey with 10 g/ 1 (NH,), SO, and MgSO, x 7H,0, initial pH=5,5

Czas Zawartos$¢ cukrow . L. .
hodowli redukujacych Aktywnosci chitynazy ~ Aktywnosci laminarynazy

Culture time Reducing sugar content Chitinase activity Laminarinase activity
[doby] [days] [mg/ml] [nmol/ml x min] [wmol/ml x min]

1 30,90 -

2 24,70 -

3 18,40 -

4 13,00 -

5 2,10 0,167

6 0,00 -

7 1,30 -

8 1,20 0,200

9 1,10 -

10 0,76 0,120 -

11 1,45 - -

12 1,35 0,125 -

13 1,30 - -

14 1,30 0,110 -
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Natomiast najwyzsze aktywnosci chitynaz supernatantéw uzyskano z hodowli
Trichoderma reesei RUT-C30, a najnizsze z hodowli Trichoderma reesei 18/14 (tab. 1
itab. 2). Przedstawione dane dotyczace aktywnosci laminarynazy i chitynazy w superna-
tantach wskazuja, ze podczas hodowli ciaglych nie narastaty procesy autolityczne grzybni,
a nawet obserwowano nizsze aktywnos$ci ww. enzymow pod koniec hodowli. Zanikanie
aktywnosci chitynolitycznej podczas hodowli Trichoderma reesei 18/14, wiazalo si¢ ze
wzrostem zawarto$ci cukrow redukujacych, co moze $wiadezy¢ o zbyt szybkim zasilaniu
hodowli ciaglej serwatka, a jednoczesnie represji produkcji chitynaz w obecnosci cukrow
redukujacych (tab. 3).

DYSKUSJA NAD WYNIKAMI

Najwigcej informacji na temat produkcji celulaz i ksylanaz na podtozu z serwatka
dostarczaja prace Wesotowskiej-Trojanowskiej i in. [2005], Janasa i in. [ 2002] oraz
Baileya i in. [1993].

Wesotowska-Trojanowska i in. [2005] prowadzili badania majace na celu porownanie
hodowli okresowych Trichoderma reesei M-7 na podtozu z czysta laktoza i surowa ser-
watka. Hodowle prowadzono w bioreaktorze Bioflo III firmy New Brunswick Scientific
Co. Inc. o pojemnosci 5 dm® na podtozu wedtug Mandels i Weber [1969] o podwdjnym
stezeniu sktadnikow z 4-procentowym dodatkiem laktozy. Pozywke szczepiono inoku-
lum w ilo$ci 0,2 dm®. Jako drugie podtoze postuzyta stodka serwatka zawierajaca ok. 4%
laktozy z dodatkiem soli mineralnych, tj. (NH,),SO, i MgSO, w stezeniu 1000 mg x dm’.
Po hodowli na serwatce aktywnosci celulaz byty 3,5 razy nizsze, a ksylanaz 4 razy nizsze
niz po hodowli Trichoderma reesei M-7 na podlozu z czysta laktoza. Czas osiagnigcia
maksymalnych aktywnoS$ci zarowno celulaz, jak i ksylanaz byt nieco krétszy, gdy podto-
zem do hodowli Trichoderma reesei M-7 byta serwatka.

Na uwagg zashuguja rowniez wyniki badan prowadzonych przez Baileya i in. [1993].
Przedstawiaja one produkcje enzymoéw ksylanolitycznych na podiozach z réznymi zro-
dtami wegla przez Trichoderma reesei RUT-C30 (VTT-D-86271). Hodowle prowadzono
w fermentorze Chemap Cf 3000 o pojemnosci 10 dm?®. Pozywke zaszczepiono inoku-
lum w ilo$ci 1 dm?. Jako zrodto wegla zastosowano ksylan z buku w iloéci 3000 mg x
dm?® oraz suszone i namoczone ziarna zb6z w ilosci 1500 mg x dm®. pH przez caty czas
trwania hodowli utrzymywano na poziomie 4,0-7,5. Wyniki tych badan dowiodty, iz wy-
sokie wartosci pH, tj. 7,0 sprzyjaty produkcji ksylanaz. Natomiast przy pH powyzej 7,5
obserwowano niewielka produkcje enzymoéw ksylanolitycznych, co wiaze si¢ z niewiel-
kim wzrostem mutanta Trichoderma reesei RUT-C30 przy tak wysokim pH. Hodowle na
podtozu z ksylanem z buku charakteryzowaly si¢ niska aktywnos$cia enzymow celuloli-
tycznych. Na podstawie tych wynikow badan mozna stwierdzi¢, iz produkcja ksylanaz
przez mutanta Trichoderma reesei RUT-C30 jest uzalezniona od wartoéci pH podtoza
hodowlanego. Wysokie pH powyzej 6,0 jest waznym czynnikiem przy produkcji tychze
enzymow.

Badania nad otrzymywaniem ksylanaz na podlozach o réznych zrédtach wegla pro-
wadzit tez Janas i in. [2002]. W pracy tej badano mozliwo$¢ zastapienia laktozy 1-procen-
towym ksylanem z brzozy firmy Sigma podczas hodowli okresowych dwoch mutantow
Trichoderma reesei w temperaturze 34°C. Badania wykazaty, iz zastosowanie ksylanu
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jako zrédta wegla spowodowato 9- 1 7-krotne podwyzszenie aktywnosci ksylanolitycznej
z jednoczesnym obnizeniem aktywnosci celulolitycznych w stosunku do podloza zawie-
rajacego laktoze.

Trudno jest porowna¢ hodowle prowadzone w roéznych objetosciach czy tez przy
réznych zrédlach wegla. Jednak badacze dowiedli, iz czynnikami majacymi wplyw na
produkcje celulaz i ksylanaz przez szczepy Trichoderma reesei sa: sktad podtoza hodow-
lanego, pH, temperatura oraz rodzaj hodowli.

Z uwagi na brak pismiennictwa dotyczacego produkcji celulaz przez Trichoderma
reesei na serwatce postanowiono przesledzi¢ czynniki wptywajace na produkcje innych
enzymow zewnatrzkomorkowych przez wybrane drozdze i grzyby.

Do interesujacych wnioskow doszli Murad i Foda [1992], ktérzy stwierdzili, ze stod-
ka serwatka lub permeat sa doskonatym podlozem do hodowli drozdzy Kluyveromyces
lactis NRRL 1137, bedacych bardzo dobrym producentem endopoligalakturonazy. Bada-
cze ci hodowali Kluyveromyces lactis na réznych podtozach, tzn. na stodkiej serwatce,
stonej (zawierajacej 10% NacCl), stonej rozcieficzonej (1:1), slonej rozcienczonej (1:2),
oraz stodkim i slonym permeacie. Hodowle prowadzone byly w warunkach wstrzasa-
nych w temperaturze 28°C, przy pH 4,3-5,3. Wyzej wymienione podloza wzbogacano
réznymi zroédtami azotu, takimi jak mocznik, ekstrakt drozdzowy, pepton i jako podioze
kontrolne zastosowano permeat bez dodatku zrédta azotu. Stwierdzono, ze najwigksza
produkcja endopoligalakturonazy wystapita na podlozu ze stodka serwatka zawierajaca
4% laktozy po trzech dniach inkubacji w temperaturze 30°C, przy pH 5,0. Natomiast
obecnos¢ chlorku sodu w stgzeniu 5-10% w podtozu catkowicie zahamowata produkcje
enzymo6w. Ponadto uczeni zanotowali, ze jedynie dodatek ekstraktu drozdzowego lub
peptonu do podloza spowodowal wyrazny wzrost produkcji enzymdéw w poréwnaniu
z kontrolnym podlozem — czystym permeatem.

Interesujacy eksperyment wykonat Bajpai i in. [1991], wykorzystujac serwatke jako
zrddlo wegta do produkeji a-amylazy (EC 3.2.1.1; 1,4-a-D glukan glukanohydrolazy)
przez Bacillus sp. Do badan uzyto Bacillus sp. TCRDC-M1 wyizolowanego i opisanego
przez Bajpai i in. [1990a, 1990b, 1991]. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzo-
no, ze najwigksza produkcja a-amylazy wystepowata, gdy do podloza z serwatka dodawa-
no oddzielnie 2% skrobi kukurydzianej, 3% glutenu, 0,1% MgSO, x 7H,0, 0,1% KH,PO,
1 0,2% NaCl. Najwyzsza aktywnos$¢ a-amylazy na serwatce w hodowlach wstrzasanych
zanotowano po 72 godzinach eksperymentu i ksztattowata si¢ ona na poziomie 2,690
DUN ml", przy pH podtoza 7,0. Natomiast w przypadku hodowli fermentorowej naj-
wyzsza aktywno$¢ a-amylazy otrzymano po 30 godzinach i wahata si¢ ona w granicach
2,360 DUN ml".

Ciekawe doswiadczenie przeprowadzili rowniez Donaghy i McKay [1993], ktorzy
wykorzystali drozdzopodobny gatunek grzyba Auresobasidium pullulans, rosnacy na
serwatce do produkcji zewnatrzkomoérkowych proteaz. Maksymalng aktywnos$¢ proteaz
zanotowano przy pH 9,5-10,5 i temperaturze 41°C.

Powyzszy przyktad pokazuje, iz serwatka moze by¢ wykorzystywana jako podtoze
do hodowli producentéw proteaz, z racji obecnosci w niej znaczacych ilosci biatka i po-
lipeptydow. Rola proteaz w produkcji celulaz i ksylanaz jest niezmiernie wazna zar6wno
w komorce grzyba, jak i w podtozu hodowlanym. Wewnatrzkomoérkowe proteazy bio-
ra udzial w ograniczonej proteolizie, ktora stanowi jeden z kluczowych mechanizmow
posttranslacyjnej modyfikacji bialek, ale takze moga powodowaé w zaleznosci od stanu
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fizjologicznego komorki glebsza degradacje biatek. Do konca nie jest tez wyjasniony
wplyw proteaz na celulazy zewnatrzkomorkowe, ktdre uwaza sig, iz ulegaja nieznacznej
degradacji pod wptywem rodzimych proteaz [Janas 1997]. Wstepne eksperymenty z pro-
dukcja celulaz i ksylanaz przez Trichoderma reesei M-7 na podtozu z laktoza i z serwatka
pokazaly, iz w tym drugim przypadku — niskiej aktywnosci celulaz i ksylanaz towarzy-
szyly wysokie aktywnosci proteolityczne filtratow pohodowlanych. Dlatego tez nalezy
podja¢ kolejne badania nad modyfikacja sktadu serwatki m.in. poprzez usunigcie czgsci
biatek, by poprawi¢ produkcyjnos¢ celulaz i ksylanaz Trichodermy reesei hodowanej na
podtozu z serwatka.

WNIOSKI

1. Mutanty Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14 1 Trichoderma
reesei 18/15 uzyte do hodowli ciaglych na podtozu z serwatka produkowaty zréznico-
wane ilosci enzymow zewnatrzkomorkowych, przy czym najwyzsze aktywnosci FPU
i ksylanaz wykazywaty filtraty po hodowli ciagtej Trichoderma reesei 18/15 przy niskich
aktywnosciach proteaz.

2. W filtratach pohodowlanych badanych szczepow Trichoderma reesei stwierdzo-
no aktywnosci enzymow litycznych, tj. laminarynazy, chitynazy i proteaz, ktére moga
powodowaé procesy lityczne grzybni i wplywaé na jej zdolnos¢ do namnazania si¢
i produkcjg enzymow zewnatrzkomorkowych.

3. Obecnos¢ znaczacych ilosci enzymow proteolitycznych w ptynach hodowlanych
moze powodowac degradacje biatek enzymatycznych, przez co obnizaé ich aktywnosci
enzymatyczne.
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COMPARATIVE STUDIES OF MUTANTS TRICHODERMA REESEI RUT-C30,
TRICHODERMA REESEI 18/14 AND TRICHODERMA REESEI 18/15 UNDER
CONTINUOUS CULTIVATIONS IN A MEDIUM CONTAINING UNDILUTED
WHEY WITH MINERAL SALTS FORTIFICATION

Abstract. Comparing the production of extracellular enzymes by the examined mutants
Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14, Trichoderma reesei 18/15 under
continuous cultivations in a medium containing undiluted whey with mineral salts fortifi-
cation, it was found that the strain Trichoderma reesei 18/15 showed the highest FPU and
xylanolytic activities with low proteolytic activity after continuous cultivation.

Key words: celulase, xylanase Trichoderma reesei RUT-C30, Trichoderma reesei 18/14
and Trichoderma reesei 18/15, whey, continous cultivation
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AKTYWNOSC PRZECIWUTLENIAJACA
ENZYMATYCZNYCH HYDROLIZATOW PREPARATU
FOSWITYNOWEGO OTRZYMANEGO Z JAJ KURZYCH

Aleksandra Zambrowicz, Tadeusz Trziszka

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Streszczenie. Przedmiotem badan byla ocena wlasciwosci przeciwutleniajacych hydroli-
zatow preparatu foswitynowego z jaj kurzych. Hydroliz¢ prowadzono z udziatem trypsyny
wolowej i z proteazy z A. melleus. Wyznaczono stopien hydrolizy (DH), stezenie wolnych
grup aminowych i przedstawiono profile RP-HPLC uzyskanych peptydow. W produktach
oznaczano: zdolno$¢ do wymiatania wolnych rodnikow DPPH, chelatowania jonow ze-
laza (II) (FRAP) oraz silg redukujaca. Finalny stopien hydrolizy wyniost: 33,7 i 23,2%
odpowiednio dla proteazy z A. melleus i dla trypsyny. Potwierdzono to analiza przyrostu
wolnych grup aminowych, ktorych koficowe stezenie osiagneto: 3816 uM - g1 1198,5 uM
- g’ dla proteazy z 4. melleus i dla trypsyny. 24-godz. hydrolizat trypsynowy (0,27 uM Tro-
lox - mg') wykazat wigksza zdolno$¢ wymiatania wolnych rodnikow DPPH niz hydrolizat
otrzymany proteaza z 4. melleus (0,21 uM Trolox - mg™!). Uzyskane hydrolizaty charakte-
ryzowaly si¢ bardzo wysoka zdolno$cia chelatowania jonow Fe (II). Najwyzszy poziom tej
aktywno$ci wynoszacy: 1466,3 pg Fe*” -mg! uzyskano dla hydrolizatu (24-godz.) otrzyma-
nego z zastosowaniem proteazy z 4. melleus.

Stowa kluczowe: foswityna, hydrolizat, aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, DPPH, FRAP

WSTEP

Wolne rodniki sa niezbgdnymi mediatorami wielu kluczowych reakcji biologicznych.
Moga réwniez niszczy¢ makroczasteczki, wywolujac stres oksydacyjny, ktorego kon-
sekwencjami sa: fragmentacja lipidow lub ich zmiany strukturalne, denaturacja bialek,
zaburzenia w mechanizmach replikacji DNA oraz deformacje organelli komorkowych
[Brera i in. 2000, Alsan i Ozben 2004]. Patologiczna reakcja tych proceséw prowadzi do
rozwoju np. tagodnych i ztosliwych nowotworow [Czeczot i in. 2006].

* Praca wykonana w ramach Projektu Rozwojowego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego nr R0O502103.
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Wolne rodniki sa tez przyczyna oksydacji lipidow w produktach zywno$ciowych.
Prowadzi to do utraty wlasciwosci zdrowotnych, poprzez powstawanie toksycznych
produktow reakcji utleniania, a takze do pogorszenia cech sensorycznych zywnosci.
Ze wzgledu na wysoka efektywno$¢ dziatania syntetyczne przeciwutleniacze takie jak:
butylohydroksyanizol, butylohydroksytoluen czy galusan propylu naleza do najczgsciej
stosowanych substancji zapobiegajacych tym procesom w przemysle spozywczym [Park
iin. 2001]. Jednakze konsument, ze wzglgdu na coraz wigksza $wiadomos¢ tego, ze spo-
zywanie naturalnej zywnosci moze ograniczy¢ ryzyko wystepowania chorob dietozalez-
nych, wykazuje coraz mniejsze zainteresowanie produktami spozywczymi z dodatkiem
syntetycznych konserwantow.

Alternatywa dla tych substancji sa zwiazki pochodzenia naturalnego, np. hydrolizaty
biatek zywnosciowych. W wielu badaniach stwierdzono, ze hydrolizaty -konglicyniny,
miofibryli wotowych czy owoalbuminy wykazuja wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca
[Chen i in. 1995, Saiga i in. 2003, Davalos i in. 2004].

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca peptydéw uwarunkowana jest ich masa czasteczkowa
oraz rodzajem i pozycja reszt aminokwasowych zawartych w strukturze [Park i in. 2001].
Aktywnos¢ ta wynika migdzy innymi z obecno$ci takich aminokwasow jak histydyna, ty-
rozyna i tryptofan, ktore wykazuja zdolnos¢ do tatwego odszczepiania wodoru, bedacego
donorem elektronu dla wolnego rodnika dazacego do przyjecia stabilnej formy poprzez
ich sparowanie. W wigkszosci przeciwutleniajacych peptydow znajduje si¢ strategiczna
strefa obejmujaca wyzej wymienione reszty aminokwasowe [Park i in. 2001].

Celem pracy bylo otrzymanie enzymatycznych hydrolizatow preparatu foswitynowe-
go i okreslenie ich aktywnosci przeciwutleniajace;.

MATERIALY I METODY

Enzymy: trypsyna wolowa TPCK i proteaza z Aspergillus melleus typ XXIII firmy
Sigma. Substrat stanowit preparat foswitynowy otrzymany w procesie izolacji lecyty-
ny, wg zmodyfikowanej metody Castellani i in. [2006] z Zoltek jaj niosek linii Lohman
Brown.

Izolacja preparatu foswitynowego. Zottko rozcienczano 1% NaCl (1:1 w/v) i pod-
dano wirowaniu (1 750 x g, t =10 min). Osad przechowywano w temp. -12°C przez 7 dni.
Nastgpnie granule rozmrozono i poddano dziataniu 1,75 M NaCl (1:1,5 w/v), przez 12 h
w 4°C. Po tym czasie, w procesie wirowania (17 000 RCF; 15 min, T = 4°C), odrzucono
gorna warstwe thuszczowa. We frakcji wodno-biatkowej obnizono sil¢ jonowa poprzez
dodanie H,O (1:4 v/v) i pozostawiono na 12 h w 4°C. Nastgpnie zawiesing wirowano (17
000 RCF; 15 min, T=4°C), osad liofilizowano.

Przed rozpoczgciem hydrolizy preparat foswitynowy poddano defosforylacji.
Nawazkg liofilizatu rozpuszczano w 0,4 N NaOH (1:40 w/v) i inkubowano przez 3 godz.
w 37°C. Nastgpnie roztwor neutralizowano 1 N HCI, dializowano do wody przez 48 h
i liofilizowano. Tak przygotowany preparat foswitynowy poddano hydrolizie enzyma-
tycznej.

Hydroliza enzymatyczna. Reakcje rozpoczynano poprzez dodatek enzymow w sto-
sunku: E:S = 1:50 (w/w) do roztworu biatka o stgzeniu 5 mg - mL"' w 0,2 M buforze Tris-
-HCl o pH 8,3. Hydrolizg prowadzono w temp. 37°C przez 0,5; 1; 2; 3; 4 i 24 h. Po tym
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czasie reakcje przerywano poprzez ogrzanie prob we wrzacej tazni w temp. 100°C przez
15 min. Nastepnie hydrolizaty, po schtodzeniu, wirowano (5 500 obr. - min’', t =15 min,
T= pokojowa). Supernatanty liofilizowano i przechowywano w temp. 4°C.

Stopien hydrolizy (DH%) oceniono poprzez okreslenie st¢zenia peptydow rozpusz-
czalnych w 10% kwasie trichlorooctowym (TCA) wg Silvestre [1997] i wolnych grup
aminowych oznaczanych przy uzyciu kwasu trinitrobenzenosulfonowego (TNBS, Sig-
ma) wg Kuchroo i Ramilly [1983]. Przebieg hydrolizy oceniano takze poprzez analizg
profili peptydowych metoda chromatografii cieczowej (RP-HPLC) w aparacie firmy Agi-
lent Technologies. Rozdziat prowadzono z zastosowaniem kolumny: Zorbax XDB C18
(250 x 4,5 mm) w fazie startowej A (0,1% TFA w H,0), w temp. 30°C, przeptywie v =
1 mL - min™ i gradiencie fazy B (0,1% TFA w ACN) wynoszacym: 2% B /min od 0% (5
minuta rozdziatu) do 100%. Absorbancj¢ monitorowano przy dfugosci fali: A, .

Stezenie bialka oznaczano spektrofotometrycznie wg Whitaker i Granum [1980]
oraz kolorymetryczna metoda wg Lowry i in. [1951].

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca oceniano na podstawie zdolno$ci enzymatycznych
hydrolizatow do: wymiatania wolnych rodnikow 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowych
(DPPH) wg Yen i Chen [1995], redukcji stopnia utlenienia jonéw Fe** do Fe** (FRAP)
wg Benzie i Strain [1996] oraz do chelatowania jonow Fe?” wg Xu i in. [2007].

WYNIKI I DYSKUSJA

Preparat foswitynowy wykazal zr6znicowana podatno$¢ na dziatanie zastosowa-
nych enzymow proteolitycznych (rys. 1 i2). Bardziej efektywnym w jego degradacji byt
enzym z A. melleus, dla ktorego osiagnigto DH wynoszace 33,7%. Natomiast trypsyna de-
gradowata ten preparat na poziomie 23,2%. Towarzyszyt temu tez przyrost wolnych grup
aminowych w trakcie reakcji. Po 24-godzinnej hydrolizie st¢zenie tych grup osiagngto
poziom: 3 816 uM - g1 1 198,5 uM - g odpowiednio dla enzymu z 4. melleus i dla tryp-
syny. Uzyskane wyniki znajduja potwierdzenie w literaturze, w ktorej zarowno enzymy
pochodzenia mikrobiologicznego, np. Newlase F, Alcalase, jak 1 enzymy trawienne ssa-
kow efektywnie wykorzystywane sa do hydrolizy biatek zottka jaja [Park iin. 2001, Yoshii
iin. 2001, Xu i in. 2007]. Zdolnos¢ enzymu do hydrolizy wynika z jego specyficznosci,
a podatno$¢ hydrolizowanego biatka zalezy od sekwencji aminokwasowej [Clemente
2000]. Uzyskane nizsze wartosci DH 1 stgzenia wolnych grup aminowych w hydroliza-
tach trypsynowych mozna uzasadni¢ tym, iz trypsyna wykazuje tylko zdolnos¢ do hydro-
lizy wiazan peptydowych po resztach lizyny i argininy [Zelazko i in. 2007]. Zastosowanie
réznych enzymow proteolitycznych pozwolito na uzyskanie zréznicowanych produk-
tow degradacji, o czym $wiadcza przedstawione profile chromatograficzne peptydow
(odmienne czasy retencji szczytow peptydowych (rys. 3A i 3B). Preparat foswitynowy
wykazat si¢ znacznie wyzsza opornos$cia na dziatanie trypsyny w poréwnaniu z innymi
biatkami jaja. W badaniach przeprowadzonych na preparacie albuminowym oraz catym
biatku jaja przez Graszkiewicz i in. [2010] i Miguel i in. [2004] uzyskano DH odpo-
wiednio: 95,8 1 78,6%. Nalezy to tlumaczy¢ tym, ze foswityna, wazne biatko zéttka jaja,
zawiera wysoka zawarto$¢ fosfoseryny, ktora nadaje charakter hydrofobowy czasteczce,
przez co utrudniony jest jej kontakt z enzymem [Xu i in. 2007].
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Rys. 1.

Fig. 1.
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Rys. 2. Zmiany zawarto$ci wolnych grup aminowych (WGA) w hydrolizatach preparatu
foswitynowego
Fig. 2. Changes if free amino groups contents (FAG) in phosvitin hydrolysate preparation
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Rys. 3. Profile peptydowe (RP-HPLC) hydrolizatoéw preparatu foswitynowego A) z proteaza

z A. melleus; B) z trypsyna
Fig. 3. RP-HPLC peptide profiles of phosvitin hydrolysate preparation A) with protease from

A. melleus; B) with trypsin

Przy ocenie zdolnosci do wymiatania wolnych rodnikow DPPH przez hydrolizaty
zaznaczyly si¢ wyrazne roznice w poziomie aktywnosci i stopniu degradacji biatka.

Najwyzsza aktywno$¢ wymiatania wolnych rodnikow DPPH wynoszaca: 0,27 uM
Trolox - mg'1i0,21 uM Troloxu mg™"' uzyskano dla 24-godzinnych hydrolizatow trypsy-
nowego i z udzialem proteazy z 4. melleus (rys. 4). Natomiast produkty cz¢$ciowej degra-
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dacji preparatu foswitynowego wykazaty nieco nizsza zdolnos¢ do wymiatania wolnych
rodnikéw DPPH. Podobne wyniki uzyskali Xu i in. [2007] dla frakcji trypsynowych hy-
drolizatow foswityny, ktore wykazaty zdolno§¢ do wymiatania wolnych rodnikéw DPPH
w 17,5%. Jest to zgodne z twierdzeniem Iwaniaka i Minkiewicza [2007], wedlug kto-
rych trypsyna jest odpowiednim enzymem stuzacym generowaniu przeciwutleniajacych
peptydow. Poprzez uwalnianie reszty lizyny na C-koncu fragmentu biatkowego trypsyna
nadaje peptydowi wtasciwos$ci przeciwutleniajace. Takze Tsuge i in. [1991] wyizolowali
z hydrolizatu protein biatka jaja antyoksydacyjny fragment posiadajacy na N-koncu tan-
cucha peptydowego reszte lizyny (Ala-His-Lys), potwierdzajac rolg tego aminokwasu
w ksztaltowaniu aktywnosci przeciwutleniajace;j.
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Rys. 4. Zdolno$¢ wymiatania wolnych rodnikow DPPH hydrolizatdéw preparatu foswitynowego
z trypsyna i z proteaza z A. melleus

Fig. 4. Free radical (DPPH) scavenging activity of phosvitin hydrolysate preparation with trypsin
and with protease from 4. melleus

Przy ocenie zdolnosci redukujacej nie stwierdzono w hydrolizatach trypsynowych
wplywu czasu hydrolizy na wzrost tej aktywnosci, dla ktorej uzyskano poziom w zakre-
sie od: 20 do 24 pg Fe*" - mg! (rys. 5). Natomiast w przypadku hydrolizatow z proteaza
z A. melleus zdolno$¢ redukujaca wzrastata, osiagajac koncowa wartos¢ rowna: 31,3 pg
Fe?*- mg'. Wyniki te podwazaja stwierdzenie Flaczyk [2005], wedtug ktorej hydrolizaty
biatek zwierzgcych wykazuja niewielka zdolno$¢ redukujaca w poréwnaniu z preparata-
mi ro$linnymi. Podobnie Zambrowicz [2009] wykazata nieznaczna aktywno$¢ redukuja-
ca (5 pg Fe?" - mg™!) hydrolizatow preparatu owoalbuminowego.

Badane hydrolizaty wykazaly wysoka zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali.
Najwyzsza aktywnos¢ chelatowania jonow Fe** uzyskano dla 24-godzinnego hydrolizatu
uzyskanego z udziatem proteazy z A. melleus, ktorej wartos¢ wyniosta: 1466,3 pg Fe** -mg!
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(rys. 6). Natomiast dla 24-godzinnego hydrolizatu trypsynowego poziom tej aktywnosci

byt ponad 30% nizszy.
tde Trypsyna Tripsin
Proteaza z Aspergifius melleus — Protease from Aspergillus meffeus
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Rys. 5. Zdolno$¢ do redukcji stopnia utlenienia jonéw zelaza (FRAP) hydrolizatow preparatu
foswitynowego z trypsyna i z proteaza z 4. melleus
Fig. 5. The ferric reducing ability (FRAP) of phosvitin hydrolysate preparation with trypsin and
protease from A. melleus
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Rys. 6. Zdolno$¢ chelatowania jonow zelaza (1I) hydrolizatéw preparatu foswitynowego otrzyma-
nych z trypsyna i z proteaza z A. melleus
Fig. 6. Chelating activity on iron (II) of phosvitin hydrolysate preparation with trypsin and prote-

ase from 4. melleus
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Hydroliza foswityny trypsyna prowadzi do otrzymania matych peptydéw posiadaja-
cych fosfoserynowe ligandy, ktére znacznie tatwiej i silniej wiaza jony zelaza niz sama
foswityna, co potwierdzaja wyniki badan Xu i in. [2007].

Foswityna, poprzez zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali, ktore propaguja reakcje
utleniania, jest przeciwutleniaczem. Dzigki temu takze jest nosnikiem poprawiajacym
przyswajanie metali (np. jondéw zelaza) przez organizm. Ze wzgledu na to, ze stanowi
biatko oporne na hydrolize, biodostgpnosc¢ zelaza przez nie zwiazanego jest bardzo ogra-
niczona [Choi i in. 2005]. Dlatego hydroliza foswityny w celu wytworzenia m.in. pepty-
dow o zdolno$ci wigzania jonow zelaza jest w petni uzasadniona.

WNIOSKI

1. Proteaza z A. melleus wykazata wyzsza zdolno$¢ proteolityczna niz trypsyna
w procesie hydrolizy preparatu foswitynowego.

2. Zastosowanie enzymdw o odmiennej specyficznosci pozwolito na otrzymanie zr6z-
nicowanych produktow degradacji preparatu foswitynowego.

3. Mozliwe jest otrzymanie z preparatu foswitynowego hydrolizatow wykazujacych
aktywno$¢ przeciwutleniajaca, ktorej poziom zalezny jest od rodzaju zastosowanego
enzymu i czasu trwania reakcji hydrolizy.
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THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ENZYMATIC HYDROLYSATES
OF PHOSVITIN PREPARATION OBTAINED FROM HEN EGGS

Abstract. The antioxidative properties of hen egg phosvitin hydrolysate preparations were
studied. Hydrolysis was performed using the bovine trypsin and protease from 4. melleus.
The progress and kinetics of the hydrolysis were analyzed by monitoring the degree of
hydrolysis (DH), free amino group content and the RP-HPLC profiles of resulted peptides.
The radical scavenging capacity on DPPH, ferric reducing activity (FRAP) and chelating
activity on iron (II) were measured.

The degrees of hydrolysis of final hydrolysates were 33,7% and 23,2% for protease from
A. melleus and trypsin, respectively. The progress of reaction was also confirmed by deter-
mination of the free amino group content, which finally reached 3816 uM - g and 1198,5
UM - g'! for protease from A. melleus and trypsin. The twenty four-hour tryptic hydrolysate
(0,27 uM Trolox - mg™") exhibited stronger scavenging activity on DPPH free radicals than
that of protease from A. melleus (0,21 uM Trolox - mg™'). The hydrolysates exhibited also
very strong chelating activity on iron (II). The hydrolysate with protease from 4. melleus
(24 -h) showed the highest level of this activity: 1466,3 pg Fe*"- mg'.

Key words: phosvitin, hydrolysate, antioxidant activity, DPPH, FRAP
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