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Szanowni Panstwo,

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

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

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

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

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalezé na stronie
www.acta.media.pl

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released

by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

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

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

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

Editorial Team
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DOBOR PODLOZA INOKULACYJNEGO DO PRODUKCJI
KETOKWASOW PRZEZ DROZDZE YARROWIA LIPOLYTICA

Krzysztof Cybulski, Ludwika Tomaszewska, Anita Rywinska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem pracy byta ocena wptywu podtoza inokulacyjnego (YNB lub podto-
ze mineralne) oraz rodzaju wprowadzonego namoku kukurydzianego (sypki lub ptynny)
na biosyntez¢ kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego z glicerolu odpadowego przez
drozdze Yarrowia lipolytica A-10. Hodowle okresowe byly prowadzone do wyczerpania
substratu (100 g-dm™ glicerolu) i trwaty 68—118 godz. Drozdze produkowaty od 30,4 do
35,8 g+ dm™ kwasu pirogronowego oraz od 14,4 do 17,9 g-dm? a-ketoglutarowego. Przy
zastosowaniu YNB jako podtoza inokulacyjnego uzyskano wyzsze wartosci szybkosci ob-
jetosciowej produkcji obu kwasow. Wydajnos¢ produkcji kwasu a-ketoglutarowego byta
zblizona we wszystkich wariantach hodowlanych, natomiast najwyzsza warto$¢ tego pa-
rametru dla kwasu pirogronowego, 0,35 g g'!, uzyskano przy wykorzystaniu mineralnego
podtoza inokulacyjnego i namoku ptynnego. Najwyzsza procentowa zawartos¢ biatka, oko-
to 38%, oznaczono w biomasie drozdzy i otrzymano, uzywajac podtoza mineralnego.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, kwas pirogronowy, kwas a-ketoglutarowy, glicerol
odpadowy

WSTEP

Ketokwasy takie jak kwas a-ketoglutarowy (KGA) i pirogronowy (PA) pelnia istotng
rolg¢ w metabolizmie komodrkowym. Pigciowgglowy KGA powstaje jako produkt po-
sredni cyklu Krebsa w reakcji dekarboksylacji izocytrynianu z udziatem dehydrogenazy
izocytrynianowej lub na drodze deaminacji kwasu glutaminowego. Jego rola w komor-
kach mikroorganizmow polega na swoistym taczeniu metabolizmu aminokwasow, we-
glowodanow, weglowodorow i thuszezow [Sauer i in. 2008]. Natomiast PA, inaczej kwas
2-oksopropanowy, jest koncowym produktem glikolizy. Powstaje posrednio z aldehy-
du 3-fosfoglicerynowego, ktory jest produktem metabolizmu weglowodanow i lipidow.

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
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6 K. Cybulski i in.

Pirogronian jest rowniez wykorzystywany w organizmie do syntezy glukozy jako podsta-
wowy substrat w glukoneogenezie.

Oproécz petnienia waznych funkcji metabolicznych wymienione ketokwasy maja
szerokie zastosowanie w przemysle. KGA wykorzystuje si¢ jako substrat w syntezie
chemicznej zwiazkéw heterocyklicznych, sktadnik suplementéw diety oraz dodatek do
odzywek dla kulturystéw [Chernyavskaya i in. 2000]. KGA w potaczeniu z 5-hydrok-
symetylenofurfuralem jest doskonalym antyoksydantem pozwalajacym obnizy¢ tzw.
stres oksydacyjny spowodowany wolnymi rodnikami [Moser i in. 2007]. Barrett i Yousaf
[2008] opisali termiczna kondensacje KGA z trojpodstawionymi czasteczkami glicerolu:
1,2,4-butantriolem lub 1,2,6-heksantriolem. Powstajacy poli(triol-a-ketoglutaranu) oka-
zal si¢ elastomerem o zréznicowanych wilasciwosciach chemicznych oraz mechanicz-
nych i moze znalez¢ zastosowanie w biomedycynie, inzynierii tkankowej, a takze — ze
wzgledu na biogedradowalno$é — moze by¢ wykorzystywany jako nosnik lekow. Zywice
chitozanowe modyfikowane KGA moga stuzy¢ jako sorbent usprawniajacy usuwanie
barwnikow oraz jonow Cu2+ z roztwordw wodnych [Zhou i in. 2009, Gong i in. 2010].
PA jest uzywany przede wszystkim jako substrat przy syntezie chemicznej farmaceu-
tykow, migdzy innymi L-tyrozyny, 4-dihydroksyfenylo-L-alaniny, kwasu N-acetylo-D-
-neuraminowego i (R)-fenyloacetylokarabinolu [ Yamada i in. 1972, Gunawan i in. 2007,
Lee i in. 2007, Liitke-Eversloh i in. 2007]. Kwas ten znajduje rowniez zastosowanie jako
suplement diety wspomagajacy kontrol¢ masy ciata, antyoksydant i nutraceutyk w le-
czeniu cukrzycy typu drugiego [Stanko i in. 1992, McCarty 2000, Koh-Banerjee i in.
2005, Wang i in. 2007]. Roufs [1996] dowiddl, Zze stosowanie pirogronianu wapnia na-
pedza metabolizm thuszczow w ludzkim organizmie, przyspieszajac tym samym proces
odchudzania. PA jest réwniez cennym substratem do produkcji polimeréw, kosmetykow,
dodatkéw do zywnos$ci, a w niedlugim czasie by¢ moze przypraw nadajacych kwasny
smak potrawom [Li i in. 2001].

Obecnie KGA i PA produkowane sg przemyslowo na drodze syntezy chemicznej.
Proces charakteryzuje si¢ niska wydajnoscia, wysokimi kosztami odczynnikow, duzym
naktadem energii i powstawaniem niebezpiecznych dla srodowiska naturalnego odpa-
dow. Wykorzystanie w tym celu mikroorganizméw moze spowodowacé, ze proces pro-
dukcji tych kwasow okaze si¢ duzo bardziej atrakcyjny, szczegdlnie w aspekcie zagospo-
darowania odpadowych produktéow z przemystu jako zrédla wegla i energii w procesie.
Liczne pozycje literaturowe donosza o mozliwosci wykorzystania bakterii i drozdzy
w biosyntezie kwasu a-ketoglutarowego i pirogronowego z glukozy lub weglowodorow
[Li1iin. 2001, Xu i in. 2008, Otto i in. 2011]. Najczesciej wymienianym producentem
ketokwasow wsrod drozdzy jest Torulopsis glabrata. Warto jednak zaznaczy¢, ze gatunek
ten jest auksotrofem az czterech witamin, a proces nadprodukcji KGA i PA mozliwy jest
tylko w ztozonej, dobrze zbilansowanej pozywce. Skromniejsze wymagania pokarmowe
prezentuja drozdze z gatunku Y. lipolytica bedace auksotrofem wytacznie w stosunku do
tiaminy (witamina B,) i posiadajace zdolno$¢ do utylizacji szerokiego spektrum substra-
tow [Coelho i in. 2010]. Dodatkowo, drozdze te odporne sa na wysokie stezenie glukozy,
glicerolu, NaCl oraz sktadnikéw mineralnych i pierwiastkéw $ladowych w §rodowisku,
zwlaszcza manganu i zelaza, co jest wazne przy stosowaniu podiozy naturalnych.

Pierwsze wzmianki o zastosowaniu drozdzy Y. lipolytica do produkcji KGA pojawily
si¢ w roku 1969, kiedy Tsugawa i in. opracowali proces biosyntezy KGA, uzywajac jako
zrodta wegla 8% n-parafin. Zastosowany szczep — Candida lipolytica AJ5004 (w 1980 r.
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Dobor podtoza inokulacyjnego do produkcji ketokwasow... 7

przemianowany na Y. lipolytica AJ5004) pozwalal na otrzymanie 46 g - dm* KGA w cza-
sie 72 godz. Na poczatku lat 70. badano takze zdolno$¢ do biosyntezy KGA z alkanéw
[Finogenova i in. 2005]. Uzyskano 108,7 g-dm tego kwasu z wydajnoscia 1,2 g- g™
Do badania biosyntezy KGA i PA przez drozdze Y. lipolytica powr6cono w na przetomie
XX i XXI w. Otrzymano m.in. 49 g-dm= KGA z etanolu [Chernyavskaya i in. 2000],
39,2 g-dm= KGA z glicerolu [Zhou i in. 2010] oraz 61,3 g-dm™ PA z glicerolu [Morgu-
nov iin. 2004].

Celem pracy jest ocena wplywu stosowanego podloza inokulacyjnego oraz posta-
ci wprowadzonej do podioza tiaminy na wydajno$¢ i efektywnos¢ produkcji PA i KGA
z odpadowego glicerolu przy udziale drozdzy Y. lipolytica A-10.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizm. W badaniach zastosowano dziki (naturalny) szczep drozdzy Y. lipoly-
tica A-10 pochodzacy z kolekcji wtasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zyw-
no$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczep przechowywano na skosach
z podtozem YM w temperaturze 4°C.

Podloza. Zastosowano dwa podtoza inokulacyjne: na bazie gotowego podtoza YNB
(Yeast Nitrogen Base) [Sigma-Aldrich 2012] oraz podtoze zawierajace sole mineralne.
Sktad podtoza inokulacyjnego YNB obejmowat (g-dm™): glicerol kosmetyczny — 50;
YNB - 0,67; woda destylowana do 1 litra. Podtoze inokulacyjne mineralne miato sktad
(g-dm?): glicerol kosmetyczny — 50; (NH,),SO, — 5; KH,PO, — 1,0; MgSO, - (7H,0)
- 0,7; NaCl - 0,5; Ca(NO,), - (4H,0) — 0,4; K. HPO, — 0,1; chlorowodorek tiaminy —
0,5 pug-dm?3; woda destylowana do 1 litra. W sktad podtoza produkcyjnego wchodzity
(g dm?): glicerol odpadowy — 100; (NH,),SO, — 10; KH,PO, — 2; MgSO, - (7H,0) — 1,4;
NaCl - 1,0; Ca(NO,), - (4H,0) — 0,8; jako zrodto tiaminy zastosowano namok kukury-
dziany w formie sypkiej lub plynnej (Sigma-Aldrich) — 0,02; woda wodociagowa do
1 litra. Podtoza sterylizowano w 121°C przez 20 minut.

Surowiec. Do badan uzywano oczyszczonego glicerolu odpadowego pochodzacego
z produkcji biodiesla (rafineria Trzebinia — Grupa Lotos) zawierajacego 76% (v/w) glice-
rolu 1 4% (v/w) NaCl. W badaniach uzywano 131,5 g glicerolu odpadowego jako ekwi-
walent 100 g czystego glicerolu.

Warunki hodowli. Hodowle inokulacyjne prowadzono w 250 c¢cm? kolbach Erlen-
mayera zawierajacych 100 cm® odpowiedniego podtoza. Namnazanie biomasy prowa-
dzono przez 72 godziny w temperaturze 30°C na wstrzasarce typu CERTOMAT IS (Sar-
torius Stedim Biotech GmbH) przy 140 rpm. Do zaszczepienia podtoza produkcyjnego
uzywano 200 c¢cm?® medium inokulacyjnego. Biosynteza ketokwasow prowadzona byta
w 5-litrowym bioreaktorze Biostat B+ (Sartorius, Niemcy) przy objetosci roboczej 2 dm?,
napowietrzaniu 0,6 vvm, w temperaturze 30°C. Szybko$¢ mieszania wynosita 800 rpm,
a odczyn podtoza w trakcie procesu utrzymywano automatycznie na poziomie pH = 3,5
poprzez dodatek 40% NaOH.

Metody analityczne. Biomas¢ oznaczano metoda wagowa — separowano na filtrze
membranowym Millipore o porowatos$ci 0,45 pm, przemywano woda destylowana i dosu-
szano do stalej masy w temperaturze 105°C. Stgzenie biatka w biomasie okre§lano metoda
biuretowa [Stewart 1975]. Stezenie glicerolu, kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego

Biotechnologia 12 (2) 2013



8 K. Cybulski i in.

oznaczano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na kolumnie
HyperRez XP carbohydrate H* (Dionex, UltiMate 3000 Series) podtaczonej do dwoch
detektoréw: UV (A =210 nm) i IR w temperaturze 65°C. Analiza prowadzona byta przy
szybkosci przeplywu fazy cieklej (25 mM kwas trifluorooctowy; TFA) wynoszacej
0,6 cm® - min™'.

SPIS UZYTYCH SYMBOLI

PA — kwas pirogronowy — pyruvic acid

KGA — kwas a-ketoglutarowy — a-ketoglutaric acid

Qs — Objgtosciowa szybko$¢ produkcji kwasu o-ketoglutarowego — volumetric
a-ketoglutaric acid production rate [g - dm~>h]

Q,, — objetosciowa szybkos¢ produkcji kwasu pirogronowego — volumetric pyruvic acid
production rate [g-dm>h"']

Yga — Wydajnos¢ catkowita produkeji kwasu o-ketoglutarowego — total yield of
a-ketoglutaric acid [g- g']

Y,, — wydajnos¢ catkowita produkcji kwasu pirogronowego — total yield of pyruvic acid

[g-g']

WYNIKI I OMOWIENIE

Nadprodukcja KGA i PA przez drozdze Y. lipolytica jest mozliwa w warunkach limitacji
wzrostu stezeniem tiaminy, przy nadmiarze zrodla wegla i azotu. Tiamina jest kofaktorem
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej oraz dehydrogenazy a-ketoglutaranowej en-
zymoOw, ktore odpowiadaja za dalsze przemiany PA i KGA w komorce. Jako zrodto tiami-
ny w niniejszej pracy zastosowano namok kukurydziany w formie ptynnej oraz sypkie;j.
Przeprowadzono cztery hodowle okresowe w podtozu zawierajacym 100 g - dm? glicero-
lu, rézniace si¢ postacia wprowadzonego namoku kukurydzianego oraz zastosowanym
podtozem inokulacyjnym (YNB oraz podtoze mineralne) (tab. 1).

Tabela 1. Symbol hodowli, rodzaj zastosowanego podloza inokulacyjnego i namoku
kukurydzianego
Table 1. Symbol of culture, type of seed culture medium and corn steep used

Symbol hodowli Podtoze inokulacyjne Namok kukurydziany
Batch symbol Seed culture medium Corn steep

A YNB plynny
liquor

B YNB sypki
powder

N mineralne plynny
mineral liquor

mineralne sypki

D .

mineral powder

Acta Sci. Pol.



Dobor podtoza inokulacyjnego do produkcji ketokwasow... 9

Hodowle prowadzono do catkowitego wyczerpania zrodta wegla. Przy zastosowa-
niu podtoza inokulacyjnego z YNB catkowite wyczerpanie glicerolu w pozywce nasta-
pito w 68.—73. godz., natomiast dla podtoza mineralnego czas ten wynosit 92—118 godz.
(rys. 1). Warto zauwazy¢, ze krotszy czas utylizacji substratu (68 i 92 godz.) byt atrybu-
tem hodowli zawierajacych w sktadzie namok kukurydziany w formie ptynnej. Hodow-
le inokulowane komoérkami wyrostymi w podtozu YNB charakteryzowaly si¢ réwniez
wyzszym st¢zeniem biomasy w fazie stacjonarnej — 13 1 14,2 g-dm™ (A i B) w porow-
naniu z pozostalymi, w ktorych stezenie komoérek drozdzy wynosito odpowiednio 12,1
i11,5 g-dm?3 (CiD) (rys. 1). Wyzsze stezenie biomasy oraz krotszy czas hodowli A i B
moze wynika¢ z obecnosci w podtozu YNB wielu niezbgdnych dla komorek drozdzy
substancji odzywczych i wzrostowych, podczas gdy w sktad podloza mineralnego wcho-
dza jedynie sole mineralne. Zblizone koncowe stezenie biomasy, 11,73 g-dm, uzyskali
Zhou i in. [2010] podczas biosyntezy KGA przez szczep drozdzy Y. lipolytica WSH-Z06
w podlozu réwniez zawierajacym 100 g-dm™ glicerolu, jednak proces trwal znacznie
dtuzej, bo az 144 godz.

A 4 KGA O-PA — X B +KGA O-PA — X

40 16 40 16

35 14 35 —T 14
730 -—Fﬂ 1 T 30 VA - 12
E 5 a 10— E o5 pd 1
I [ A T V. T
2820 g £ 520 8 §
< 15 [ / A £ & <415 - A £ 5
N s i i g S e

5 2 5 2

o e—p . 0 0 0

0 20 40 80 B0 100 120 0 20 40 80 B0 100 120
czas [h] — time czas [h] — time

C == GA -ORPA =— X D =KGCA -O0-PA — X

40 16 40 16

35 in} 14 35 14
= 30 /FE 12 — 30 ’u___p L=
£ 5 10 — E = 10
& 0 V-4 - & 20 V- o B E
& 15 iyl _’.j ) < 15 T A 6%,
g 4 4 g w - 4

5 2 5 2

0 0 0 1 L L L 0

0 20 40 80 B0 100 120 0 20 40 80 B0 100 120
czas [h] — time czas [h] — time

Rys. 1. Produkcja biomasy [X], kwasu o-ketoglutarowego [KGA] i kwasu pirogronowego [PA]
z glicerolu przez Y. lipolytica A-10 w hodowli okresowej z zastosowaniem podtoza in-
okulacyjnego YNB (wykres A, B) i mineralnego (wykres C, D). Jako zrodta tiaminy uzyto
namoku kukurydzianego ptynnego (wykres A, C) lub namoku kukurydzianego sypkiego
(wykres B, D)

Fig. 1. Biomass [X], a-ketoglutaric acid [KGA] and pyruvic acid [PA] production from glycerol
during batch culture of Y. lipolytica A-10 using YNB (chart A, B) and mineral (chart C,
D) seed culture medium. As a source of thiamine a liquid corn steep liquor (chart A, C) or
a powder of corn steep (chart B, D) was used

Biotechnologia 12 (2) 2013



10 K. Cybulski i in.

Produkcja PA i KGA przebiegata najwydajniej w hodowlach inokulowanych komor-
kami wyrostymi w podtozu mineralnym. Najwyzsze stezenie PA, 35,8 g-dm>, oznaczo-
no w 92. godz. hodowli z namokiem ptynnym (hodowla C), natomiast najwigcej KGA,
17,9 g+ dm*, w hodowli D z namokiem sypkim w 118. godz. (rys. 1). Wydajno$¢ produk-
cji PA wynosita 0,35 g- g, za§ KGA 0,17 g- g'. Jednak w tych procesach ze wzgledu na
dhugi czas hodowli nie uzyskano zadowalajacych wartosci szybkosci objgtosciowej pro-
dukcji wymienionych kwasow (Q,,,Q,,,)- Najwyzsza warto$¢ Q,,, 0,49 g-dm~h", uzy-
skano w hodowli B, z kolei najwyzsza warto$¢ tego parametru dla KGA, 0,25 g-dm~h",
w hodowli A (rys. 2).

0,5
— 0,4
— =
g "I)E 0,3
=S
> & 02 | OYKGA
o O0QKGA
0.19 mYPA
0 @3 QPA
A B C D
Symbol hodowli
Batch symbol

Rys. 2. Wydajnos$¢ i szybko$¢ objgtosciowa produkeji kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego
z glicerolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica A-10

Fig. 2. Yield and volumetric production rate of PA and KGA by Y. lipolytica A-10 strain from
crude glycerol

Drozdze Y. lipolytica sa naturalnymi auksotrofami tiaminy, jak podaja dane literaturowe,
stezenie tej witaminy niezbedne do ich prawidtowego wzrostu wynosi 200 pg - dm, pod-
czas gdy biosynteza ketokwasdw jest mozliwa w obecnosci ilosci tej witaminy nieprzekra-
czajacej kilku mikrograméow w litrze [Chernyavskaya i in. 2000]. W niniejszej pracy w ho-
dowlach A i B zastosowano podtoze inokulacyjne sporzadzone na bazie gotowego podloza
YNB, ktore zawiera niezbgdne mikroelementy i witaminy, w tym tiaming. Wprowadzona
do podtoza objetos¢ inokulum (200 cm?) generowata w podtozu produkcyjnym stezenie
tiaminy na poziomie 4 pg - dm, co w konsekwencji mogto by¢ przyczyna nizszych, w po-
réwnaniu z hodowlami C i D (z mineralnym podtozem inokulacyjnym), stezen uzyskanych
ketokwasow, tym bardziej ze podtoze produkcyjne dodatkowo wzbogacono w namok ku-
kurydziany jako dodatkowe zrodlo tiaminy. Substancja ta uzywana jest zwykle w procesach
biotechnologicznych jako zrédlo azotu, zawiera liczne aminokwasy, ale rowniez mikroele-
menty oraz niektore witaminy. Wedtug danych literaturowych stgzenie tiaminy w namoku
kukurydzianym zawiera si¢ w przedziale od 0,09 do 0,3 mg w 100 g namoku [Corn Rafiners
Associacion Inc. 1975, Zabriskie i in. 1982]. W niniejszych badaniach namok dodawano
jednak w niewielkim stezeniu, 0,02 g - dm, co oznacza, ze dodatkowa ilo§¢ wprowadzonej
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tiaminy nie przekraczata 0,06 ug-dm. Calkowite stezenie tiaminy w hodowlach A i B
wynosito wigc okoto 4,06 ug - dm?. Jest prawdopodobne, ze zastosowanie mniejszej ilosci
inokulum (5%) lub bardziej rozcienczonego podtoza YNB pozwoli na uzyskanie wyzszych
stezen badanych kwasow. Mineralne podtoze inokulacyjne zawierato zaledwie 0,5 pg - dm
tej witaminy (hodowle C i D), co oznacza, ze po wprowadzeniu 200 cm? inokulum do pod-
toza produkcyjnego (1,8 dm?®) stezenie tiaminy wynosito 0,05 pg - dm?. Po uwzglednieniu
ilosci tiaminy w namoku kukurydzianym catkowite st¢zenie tej witaminy w bioreaktorze
bylo zdecydowanie nizsze, okoto 0,11 pg - dm, niz w hodowlach A i B. Jak wspomniano,
nizsze stezenie tiaminy w hodowlach C i D skutkowato wyzszymi st¢zeniami PA i KGA.
Uzyskane wyniki szybkosci objetosciowej produkcji KGA i PA jednoznacznie wskazuja, ze
zdecydowanie korzystniejsze jest stosowanie ptynnego namoku kukurydzianego (hodowle
A1 C) niz namoku w formie sypkiej (B i D). Uzycie namoku sypkiego skutkowato dtuz-
sza faza wzrostu drozdzy, a tym samym wydhuzeniem czasu hodowli, co widoczne jest na
rysunku 1. Moze by¢ to spowodowane faktem, iz podczas suszenia rozpylowego namoku
czg$¢ witamin ulega rozktadowi i w konsekwencji jest ich mniej, ponadto namok ptynny
lepiej si¢ rozpuszcza i w efekcie sktadniki w nim zawarte s tatwiej przyswajalne przez
komorki drozdzy.

Synteza i wydzielanie obu kwaséow do §rodowiska, w przypadku glukozy jako zrodta
wegla, rozpoczynaja sie rownolegle i trwaja az do wyczerpania zrédla wegla, a kwasy
produkowane sa w proporcji 75-80% PA do 20-25% KGA [Finogenova i in. 2005]. Jak
wynika z prezentowanych w niniejszej pracy wynikéw, w przypadku glicerolu i zasto-
sowanych warunkéw hodowlanych stosunek ten nieznacznie si¢ rézni na korzys¢ KGA,
ktorego udziat w puli produkowanych kwasow wynosi od 30 do 36% (dane nieprezento-
wane). Optymalizacja warunkow hodowlanych w kierunku nadprodukcji KGA z glicerolu
przez Y. lipolytica WSH-Z06, przeprowadzona przez Zhou i in. [2010], pozwolita na uzy-
skanie w optymalnych warunkach 39,2 g-dm=KGA, podczas gdy stezenie PA wynosito
16,84 g-dm. Warto zauwazy¢, ze sa to wyniki pochodzace z hodowli wstrzasarkowych,
natomiast podczas biosyntezy prowadzonej w okresowej hodowli bioreaktorowej st¢ze-
nie KGA wynosilo 35 g-dm?, autorzy nie podali ilosci PA. Znaczaca poprawe proporcji
KGA do PA wymienieni wyzej autorzy otrzymali w wyniku nadekspresji genu kodujacego
karboksylaze pirogronianowa ScPYC1 z Saccharomyces cerevisiae 1 RoPYC2 z Rhizopus
oryzae w komorkach szczepu WSH-Z06 [Yin i in. 2012]. Podobny efekt zostat uzyskany
wskutek regulacji metabolizmu acetylo-CoA poprzez ekspresje¢ genu ACS1, kodujacego
syntetaze acetylo-CoA z S. cerevisiae oraz genu ACL, kodujacego ATP-zalezna liazg cy-
trynianowa z Mus musculus w komorkach ww. szczepu Y. lipolytica [Zhou i in. 2012].

Biomasa drozdzy z gatunku Y. lipolytica jest dopuszczona do obrotu w UE przez Eu-
ropejska Federacje Producentow Pasz, a o jej przydatnosci decyduje ilo§¢ biatka komor-
kowego. Wedtug normy PN-81/A-79006 procentowa zawartos¢ biatka w biomasie powin-
na wynosi¢ od 40 do 52%. W pozostatej, po odwirowaniu podloza, biomasie oznaczono
stezenie biatka metoda biuretowa. Procentowe stezenie biatka rzedu 37,7 1 38,1% zano-
towano dla biomasy z hodowli C i D. Najnizsza zawarto$¢ procentowa biatka miata bio-
masa z hodowli A i wynosila ona 23,3% (rys. 3). Te stosunkowo wysokie st¢zenia biatka
wynikaja z zastosowania duzej ilo$ci azotu w pozywce — zrddlem tego pierwiastka bylo
10 g-dm™ (NH,),SO,. Nieco nizsza zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy Y. lipolytica
wyprodukowanej z odpadowych tlhuszczow uzyskali Musiat, Rymowicz i Kita [2004].
Ilo$¢ protein w biomasie Y. lipolytica A-101 wahala si¢ w granicach 26-31%.
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Rys. 3. Procentowa zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy Y. lipolytica A-10 po hodowli okresowej
z wykorzystaniem podioza inokulacyjnego YNB (A, B) lub mineralnego (C, D). Zrédto
tiaminy stanowil namok kukurydziany w formie ptynnej (A, C) lub sypkiej (B, D)

Fig. 3. The percentage of protein in the Y. lipolytica A-10 biomass after a batch fermentation
using YNB (A, B) or mineral (C, D) seed culture medium. The source of thiamine was
liquid corn steep liquor (A, C) or powder of corn steep (B, D)

WNIOSKI

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze rodzaj zastosowanego podtoza inokula-
cyjnego odgrywa istotna rolg w procesie biosyntezy KP i KGA. Podloze YNB pozwala
na skrécenie czasu hodowli nawet o 50,5 godz. w poréwnaniu z podtozem mineralnym,
natomiast wprowadza zbyt duze ilosci tiaminy do wydajnej produkcji ketokwaséw. Pod-
loze mineralne z kolei, kosztem wydtuzenia procesu, umozliwia uzyskanie zadowalaja-
cych stezen badanych kwasoéw oraz dodatkowo bogatej w biatko biomasy. Na przebieg
procesu wpltyw miato takze zastosowanie namoku kukurydzianego w dwoch formach.
Uzycie ptynnego namoku kukurydzianego skutkowato wyzsza szybkoscia objgtosciowa
produkcji KP i KGA. Pomimo ze warto$ci wydajnosci produkeji KP i KGA nie sa wyso-
kie, uzyskane wyniki $wiadcza o przydatno$ci szczepu Y. lipolytica A-10 jako potencjal-
nego producenta KP i KGA. Niezbgdne sa jednak dalsze badania zmierzajace do poprawy
parametrow ich produkcji, tym bardziej ze wykorzystanie taniego i odnawialnego zrodta
wegla w procesie, czyli gliceryny odpadowej, moze znacznie obnizy¢ koszty produkcji
tych kwasow.
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EVALUATION OF SEED CULTURE MEDIUM TO KETOACIDS
PRODUCTION BY YARROWIA LIPOLYTICA YEAST

Abstract. The aim of the present study was to compare the influence of the seed culture
medium (YNB or mineral) and the sort of corn steep (liquor or powder) on the biosynthesis
of pyruvic and a-ketoglutaric acids from crude glycerol by Yarrowia lipolytica A-10 strain.
Batch cultures were carried out until the substrate exhaustion (100 g - dm of glycerol) and
lasted 68—118 h. Yeast produced from 30.4 to 35.8 g-dm™ of pyruvic acid and from 14.4
to 17.9 g+ dm? of a-ketoglutaric acid. Higher values of volumetric production rate of both
acids were achieved when YNB was used as a seed culture medium. The yield of keto-
glutaric acid production was similar in all culture variants. However, for pyruvic acid the
highest value of this parameter (0,35 g- g'1) was obtained when mineral medium and corn
steep liquor were used. The highest percentage of protein, about 38%, was determined in
yeast biomass derived after the culture with mineral seed culture medium.

Key words: Yarrowia lipolytica, pyruvic acid, a-ketoglutaric acid, crude glycerol
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OCENA MOZLIWOSCI POMIARU SREDNICY
KOMOREK DROZDZY PIWOWARSKICH PRZY UZYCIU
LASEROWEGO ANALIZATORA WIELKOSCI CZASTEK

Barbara Foszczynska, Ewelina Dziuba, Joanna Chmielewska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Badano mozliwosci wykorzystania laserowego analizatora wielko$ci czastek
Mastersizer 2000 do monitorowania kondycji drozdzy piwowarskich poprzez pomiar $red-
nicy komorek. Stwierdzono, ze $rednicg komorek drozdzy nalezy wyznaczaé bezposrednio
po pobraniu biomasy ze srodowiska hodowlanego lub fermentacyjnego, stosujac wodg de-
stylowana jako ciecz dyspersyjna. Wykazano przydatno$¢ urzadzenia do obserwacji zmian
wielko$ci komorek drozdzy w warunkach stresu osmotycznego i etanolowego.

Stowa kluczowe: drozdze piwowarskie, rozmiar komorek, analizator wielkosci czastek

WSTEP

Drozdze piwowarskie sa jednym z podstawowych surowcoéw browarniczych, w duzym
stopniu decydujacym o jakosci piwa. W procesie fermentacji brzeczki stodowej wytwa-
rzaja nie tylko etanol, ale rowniez produkty uboczne, ktore nadaja piwu wlasciwy profil
aromatyczny. Ulegaja one przy tym rozmaitym stresom takim jak stres osmotyczny czy
etanolowy, ktore sa przyczyna pogorszenia zywotnosci komorek, ostabienia ich zdolno-
$ci wzrostu oraz odfermentowania brzeczki.

Rozwoj nowoczesnych technologii w piwowarstwie wymusza koniecznos¢ poszuki-
wania metod umozliwiajacych szybka i doktadna ocen¢ kondycji drozdzy nastawnych,
jak réwniez monitorowanie ich stanu fizjologicznego podczas procesu technologicznego.
Rutynowe metody oceny zywotno$ci drozdzy oparte sa na barwieniu komorek bigkitem
metylenowym. Jednakze fakt odbarwiania biekitu §wiadczy jedynie o potencjale redoks
we wngtrzu komorki. Przyktadem nowoczesnych technik pomiarowych jest mikroskopia
fluorescencyjna [Kordialik-Bogacka 2007], pozwalajaca, przy zastosowaniu odpowied-
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nich fluorochroméw, na identyfikowanie komorek i niewidocznych pod mikroskopem
struktur komoérkowych. Cyfrowa analiza obrazu umozliwia liczenie i okreslenie wiel-
kosci komorek oraz badanie zywotnosci i zmian cech morfologicznych wynikajacych
ze starzenia si¢ lub wrazliwo$ci na szok osmotyczny [Misiewicz i Czuba 2005]. Z kolei
cytometria przeptywowa pozwala na wykonanie kompleksowych badan okreslajacych
zywotnos¢ i witalno§¢ drozdzy poprzez oznaczenie liczby i wielkosci komorek, zawar-
tosci DNA, 3B-hydroksysteroli, obojetnych lipidow, glikogenu, trehalozy, aktywnosci
proteolitycznej oraz pH wewnatrzkomdrkowego [Boyd i in. 2003, Hutter i in. 2005, We-
igert i in. 2009]. Jednym z elementéw oceny stanu fizjologicznego drozdzy jest pomiar
wielkosci i ksztattu komorek. Drozdze bowiem w réznych fazach wzrostu oraz pod wply-
wem rozmaitych czynnikéw zmieniaja swoje rozmiary. Do pomiaru populacji i wiel-
kosci komorek drozdzy mozna wykorzysta¢ urzadzenia oparte na metodzie Coultera.
Szanse tatwego i szybkiego sposobu pomiaru wielkosci komorek drozdzy stwarza takze
zastosowanie laserowego analizatora wielkosci czastek Mastersizer 2000 Malvern Instru-
ments. Jest to urzadzenie zaprojektowane do pomiaru wielkosci czastek w dyspersjach
cieczowych i powietrznych, stuzy do analiz granulometrycznych czasteczek cial statych
i emulsji w zakresie wielko$ci 0,02-2000 um [Materialy firmy Malvern Instruments].
Oznaczenie polega na pomiarze rozproszenia swiatla laserowego przez czastki, ktore po
uprzedniej dyspersji zostaja podane do jednostki optycznej urzadzenia. Ze $wiatla roz-
proszonego obliczana jest wielkos$¢ czastek, przy czym ksztalt czastek sprowadzany jest
do kuli. Urzadzenie umozliwia m.in. pomiar $redniej srednicy D[4,3], tj. $rednicy kuli
o objetosci badanej czastki.

Celem niniejszych badan byt dobdr cieczy dyspersyjnej oraz czasu ekspozycji komo-
rek drozdzy piwowarskich z rodzaju Saccharomyces przed pomiarem $rednicy D[4,3]
przy uzyciu analizatora wielko$ci czastek Mastersizer 2000 Malvern Instruments. Ponad-
to badano wpltyw procesu odwirowania biomasy oraz réznych stezen wodnych roztwo-
réw glukozy i etanolu na $rednicg komorek drozdzy.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowily trzy szczepy drozdzy piwowarskich z Kolekcji Kultur
Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie:

— Saccharomyces carlsbergensis I-S.ca.13 — dolnej fermentacji, pylisty (I-S.ca.13)

— Saccharomyces cerevisiae I-S.c. 46 — gornej fermentacji, pylisty (I-S.c.46)

— Saccharomyces cerevisiae 1I-S.c. 57 — gornej fermentacji, klaczkujacy (I-S.c.57)

[Rzedowska 1969].

Biomasg drozdzy aktywowano w podtozu YPG w temp. 30°C (48 godz. hodowla sta-
cjonarna (10 cm?), a nastgpnie 48 godz. hodowla wstrzasana (100 cm?)).

Przy uzyciu analizatora wielko$ci czastek Mastersizer 2000 Malvern Instruments
mierzono $rednicg komorek D[4,3], stosujac: a) wodg destylowana, b) roztwor soli fizjo-
logicznej (0,9% NaCl) oraz c) podloze YPG jako ciecze dyspersyjne. Do zlewki zawie-
rajacej okoto 800 ¢cm?® cieczy dyspersyjnej wprowadzano zawiesing drozdzy w podiozu
YPG w ilo$ci zapewniajacej optymalny zakres populacji komérek w czasie pomiaru.
Pomiary wykonywano natychmiast po zawieszeniu biomasy w roztworze, ale takze po
uplywie 5, 10 i 15 minut. Dodatkowo dla pomiaréw w wodzie destylowanej biomasg
odwirowywano (3000 obr./min; 10 min) i tuz przed dyspersja zawieszano w 10 cm? wody
destylowane;.
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Wptyw rodzaju medium dyspersyjnego (H,O, 0,9% NaCl, podtoze YPG) oraz czasu eks-
pozycji biomasy (0, 5, 10, 15 min) na $rednicg¢ D[4,3] komorek drozdzy: a) S.ca.13, b) S.c.
46, ¢) S.c. 57 (NIR = 0,2097)
The influence of dispersion medium ((H,0, 0.9% NaCl, YPG medium) and time of
biomass exposition (0, 5, 10, 15 min) on volume mean diameter D[4,3] of yeast cells:
a) S.ca.13,b) S.c. 46, ¢) S.c. 57 (NIR = 0.2097)

W kolejnym etapie badan okre§lano zmiany wielkosci komoérek drozdzy w wodnych
roztworach glukozy (5,10 1 20% wag.) oraz etanolu (2,5, 51 10% obj.) jako mediach dys-
persyjnych. Mierzono $rednicg komdrek po wprowadzeniu biomasy do roztworu oraz po
uplywie 5, 101 15 minut.

Badania wykonywano w trzech powtdrzeniach. Uzyskane wyniki pomiaru $rednicy
D[4,3] poddano analizie wariancji Anova dla uktadéw czynnikowych (test Duncana przy
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0=0,05) w programie STATISTICA 9.1. Grupy statystycznie jednorodne zaznaczono na
rysunkach matymi literami alfabetu. Wyniki pomiaru srednicy komoérek w badanych cie-
czach przedstawiono na rysunkach 1-4. Dokonano ponadto analizy procentowego roz-
ktadu objetosci komorek w probkach biomasy w szesSciu zakresach wielkosci $rednicy:
0-2 pm; 2-5 pm; 5-10 pm; 10-20 pm; 2040 pm; > 40 pm. Ze wzgledu na duza liczbg
danych przedstawiono w pracy jedynie wyniki rozktadu objgtosci dla pomiaréow bezpo-
srednio po zawieszeniu komodrek w cieczach (tab. 3 i 4).

a)S.ca. 13
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85 7
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bez wirowania — without centrifugation z wirowaniem — with centnfugatlon
b) S.c. 46
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Rys. 2. Wplyw wirowania oraz czasu ekspozycji biomasy (0, 5, 10, 15 min) na $rednic¢ D[4,3]
komorek drozdzy: a) S.ca.13, b) S.c. 46, ¢) S.c. 57 (NIR = 0,1919)

Fig. 2. The influence of centrifugation and time of biomass exposition (0, 5, 10, 15 min.) on volu-
me mean diameter D[4,3] of yeast cells:a) S.ca.13, b) S.c. 46, ¢) S.c. 57 (NIR =0.1919)
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Rys. 3. Wplyw stezenia roztworu glukozy (5, 10, 20%) oraz czasu ekspozycji biomasy (0, 5, 10,
15 min.) na $rednicg D[4,3] komorek drozdzy: a) S.ca.13, b) S.c. 46, c¢) S.c. 57 (NIR =
0,1232)

Fig. 3. The influence of glucose concentration (5, 10, 20%) and time of biomass exposition
(0, 5, 10, 15 min.) on volume mean diameter D[4,3] of yeast cells: a) S.ca.13, b) S.c. 46,
¢) S.c. 57 (NIR = 0.1232)
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Rys. 4. Wplyw stezenia roztworu etanolu (2.5, 5, 10%) oraz czasu ekspozycji biomasy (0, 5, 10,
15 min.) na $rednicg D[4,3] komorek drozdzy: a) S.ca.13, b) S.c. 46, c¢) S.c. 57 (NIR =
2,1329)

Fig. 4. The influence of glucose concentration (2.5, 5, 10%) and time of biomass exposition
(0, 5, 10, 15 min.) on volume mean diameter D[4,3] of yeast cells:a) S.ca.13, b) S.c. 46,
¢) S.c. 57 (NIR = 2.1329)

Dodatkowym elementem badan byto poréwnanie wielkosci komorek drozdzy wyzna-
czonych przy uzyciu analizatora Mastersizer 2000 Malvern Instruments oraz metoda mi-
kroskopowa z wykorzystaniem $ruby mikrometrycznej. Z biomasy drozdzy w stacjonarnej
fazie wzrostu (18-20 godz. hodowla wstrzasana w podiozu YPG) sporzadzono przyzycio-
wy preparat mikroskopowy i dokonano pomiaru 50 losowo wybranych komoérek drozdzy.
Rownolegle dokonywano pomiaru $rednicy D[4,3]. Na podstawie uzyskanych wynikow
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obliczono $rednig objetos¢ komoérek. W przypadku metody mikrometrycznej zastosowano
rownanie: V=4/3 T1 (a/2)? (b/2), gdzie: a — dlugos¢ krotszej osi komorki; b — dtugosé dhuz-
szej osi komorki [Sakai i in. 1986]. Dla pomiaru z wykorzystaniem analizatora Mastersizer
2000 zastosowano rownanie: V=4/3 I1 (d/2)?, gdzie d — $rednica D[4,3].

WYNIKI

Badane szczepy drozdzy réznity sig pod wzgledem cech morfologicznych komorek. Naj-
mniejsza ich objgtoscia zaréwno w badaniu mikroskopowym, jak i przy uzyciu analiza-
tora Mastersizer 2000 charakteryzowaty si¢ drozdze I-S.ca.13 (tab.1). Komorki drozdzy
I-S.c.57 byly wigksze od drozdzy I-S.ca.13 oraz I-S.c.46, ponadto w obrazie mikrosko-
powym tego szczepu obserwowano liczne skupiska komorek. Objetosé komorek drozdzy
wyliczona na podstawie $rednicy D[4,3] byta znacznie mniejsza od objgtosci wyznaczo-
nej poprzez pomiar mikroskopowy. Warto podkresli¢, ze pomiarem laserowym objete
byly wszystkie obiekty znajdujace si¢ w celi pomiarowej, natomiast w badaniu mikrosko-
powym mierzono wybrane, na ogo6t dojrzate, komorki drozdzy.

Podstawowym celem prowadzonych badan byta proba doboru cieczy do dyspersji
biomasy drozdzy przed podaniem jej do celi pomiarowej analizatora Mastersizer 2000.
Poszukiwano medium, ktére w najmniejszym stopniu wplywa na wielko$¢ komoérek pod-
czas pomiaru. Stwierdzono, ze komoérki drozdzy 1-S.ca.13 oraz 1-S.c.46 zachowywaty
si¢ podobnie w zastosowanych mediach dyspersyjnych (rys. la i 1b). Srednica D[4,3]
komorek tych szczepow byla porownywalna i nie zmieniata si¢ istotnie w ciagu cate-
go okresu ekspozycji w wodzie destylowanej oraz w podtozu YPG. Drozdze obydwu
szczepow wykazywaly takze podobna $rednice tuz po przeniesieniu ich do roztworu soli
fizjologicznej. Jednak w miar¢ uptywu czasu $rednica zmniejszata sig¢, zwlaszcza u droz-
dzy I-S.ca.13. Komorki szczepu I1-S.c.57 wykazywaly zroznicowana $rednicg w wo-
dzie destylowanej (rys. 1c¢). Po 5 min ekspozycji w wodzie $rednica zwigkszyla sig, po
10 min malata i ponownie zwigkszyta si¢ w koncowym etapie oznaczenia. W roztworze
soli fizjologicznej komorki tego szczepu zmniejszyty swoja srednicg w ciagu pierwszych
5 min, a nastgpnie utrzymaty ja na statym poziomie do konca pomiaru. Natomiast w pod-
tozu YPG $rednica komérek drozdzy I-S.c.57 zmniejszata si¢ istotnie w miar¢ wydtuza-
nia czasu ekspozycji.

Tabela 1. Rozmiary komorek drozdzy piwowarskich wyznaczone metoda mikrometryczng oraz
przy uzyciu laserowego analizatora wielkosci czastek Mastersizer 2000

Table 1. Cell size of brewing yeast calculated with micrometric method and with the use of Ma-
stersizer 2000 particle size analyzer

Pomiar mikrometryczny Pomiar laserowy

Drozdze Measurement with micrometer Measurement with laser size analyzer

rozdz -

Yeast Krotsza o$ Dluzsza 0§ Objgtos¢ komorki Srednica D[4,3] Objetos¢ komorki

[um] [um] [mm’] [nm] [um’]
Shorter axis ~ Longer axis Cell volume Diameter D[4,3] Cell volume

I-S.ca.13 7,2 9,6 260 6,54 146
1-S.c.46 7.4 11,1 325 6,64 153
1-S.c.57 8,3 12,5 397 7,15 191
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Tabela 2. Poréwnanie objgtosciowego rozktadu wielko$ci komorek drozdzy [%] po zawieszeniu
w réznych mediach dyspersyjnych

Table 2. Comparison of volume distribution of yeast cell size [%] after dispersion in different
media

o Zakresy wielkosci komorek
Drozdze Medium Range of cell size

Yeast
cas 02pm 2-5um  5-10um 1020 um 2040 um > 40 um

H,0 0 27,0 66,9 6,1 0 0
I-S.ca.13 0,9% NaCl 0 27,2 67,5 5.3 0 0
YPG 0 26,9 67,8 5.3 0 0
H,0 0 24,8 68,3 6,9 0 0
1-S.c.46 0,9% NaCl 0 27,3 67,5 52 0 0
YPG 0 27,4 67,6 52 0 0
H,0 0 243 46,5 24,4 4,7 0,1
I-S.c.57 0,9% NaCl 0 23,7 44,4 25,1 6,7 0,1
YPG 0 23,5 44,5 25,4 6,5 0,1

Tabela 3. Porownanie objgtosciowego rozktadu wielkosci komorek drozdzy [%] po zawieszeniu
w roztworach glukozy lub etanolu

Table 3. Comparison of volume distribution of yeast cell size [%] after dispersion in glucose or
ethanol solutions

o Zakresy wielkosci komorek
Drozdze Medium Range of cell size

Yeast
0-2 um 2-5 um 5-10 um 1020 um 2040 um  >40 um
Glukoza 5% 0 28,5 64,8 6,7 0 0
Glucose 10% 0 32,8 63,4 3,8 0 0
20% 0 40,7 55,8 3,5 0 0
I-S.ca.13
Etanol 2,5% 0 26,9 67,0 6,2 0 0
Ethanol 5% 0 27,0 67,3 5,7 0 0
10% 0 26,3 67,7 6,1 0 0
Glukoza 5% 0 27,2 67,6 52 0 0
Glucose 10% 0 30,6 65,1 4,3 0 0
20% 0 39,8 56,3 3,9 0 0
1-S.c.46
Etanol 2,5% 0 24,6 68,4 7,0 0 0
Ethanol 5% 0 24,5 69,1 6,4 0 0
10% 0 26,6 68,9 4,6 0 0
Glukoza 5% 0 21,4 45,6 27,2 5,6 0,2
Glucose 10% 0 24,1 46,4 23,8 53 0,4
20% 0 30,1 42,1 22,1 5,4 0,3
1-S.c.57
Etanol 2,5% 0 21,8 44,7 26,3 7,2 0,1
Ethanol 5% 0 22,0 44,7 26,5 6,9 0
10% 0 21,4 43,6 26,9 7,9 0,3
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W tabeli 2 przedstawiono wyniki objgtosciowego rozktadu wielkosci komorek (w sze-
$ciu zakresach wielko$ci) tuz po ich rozproszeniu w poszczegodlnych cieczach. Niezalez-
nie od rodzaju medium rozktad wielkosci komérek drozdzy I-S.ca.13 oraz I-S.c.46 byt
podobny. Zaledwie 5-6% catkowitej objgtosci komorek tych dwoch szezepoéw dotyczyto
obiektow o srednicy 10-20 um. W zadnym z badanych §rodowisk nie stwierdzono obiek-
tow wigkszych niz 20 pm. Z kolei szczep I-S.c. 57 mial znacznie mniejszy udziat obje-
tosci komorek w zakresach $rednicy 2-5 1 5-10 pum oraz blisko 5-krotnie wigkszy udziat
objetosci w zakresie 10-20 um. W przypadku tego szczepu, we wszystkich mediach dys-
persyjnych, wystgpowaly obiekty o wielkosci 20-40 um (ok. 4,7-6,5% objgtosci) oraz
czastki o $rednicy powyzej 40 pm (0,1%).

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wplywu procesu wirowania biomasy przed
wprowadzeniem ich do medium dyspersyjnego na srednicg komorek. Komorki wszyst-
kich badanych szczepoéw drozdzy poddane wirowaniu wykazywaty w wodzie destylowa-
nej istotnie mniejsza Srednic¢ D[4,3] w poréwnaniu z komdrkami biomasy nie wirowanej
(rys. 2). Ponadto, odwirowane komorki szczepu I-S.c.57 zmniejszaty si¢ podczas calego
okresu pomiarowego.

Podsumowujac, najwigksza wrazliwos$¢ na zastosowane media dyspersyjne oraz pro-
ces wirowania wykazal szczep 1-S.c.57. Szczep ten odrézniat si¢ od dwoch pozostatych
wigkszym rozmiarem komoérek, odmiennym rozktadem objetosci, wskazujacym na obec-
no$¢ zespotdw komorek w formie ktaczkow. Sposrod przebadanych ptynéw najmniejszy
wplyw na $rednice komoérek drozdzy miata woda destylowana. Czas ekspozycji w wo-
dzie nie zmieniat $rednicy komorek drozdzy I-S.ca.13 oraz I-S.c.46. Przyjgto wige, ze do
badania wielkosci komérek drozdzy przy uzyciu analizatora wielkosci czastek Master-
sizer 2000 nie nalezy wirowac biomasy, mozna ja wprowadzi¢ do wody destylowanej,
pobierajac materiat z podtoza hodowlanego lub fermentacyjnego, a pomiaru dokonywac
bezposrednio po dyspersji.

Waznym elementem doswiadczenia byla ocena reakcji komoérek drozdzy w warun-
kach stresu osmotycznego i etanolowego, czyli po zawieszeniu w roztworach wodnych
glukozy (5, 10 1 20% wag) lub etanolu (2,5, 5 1 10% obj.). Stwierdzono, ze zastosowane
medium oraz jego st¢zenie mialo istotny wpltyw na $rednicg komorek. Wszystkie badane
szczepy drozdzy zmniejszaly swoje rozmiary w miar¢ wzrostu stezenia glukozy, przy
czym reakcja komorek byta zauwazalna tuz po dyspers;ji (rys. 3). Drozdze I-S.ca.13 oraz
I-S.c.46 reagowaly szczegodlnie na 20% roztwor glukozy. Z kolei szczep 1-S.c.57 wyka-
zal znaczaca wrazliwo$é w 10% roztworze. Srednica komoérek drozdzy zmniejszata si¢
istotnie w ciagu 10 minut ekspozycji, po tym czasie wielko$¢ komoérek na ogot stabilizo-
watla si¢. Moze to wskazywac na przystosowanie si¢ drozdzy do srodowiska zasobnego
w podstawowe zrodlo wegla.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki analizy objgto$ciowego rozktadu wielkosci komo-
rek drozdzy tuz po ich dyspersji w roztworach glukozy lub etanolu. Udzial objgtosci
komorek I-S.ca.13 oraz I-S.c.46 o srednicy 2-5 um zwigkszyt si¢ z ok. 28% w 5% roz-
tworze glukozy do ok. 40% w roztworze 20%. Nastgpito to kosztem komoérek wigkszych
zardwno z przedziatu 5-10, jak i 10-20 pm. Drozdze I-S.c.57 zachowywaly si¢ podobnie,
z tym ze objetosciowy rozklad wielkosci komoérek byt bardziej rozproszony. Byt on po-
réwnywalny z tym, jaki obserwowano po dyspersji biomasy w wodzie destylowanej, soli
fizjologicznej oraz podtozu YPG.
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Komorki drozdzy I-S.ca.13 oraz I-S.c.46 zachowywaly swoje rozmiary w 2,5 1 5%
obj. roztworach etanolu (rys. 4). W 10% roztworze wystapito zmniejszenie $rednicy ko-
morek po 51 10 min ekspozycji. Komorki szczepu I-S.c.57 zmniejszaly swoje rozmiary
w miar¢ uptywu czasu juz przy stgzeniu etanolu na poziomie 2,5% obj. Kurczenie si¢
komorek postgpowato w 5% roztworze. Zastosowanie 10% roztworu etanolu wywotato
prawdopodobnie zjawisko flokulacji komoérek szczepu I-S.c.57, poniewaz $rednia war-
tos¢ $rednicy zwigkszyla si¢ do 9,8 um tuz po zawieszeniu komorek oraz do ok. 35-
44 pm po 5-15 min ekspozycji. Analiza rozkladu wykazata wzrost udzialu obiektow
o $rednicy powyzej 40 um z 0,3 do 18-25%.

DYSKUSJA

Ocena wlasciwosci drozdzy wykorzystywanych w procesach biotechnologicznych
uwzglednia wiele aspektow, w tym takze cechy morfologiczne komorek. Ksztalt i roz-
miar komoérki moze nie$¢ informacje o stadium wzrostu i jej zdolno$ci do paczkowania.
Celem wielu badan jest m.in. wyjasnienie mechanizméw regulacji wielkoséci komorek
w réznych fazach cyklu zyciowego [Bryan i in. 2010, Turner i in. 2012]. Okazuje si¢
np., ze rozmiar komorki jest czynnikiem limitujacym ilo$¢ cykli replikacyjnych, a tym
samym dtugos¢ jej zycia [Yang i in. 2011, Zadrag-Tecza i in. 2009].

Na rozmiar komorek maja wplyw czynniki zewngtrzne. Drozdze w réznych $rodowi-
skach odznaczaja si¢ okreslong wielkos$cia komorek, a pod wptywem réznorodnych czyn-
nikow, w tym czynnikéw stresowych, zdolne sa do zmiany swoich rozmiarow. Warunki
stresowe sg typowe dla fermentacji stgzonych brzeczek piwowarskich (High Gravity Bre-
wing). Dlatego tez pomiar $rednicy komoérek moze byé pomocny przy opisywaniu stanu
fizjologicznego drozdzy oraz przebiegu i efektow fermentacji brzeczki piwowarskie;j.

Przeprowadzone badania wtasne dotyczyly oceny mozliwosci wykorzystania lasero-
wego analizatora wielko$ci czastek Mastersizer 2000 (Malvern Instruments) do badania
srednicy komorek drozdzy piwowarskich. Rywinska i in. [2005] potwierdzili przydatnosé
tego urzadzenia do charakterystyki populacji drozdzy Yarrowia lipolytica w czasie dtugo-
terminowej biosyntezy kwasu cytrynowego.

W prezentowanej pracy uwagg skupiono na doborze parametrow pomiaru, zaktada-
jac, ze srednica komorek drozdzy moze si¢ zmieniac po ich przeniesieniu z naturalnego
srodowiska wzrostowego lub fermentacyjnego do srodowiska, w ktorym dokonywany
jest pomiar. Dlatego tez w celu ustalenia najlepszych warunkéw oznaczenia wykorzysta-
no roézne ciecze dyspersyjne oraz rozny czas ekspozycji.

Sposrod zastosowanych plynow najmniejszy wptyw na $rednice komorek badanych
szczepow drozdzy wywierata woda destylowana oraz podloze YPG — takie, jakie stoso-
wano do przygotowania biomasy. Uznano zatem, iz do pomiaru $rednicy komorek droz-
dzy przy uzyciu laserowego analizatora wielko$ci czastek mozliwe 1 wystarczajace jest
stosowanie wody destylowanej jako cieczy dyspersyjnej. Jest to rozwiazanie, ktore nie
podnosi znaczaco kosztow oznaczenia, co jest wazne przy wykonywaniu serii pomiarow
(na jedna probeg trzeba przygotowac ok. 800 ml cieczy). Zawieszenie biomasy drozdzy
bezposrednio pobranej ze srodowiska hodowlanego oraz wykonywanie pomiaru tuz po
dyspersji komodrek upraszcza i skraca procedurg oznaczenia i daje mozliwos¢ uzyskania
powtarzalnych wynikow.
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W dalszej czgsci pracy badano, w jaki sposob zmienia si¢ wielko$¢ komorek drozdzy
po przeniesieniu ich do §rodowiska wywolujacego zjawisko stresu komorkowego. Wraz
ze wzrastajacym st¢zeniem glukozy $rednica komodrek wszystkich badanych szczepow
drozdzy ulegata zmniejszeniu. Wyniki te byly zgodne z wynikami Morrisa i in. [1986],
ktérzy wykazali, ze wzrost ci$nienia osmotycznego srodowiska powoduje kurczenie si¢
komoérek drozdzy oraz z wynikami Cahilla i in. [2000], ktoérzy obserwowali zmniejszanie
si¢ rozmiaré6w komodrek wystawionych na dzialanie roznych stgzen czynnikow wywotuja-
cych stres osmotyczny. Tego typu reakcja byta odpowiedzia drozdzy na zmiany ci$nienia
osmotycznego. W warunkach stresu hipertonicznego komorki zmniejszaja, a w warun-
kach hypotonicznych zwigkszaja swoja wielko$¢, co jest wynikiem proby zrownowaze-
nia wewnatrzkomodrkowego stezenia substancji ze stgzeniem tej substancji w §rodowisku
zewngetrznym [Morris 1 in. 1986]. Odbywa si¢ to poprzez utratg¢ wody z komoérki lub
pobieranie jej ze srodowiska zewnetrznego. Wedlug Pratt i in. [2003] podwyzZszone ci-
$nienie osmotyczne powoduje nie tylko skurczenie si¢ komoérek drozdzy, zmienia takze
normalny, gtadki, sferyczny badz owalny ksztatt komorki na skrecony albo pofatdowany.
Ponadto stres osmotyczny zakldca metabolizm drozdzy oraz pogarsza ich zywotno$¢.

Stres etanolowy, podobnie jak stres osmotyczny, wplywa niekorzystnie na komor-
ke drozdzy. Etanol ujawnia swe destrukcyjne dziatanie zar6wno na poziomie metaboli-
zmu wewngtrznego komorki, wywotujac zaktocenia w organizacji struktury chemicznej
i funkcji biologicznej bton komdrkowych, jak réwniez na poziomie witalnosci, przy-
czyniajac si¢ do obnizenia zywotnosci i objetosci komoérek drozdzowych [Antkiewicz
i Poreda 2003].

W badaniach wlasnych nie wykazano istotnego wptywu 2,5, 51 10% obj. roztworow
etanolu na $rednic¢ komodrek drozdzy I-S.ca.13 oraz I-S.c.46. Natomiast w przypadku
drozdzy 1-S.c.57 efekt oddziatywania etanolu byt widoczny. Wydtuzenie czasu ekspo-
zycji komorek tego szczepu w roztworze etanolu o stgzeniu 2,5 i 5% obj. powodowato
zmniejszanie si¢ ich $rednicy, co moglo by¢ zwiazane z proba przystosowywania si¢
drozdzy do nowego $rodowiska. Pratt i in. [2003] wykazali, ze wystawienie drozdzy na
dziatanie stresu etanolowego (10% obj. r-r etanolu) przez 15 min wywotuje kurczenie si¢
komoérek, powoduje ponadto istotne zmiany w ksztalcie i wtasciwosciach komorek.

Podczas ekspozycji drozdzy 1-S.c.57 w 10% obj. roztworze etanolu prawdopodobnie
doszto do flokulacji komérek, na co wskazywaty wysokie wartosci §rednicy D[4,3] oraz
fakt, ze 18-25% objgtosci badanej biomasy tworzytly obiekty o srednicy powyzej 40 pm.
Etanol wymieniany jest w literaturze jako czynnik indukujacy flokulacj¢ drozdzy [Ka-
mada i Murata 1984]. Mechanizm odpowiedzialny za wpltyw etanolu na flokulacj¢ nie
jest doktadnie poznany, ale uwaza si¢, ze moze on dziata¢ jak surfaktant [Suzzi 1996].
Adsorpcja etanolu moze réwniez modyfikowa¢ uktad i wtasciwosci powierzchniowych
polimeréw. Dengis i in. [1995] wykazali, ze drozdze fermentacji gornej i dolnej nie ule-
galy flokulacji pod wpltywem etanolu w fazie wzrostu wykladniczego. Etanol nie mial
takze wptywu na flokulacj¢ szczepoéw dolnej fermentacji w fazie stacjonarnej. Natomiast
w przypadku szczepow fermentacji gornej flokulacja byta indukowana juz przy steze-
niu 5%obj. etanolu. Drozdze I-S.c.57 sa szczepem gornej fermentacji o silnych sktonno-
$ciach do flokulacji.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych badan uznano, ze analizator Ma-
stersizer 2000 moze by¢ przydatny do obserwacji zmian rozmiaré6w komorek, zwlaszcza
tych, ktore wystepuja jako komorki osobne, tj. nie wykazuja zdolno$ci tworzenia zespo-
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Iow komorek, w tym klaczkoéw. Proponowana metoda jest szybka, za$ przygotowanie
probek do pomiaru proste — wymaga jedynie zawieszenia badanej biomasy w wodzie. To
najkorzystniejsze i najtansze srodowisko do pomiaru srednicy objgtosciowej komorek.

W dalszych badaniach planowane jest wykorzystanie laserowego analizatora wiel-
kosci czastek do oceny stanu fizjologicznego drozdzy piwowarskich podczas wzrostu
i fermentacji w podtozach modelowych.

WNIOSKI

1. Analizator wielkosci czastek Mastersizer 2000 moze by¢ przydatny do obserwa-
cji zmian rozmiaréw komorek drozdzy piwowarskich wystgpujacych w postaci komorek
osobnych.

2. Najkorzystniejszym $rodowiskiem do pomiaru $rednicy komorek drozdzy jest
woda destylowana.

3. Srednice komorek nalezy wyznacza¢ bezposrednio po zawieszeniu biomasy w cie-
czy dyspersyjne;j.

4. Komorki drozdzy zmniejszaty swoje rozmiary w miarg¢ wzrostu st¢zenia roztworu
glukozy lub etanolu.

5. Badane szczepy drozdzy roznity si¢ pod wzgledem zachowania w zastosowanych
mediach. Najwigksza wrazliwo$¢ na warunki srodowiska wykazat szczep gornej fermen-
tacji S. cerevisiae 1-S.c. 57.
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EVALUATION OF MEASUREMENT OF BREWING YEAST DIAMETER
CAPABILITIES WITH THE USE OF LASER PARTICLE SIZE ANALYZER

Abstract. The use of Mastersizer 2000 particle size analyzer for determination of brewing
yeast volume mean diameter was examined. It seems that the best way of cell size measure-
ment is to transfer a biomass sample directly from the growth or fermenting media to the
distilled water as a dispersant. The analyzer can be usefull to observe cell size changes in
the conditions of osmotic or ethanol stress.
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THE RELEASE OF SULFUR COMPOUNDS DURING
DEGRADATION OF FEATHER KERATIN BY TWO
BACILLUS STRAINS

Wojciech Laba, Anna Choinska, Anna Rodziewicz

Wroctaw University of Environmental and Life Sciences

Abstract. Keratinolytic bacteria Bacillus polymyxa B20 and B. cereus B5esz during cultu-
res in medium with chicken feathers as a sole nutrient source, accumulated various amounts
of sulfur compounds at different oxidation level, including thiols, thiosulfate, sulfite and
sulfate. The main difference observed between the two tested strains was higher release
of sulfate by the former and elevated concentration of thiols by the latter. Additionally,
the activity of glutathione reductase, that could potentially play a role in keratinolysis was
confirmed, mainly in the cell homogenate fraction, rather than extracellular. Keratinases in
crude culture fluids exhibited activity towards soluble keratin preparation, as well as native
feather keratin. Application of 2-mercaptoethanol and sulfite, agents that potentially could
take part in keratin sulfitolysis, led to a conclusion that they could play a role in keratin
degradation, other than activation of extracellular enzymes.

Key words: Bacillus, sulfur compounds, keratinases, reducing agents, disulfide reductase

INTRODUCTION

Keratin, a main constituent of vertebrate skin appendages, is a fibrous protein of unique
multi-level structure. Its high resilience to mechanical and chemical factors as well as
enzymatic hydrolysis is a result of rigid structure, and high cysteine content yielding
numerous disulfide bonds. Microbial keratinolytic enzymes are recognized as proteases
capable of degrading insoluble structure of keratin proteins. Keratinases are capable of
effective bioconversion of keratinous wastes from meat and poultry processing industries
into recoverable products such as feedstuff, fertilizers, polymers and in the production of
rare amino acids like cysteine and serine [Ichida et al. 2001, Gupta and Ramnani 2006].
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Great deal of research was made to describe keratin biodegradation by a variety of
microorganisms, while the mechanism of keratinolysis has not been finally explained so
far. A conclusion was put forward that keratin biodegradation is not limited to just a prote-
olytic event. The first step of the process is considered to be denaturation through cleava-
ge of a major part of disulfide bonds, followed by proteolytic hydrolysis of the substrate
[Kunert 1989]. Keratinases of different microorganisms vary in their properties [Ignatova
et al. 1999, Kaul and Sumbali 1999, Ghosh et al. 2008, Daroit et al. 2009]. Vast majority
of keratinases belongs to serine- and metalloproteases, however, their proteolytic action
is known to be supported by reducing agents through cleavage of disulfide bridges in
the keratinous substrate. Besides the chemical factors like sulfite or thiols, the disulfide-
reducing enzymes are often mentioned. The presence and the quantity of these factors is
diverse for each group of keratinolytic microorganisms. Investigating these differences
seems to be crucial for the elucidation of practical aspects of keratinolysis.

The capability of effective keratin biodegradation is a unique feature found in a num-
ber of bacteria, actinomycetes and fungi. From among bacteria, the genus Bacillus appe-
ars to play a primary role in feather recycling since it is recognized as the major source of
soil proteases [ Watanabe and Hayano 1995, Bach et al. 2011]. Keratinolytic activity has
been also widely documented for Strepfomyces spp. [Letourneau et al. 1998, Ignatova et
al. 1999, Kaul and Sumbali 1999] and several recently reported strains of Gram-negative
bacteria like Chryseobacterium sp. [Riffel et al. 2003, Wang et al. 2008], Vibrio sp. [San-
gali and Brandelli 2000] and Stenotrophomonas sp. [ Yamamura et al. 2002; Jeonga et al.
2010]. Keratin solubilization by prokaryotes is believed to proceed exclusively via enzy-
matic attack [Kunert 1989] while in the case of keratinolytic fungi like 7richophyton spp.
and Microsporum spp. it is supported by sulfitolysis involving secreted sulfite, coupled
with mechanical action of hyphae [Kunert and Novotny 2001].

The bacterial strains involved in the presented study, represent the aerobic, spore-
forming rods, ubiquitous in nature, mainly in soil and plant [Rodziewicz and Laba 2008,
Vijaya et al. 2011]. Those saprophytic bacteria, especially Bacillus polymyxa, exhibit an
ability of biofilm formation, which is a feature allowing to enhance keratin biodegrada-
tion [Rodziewicz et al. 2006]. Some strains of B. cereus are capable of causing opportu-
nistic food-borne infections, it is however a highly strain-specific attribute. The spectrum
of possible effects of the species on human population ranges from probiotic properties to
food spoilage-associated toxicity [Cadot et al. 2010].

The aim of the presented study was to evaluate the release of sulfur compounds by
two keratinolytic strains, B. polymyxa B20 and B. cereus B5esz, growing in the presence
of chicken feathers and to assess the role of sulfitolytic factors in feather biodegradation.

MATERIALS AND METHODS

Keratinolytic strains of Bacillus polymyxa B20 and Bacillus cereus B5esz isolated previo-
usly from soil and keratinous waste, respectively, were used for the present study [Laba
and Rodziewicz 2010].

Microbial cultures were carried out aerobically in 250 ml Erlenmayer flasks, in 50
ml of medium, at the temperature 30°C, agitated at 170 rpm, for 15 days. Nutrient broth
culture of 1.2 - 108 cfu/ml served as inoculum, used in 1 ml volume per flask. The medium
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used in the study consisted of: MgSO, (0.1%), KH,PO, (0.01%), FeSO, - 7H,0 (0.001%),
CaCl, (0.01%), yeast extract (0.05%). The basic carbon and nitrogen source were whole,
white chicken feathers (1%). Preceding application feathers were washed, degreased with
methanol:chloroform (1:1) and dried. The medium was set to pH 7.2 prior to sterilisation.
All microbial cultures were performed in duplicate.

All assays were performed in collected culture fluids, after removing feather debris
by filtration through medium density filter paper and centrifugation at 10 000 x g for
10 min at 4°C. The cell sediment was collected for the determination of the disulfide
reductase activity. Sulfur compounds were assayed according to following methods: the
level of reduced thiols and sulfides by the method of Ellman [Riener et al. 2002] with
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid (DTNB); sulfates by the method of Kolmert et al.
[2000] involving barium chloride; sulfites with the method described by Kletzin [1989],
using fuchsin and formaldehyde; thiosulfates by the method of Sérbo [1957] using po-
tassium cyanide; sulfides by measurement with a silver/sulfide ionometric electrode and
a silver/chloride reference electrode (Detektor s.c.) using pH/ion-meter CP-501 (Elmet-
ron s.j.), after immediate mixing of samples (1:1) with sulfide antioxidant buffer (NaOH
20 g, EDTA-Na, dihydrate 17.90 g, L-ascorbic acid 8.75 g/250 cm®). The red-ox potential
was determined directly using the ERPt-11 electrode (Hydromet).

Keratinolytic activity [KA] was assessed using two methods:

1. in a reaction against soluble keratin preparation, according to Wawrzkiewicz et
al. [1987], at temperature 40°C and optimum pH 10.2 and pH 7.5, for B. polymyxa and
B. cereus respectively. The unit of keratinolytic activity [KU] was expressed as 0.01 in-
crease of absorbance of TCA-soluble products at 280 nm, calculated per 1 mg of protein
in 1 minute;

2. in a reaction against keratin azure (Sigma), at same conditions. One unit of kerati-
nolytic activity was expressed as 0.01 increase of products absorbance at 595 nm, rele-
ased by keratinases from 5 mg of the substrate, calculated per 1 mg of protein in 1 minute
[Letourneau et al. 1998]. All the determinations of keratinolytic activity were performed
in triplicate.

The influence of 2-mercaptoethanol and sulfite at concentration 1 mM, 5 mM and
10 mM on keratinolytic activity was also tested. Culture fluids of maximum keratinolytic
activity for each strain were used.

Glutathione reductase activity was measured according to the method described by
Carlberg and Mennervik [1985] in a reaction with oxidized glutathione in the presence
of NADPH. The activity was determined in the culture medium (extracellular) and in
sonication-disintegrated cell suspension [Baillie and Norris 1963] prior to and after cen-
trifugation at 10 000 x g for 10 min at 4°C (membrane-bound and intracellular activity,
respectively). One unit of disulfide reductase activity was 1 pmol of NADPH oxidized in
1 minute. Specific activity was given.

RESULTS

Both tested bacterial strains, Bacillus polymyxa B20 and B. cereus B5esz, exhibit signi-
ficant keratinolytic potential, that allows them to grow in the presence of native feather
keratin as a main nutrient source, as described previously [Laba and Rodziewicz 2010].
During cultures on feather-supplemented mineral medium hydrolytic action of extracel-
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lular keratinolytic proteases is the basic means of keratinic substrate decomposition. Uti-
lization of cysteine-rich keratinous substrate by keratinolytic microorganisms leads to
accumulation of sulfur compounds at different oxidation level in culture media. However,
significant divergence between the two strains was observed. B. cereus demonstrated an
ability to release extensive amounts of reduced thiols and hydrogen sulfide, attaining
a level of 1.36 mM on the 4 day of culture, in contrast to 0.06 mM in the case of B. po-
lymyxa (Fig. 1). The increase of sulfates above the concentration already introduced into
the culture medium was 7.04 mM in the culture of B. polymyxa which was more than two
times higher than in the case of B. cereus. The concentration and dynamics of sulfites pro-
duction were comparable for both strains and increased to 0.71-0.83 mM at the 15" day
of culture. Thiosulfates were released to culture environment at the lowest concentration
of all investigated sulfur compounds, up to 0.04—0.06 mM for B. cereus and B. polymyxa,
respectively. Sulfides remained undetected at the level above 10 uM (the ionometric elec-
trode sensitivity threshold), in both cultures.
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Fig. 1. The release of sulfur compounds in cultures of B. polymyxa and B. cereus during growth
in chicken feather medium.

Rys. 1. Uwalnianie zwiazkow siarki w trakcie hodowli bakterii B. polymyxa i B. cereus w podtozu
Z pidrami
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Disulfide reductase activity is often suggested as a factor supporting primary bre-
akdown of disulfide bridges in keratinous substrate. In the presented experiment low
extracellular disulfide reductase activity was detected, as well as in the cell membrane-
bound fraction in cell homogenate (Fig. 2). Considerably higher activity of 0.037 umol
xmg'min! was present in the intracellular fraction, however only in B. polymyxa, in
contrast to 0.013 pmolxmg'min™ in B. cereus. It is notable, that the first activity peak for
B. polymyxa coincided with maximum value of keratinolytic activity [Laba and Rodzie-
wicz 2010], followed by depression and secondary elevation.

0,040

E B. polymyxa
E 0035
=2
: /
< 0,030
: /
= 5025 /A / \
0,020 / \ /
0,015
0,010 V
0,005 \ /A\
0,000 ‘ :
0 5 10 15
time [days]
= 0,040
£ B. cereus
£ 0035
=]
£
< 0,030
£
=
= 0,025
0,020
0,015
0,010 )/{K-

0 5 10 15
time [days]

‘ —e—extracellular —m—intracellular —&—membrane-bound ‘

Fig. 2. The activity of disulfide reductase in culture fluids and fractions of cell homogenate
Rys. 2. Aktywnos¢ reduktazy disulfidowej w ptynach pohodowlanych oraz frakcjach homogenatu
komorkowego

Keratinases in crude culture fluids of B. polymyxa and B. cereus from the production
peak on the 2™ day of culture, exhibited activity towards both, native keratin (keratin
azure) of 0.17 KU and 1.42 KU, respectively (Tab. 1). Application of two selected redu-
cing agents, sulfite and 2-mercaptoethanol, proved to be advantageous for the action of
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cell-free crude keratinases from B. polymyxa against keratin azure. The first enhanced
activity up to 145.5% of original value, and the latter up to 222.7%. Sulfite highly sti-
mulated keratinolytic activity on soluble keratin, but only at 5 mM concentration, unlike
2-mercaptoethanol, which did not pose any positive effect. Nonetheless, sulfite inhibited
activity of keratinases from B. cereus on both, native and soluble keratin. On the contra-
ry, 2-mercaptoethanol at 10 mM increased keratinolytic activity on the native substrate,
up to 28% above the initial value. Summarizing, application of a thiol compound at the
example of 2-mercaptoethanol, resulted in improvement of keratinase activity, but only
on the native keratinous substrate, presumably supporting primary cleavage of disulfide
bonds or sustaining proper reductive environment, advantageous for keratinolytic cleava-
ge. Sulfite could also play a similar role, however B. polymyxa keratinase activation in
the presence of specific concentration (5 mM) of sulfate against soluble keratin remains
unclear. In the case of B. cereus keratinases sulfite displayed no activation in reaction
against both tested substrates.

DISCUSSION

Utilization of keratinic materials by specialized microorganisms requires not only high
proteolytic capabilities but also additional factors supporting primary cleavage of disulfi-
de bridges in keratin. The principles of microbial keratin biodegradation involves an auxi-
liary role of reducing molecules secreted into culture medium, sustaining lowered red-ox
potential. Specifically, reducing sulfur compounds accumulating in culture medium in the
presence of keratin are usually highlighted. This process was described for keratinolytic
filamentous fungi and actinomyces [Kunert 1989, Rajak et al. 1991]. Fungi are capable of
intense secretion of cysteine catabolism products in a form of sulfite and sulfate. Among
the released compounds sulfate and thiosulfate are known to be inert products, whereas
sulfite, in neutral to alkaline environment, could play a role in disulfide bonds reduction
through sulfitolysis, producing S-sulfocysteine. As an effect, initial denaturation of kera-
tin and its increased susceptibility towards enzymatic hydrolysis occurs. It was shown for
Microsporum gypseum cultured on wool-containing medium by detection of sulfitolysis
products: sulfocysteine (0.14 mM) and corresponding concentration of reduced thiols
[Kunert and Stransky 1988, Kunert 1989]. Léchenne et al. [2007] evidenced concen-
tration of sulfocysteine up to 2 mM together with sulfite up to 0.8 mM for Aspergillus
fumigatus and few species of dermatophytic fungi. In contrast, in cultures of actinomyces
only thiosulfate is accumulated, in the absence of sulfite and negligible sulfate concentra-
tion, not supporting direct sulfitolysis. Nonetheless, keratin decomposition was observed
in that case, as well, accompanied by the release of cysteine-rich peptides, which could
be explained by direct action of cells reducing apparatus or, as proved in early research
of Kunert, sulfite was entirely bound with excess cysteine to form sulfocysteine [Kunert
1989].

Sulfate was the dominating form of sulfur removal for both tested B. polymyxa and
B. cereus, as well as several keratinolytic fungi from genera Chrysosporium, Geotrichum,
Gymnoascoideus, Scopulariopsis and Talaromyces, tested by Rajak et al. [1991]. The
substantial difference between eukaryotic and prokaryotic microorganisms appears to be
in the elevated concentration of thiosulfates and reduced thiols released by the latter.
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Thiosulfates were reported to be secreted by various fungal species up to the level of
0.2 mM on feather keratin [Rajak et al. 1991] and can be ten-fold higher in S. fradiae
cultures on wool [Kunert and Stransky 1988]. In contrast, concentration of thiosulfates in
cultures of both tested Bacillus strains was negligible.

According to reference data, increasing concentration of free sulthydryl groups in
culture medium should be interpreted as a direct consequence of keratin biodegrada-
tion. Exceptionally high concentration of reduced thiols in cultures of B. cereus could be
explained as a result of elevated proteolytic (caseinolytic) activity (225 PU), emerging
on the third day of culture [Laba and Rodziewicz 2010], leading to rapid accumulation
of cysteine-rich peptides or cysteine, yet not transformed into more oxidized state. As
an effect, significantly lower redox potential of culture medium was observed, reaching
72 mV, in comparison to 143 mV in cultures of B. polymyxa (initial value in culture me-
dium 308 mV; data not shown). In cultures of B. polymyxa merely 0.1 mM of thiols was
accumulated, despite its considerable keratinolytic activity. It is notable that the release
of thiol compounds was correlated with biosynthesis of keratinolytic and proteolytic en-
zymes, while concentration of other oxidized compounds was increasing gradually in the
medium along with keratin degradation.

Liberation of reduced thiols during keratin utilization varies significantly for different
bacterial species. According to Ramnani et al. [2005], B. licheniformis grown on feathers
produced 0.18 mM of thiols, Vibrio sp. [Sangali and Brandelli 2000] released 0.4 mM
of thiols, S. pactum accumulated 1.4 mM [Bdockle and Miiller 1997] and thermophilic
Thermoactinomyces candidus released 0.2 mM of — SH groups from wool [Ignatova et
al. 1999]. During cultures of keratinophilic filamentous fungi usually comparable level
of thiols up to 0.4 mM can be achieved [Rajak et al. 1991, Kaul and Sumbali 1999, Cao
et al. 2008]. In contrast, as much as 190 uM of thiols was reported my Ramnani et al.
[2005] for B. licheniformis RG1 within the first day of culture on feathers, along with
simultaneous mounting of caseinolytic activity. Sulfides, undetected in tested bacterial
cultures, are intracellular intermediates of cysteine and methionine catabolism. In culture
conditions in alkaline environment sulfides could theoretically reduce disulfide bridges
with formation of thiocysteine. However, according to Kunert [1989], neither extracel-
lular sulfide nor thiocysteine was present in culture of S. fradiae, probably due to strictly
aerobic conditions.

Since reducing sulfur compounds are produced in minor concentrations by proka-
ryotic microorganisms, different disulfide bond cleavage mechanisms were proposed.
Increasing concentration of reduced thiols in bacterial cultures on keratinous substrates
could indicate direct reduction of cystine bonds by cells enzymatic system [Ignatova
et al. 1999, Kumar et al. 2008]. This reducing activity is a feature of specific disulfide
reductases [Ramnani et al. 2005, Yamamura et al. 2002], however Prakash et al. [2010]
also suggested direct action of a keratinolytic protease. Ramnani et al. [2005] proved that
disulfide reductase is bound to cell membranes in B. licheniformis (56 pmolxcm>min™),
thus it could not be detected at significant level in culture medium, which confirms the
results obtained in the presented study. Nevertheless, the primary function of membra-
ne-bound oxidoreductases might not be associated with extracellular protein breakage
[Kouwen and van Dij 2009]. On the contrary, Yamamura et al. [2002] described extracel-
lular raductase-like enzyme produced by Stenotrophomonas sp., which, in purified form,
was capable of enhancing lytic action of strains protease and commercial Proteinase K,
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even in the absence of NADH, a donor typically required by disulfide reductases. Simi-
larly, recent results published by Ghosh et al. [2008] show disulfide reductase activity in
extracellular fraction of B. cereus DCUW culture (0.07 pumolxcm>min™). Prakash et al.
[2010] isolated two enzymes from culture medium of B. halodurans PPKS-2, of which
both exhibited activity towards keratin, but one possessed disulfide reductase activity
and N-terminal homology with reductases. This particular reductase was active towards
glutathione in the presence and absence of NADH, 1.82 Uxmg! and 0.48 Uxmg’!, re-
spectively. Joint action of both enzymes resulted in significant enhancement of keratin
cleavage, which appears to confirm their cooperative purpose. Different results were pre-
sented by Bockle and Miiller [1997], where neither cell homogenate nor culture fluid of
S. pactum exhibited reductase activity, except for whole metabolically active cells.

Enzymatic degradation of keratin is usually associated with supporting action of di-
sulfide bonds-reducing factors. Application of non-enzymatic reducing factors into en-
zymatic reaction with cell-free keratinase extracts appears to be a rational solution in
proteolytic degradation of keratinic wastes. This should lead to enhancement of keratin
breakdown due to sulfitolytic cleavage of disulfide bonds. In order to determine the in-
fluence of reducing agents on the availability of the keratinous substrate towards prote-
olysis and to exclude their enzyme-stabilizing properties, keratinolytic reactions were
carried out on native feather keratin (keratin azure), as well as soluble keratin preparation,
deficient in majority of disulfide bonds. It is significant that keratinases of both tested
microorganisms were previously proved not to be thiol-dependent [Laba and Rodzie-
wicz 2010]. The lack of influence of sulfite and 2-mercaptoethanol on the proteolytic
activity against casein was observed, which suggested occurrence of sulfitolysis, rather
than protease activation, except for an activatory effect of sulfite towards enzymes of
B. polymyxa. Likewise, Suh and Lee [2001] confirmed the positive influence of gluta-
thione, cysteine, 2-mercaptoethanol and dithioerythritol, at concentration 1.0-5.0 mM
and little effect of sulfite on the keratinase activity from B. subtilis against native keratin.
The detailed inquiry of reducing agents influence on keratinolytic activity on hair keratin
was published by Kunert [1992] for keratinase of Microsporum gypseum, where sulfite
increased keratinolytic activity at broad concentration range 1-30 mM, while cysteine,
dithioerythritol and glutathione were effective at concentration 0.3—1.0 mM.

Both keratinolytic strains of B. polymyxa and B. cereus are effective keratin-degrading
bacteria, however their mode of action, due to metabolic properties, appears to vary. The
presence of reducing sulfur compounds in the growth environment undoubtedly influen-
ces the process of keratin hydrolysis occurring in nature, nevertheless, this knowledge
might also be of biotechnological importance. The presented results suggest that further
introduction of disulfide-reducing factors is beneficial for keratin biodegradation carried
out with crude keratinases of both tested bacterial strains.
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UWALNIANIE ZWIAZK()W SIARKI PODCZAS DEGRADACJI PIOR
PRZEZ DWA SZCZEPY BACILLUS

Streszczenie. Keratynolityczne bakterie Bacilus polymyxa B20 i B. cereus B5esz podczas
wzrostu w podlozu z piérami, jako gldéwnym zrodtem sktadnikow odzywczych, akumulo-
waly w §rodowisku znaczng ilo$¢ zwiazkow siarki na réznym stopniu utlenienia, w tym
zwiazki tiolowe, tiosiarczany, siarczyny i siarczany. Podstawowa roznica zaobserwowana
pomigdzy dwoma testowanymi mikroorganizmami bylo wyzsze stezenie siarczandw uwal-
nianych do podloza przez bakterie B. polymyxa oraz zdolno$¢ bakterii B. cereus do akumu-
lacji w podtozu zredukowanych zwiazkéw tiolowych. Dodatkowo, aktywno$¢ reduktazy
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glutationowej, mogacej potencjalnie bra¢ udziat w procesie keratynolizy, zostala potwier-
dzona gtownie w homogenacie komorek, w przeciwienstwie do frakcji pozakomorkowe;.
Keratynazy obecne w plynie pohodowlanym wykazywaly aktywnos¢ zarowno wobec ke-
ratyny rozpuszczalnej, jak i keratyny natywnej. Zastosowanie w mieszaninie reakcyjnej
2-merkaptoetanolu oraz siarczynu pozwolito zwigkszy¢ aktywno$¢ badanych keratynaz
poprzez intensyfikacjg sulfitolizy, natomiast nie na drodze aktywacji tych enzymow.

Stowa kluczowe: Bacillus, zwiazki siarki, keratynazy, czynniki redukujace, reduktaza dis-
ulfidowa
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