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Szanowni Panstwo,

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

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

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

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

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

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

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

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

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

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

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

Editorial Team
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IZOLACJA, IDENTYFIKACJA ORAZ AKTYWNOSC
PROTEOLITYCZNA I LIPOLITYCZNA
MIKROORGANIZMOW ARKTYCZNYCH

Anna Krasowska, Marcin Lukaszewicz

Uniwersytet Wroctawski

Streszczenie. Szesnascie szczepow bakterii wyizolowanych z probek wody i gleby ze
Spitsbergenu (Arktyka) zidentyfikowano do gatunku na podstawie sekwencjonowania pod-
jednostki 16S rRNA. Trzynascie szczepow okreslono jako Pseudomonas fluorescens, a trzy
jako Pseudomonas syringae. Przebadano aktywnosci proteolityczne i lipolityczne ozna-
czonych szczepow. Aktywnos$¢ proteolityczna wykazywaly wszystkie badane mikroorga-
nizmy i wahata si¢ ona od 58,5 do 139,6 U/ml. Aktywnos¢ lipolityczna wykazywato tylko
sze$¢ bakterii, przy czym lipazy trzech z tych szczepow (BD1, BDS oraz BD25) rozktadaty
ester sorbitolu (Tween 80), a lipazy z dwoch mikroorganizmow (BD22 i BD30) rozktadaty
palmitynian p-nitrofenolu. Tylko szczep BD3 wydzielat lipazy aktywne w obydwoch sto-
sowanych testach.

Stowa kluczowe: Pseudomonas, proteaza, lipaza

WSTEP

Znane i powszechne w uzyciu proteazy, takie jak na przyklad papaina, znajduja za-
stosowanie migdzy innymi w przemysle spozywczym [Diaz i in. 1996, Ashie i in. 2002].
O zapotrzebowaniu na proteazy swiadczy fakt, ze produkcja tego enzymu sigga 400 me-
gaton dla rynku amerykanskiego 1 50 megaton dla rynku japonskiego rocznie [Agribusi-
ness Development Centre 2000].

W $rodowiskach, w ktorych panuja ekstremalne warunki temperaturowe, zasolenia,
zakwaszenia itp., czegsto zyja mikroorganizmy o odmiennej budowie i unikalnym me-
tabolizmie wynikajacym z adaptacyjnej ewolucji. Takie drobnoustroje moga wydzielaé
enzymy o specyficznych wtasciwosciach, na przyktad aktywnych w wysokich lub niskich
temperaturach lub w pH o skrajnych warto$ciach.

Enzymy pochodzace z bakterii psychrofilnych i psychrotolerancyjnych znajduja sze-
rokie zastosowanie w medycynie, biotechnologii, ochronie $rodowiska i w przemysle
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6 A. Krasowska, M. Lukaszewicz

spozywczym [Russell 1998]. Najczesciej wykorzystywane enzymy to proteazy oraz lipazy.
Wiele reakcji zachodzi¢ moze w temperaturze nizszej niz optimum dziatania enzymow
mezofilnych. Elastyczno$¢ ,,zimnych” enzymow sprawia, ze s one w stanie katalizowac
przemiany chemiczne, np. w rozpuszczalnikach organicznych powszechnie uzywanych
w przemysle [Aehle 2004]. Lipaza izolowana z Candida antarctica jest uzywana jako
katalizator wielu reakcji zachodzacych w rozpuszczalnikach organicznych [Anderson
1in. 1998, Bélafi-Bakow i in. 2002].

Lipazy i proteazy wykorzystywane sa takze do produkcji serow, a takze wraz z ce-
lulazami i amylazami dodawane sa do detergentow. Obecnie dostgpne sa juz proszki do
prania, ktére dzigki zawartosci ,,zimnych” proteaz skutecznie usuwajq zabrudzenia juz
w 30°C [Georlette i in. 2004]. Ponadto proteazy to jeden ze sktadnikéw plynéw do od-
kazania i przechowywania soczewek kontaktowych [Wilcox i Holden 2001]; enzymy te
dodaje si¢ rowniez do migsa w celu jego zmigkczenia [Koohmaraie 1996].

Przedmiotem niniejszej pracy bylo zidentyfikowanie szczepow bakterii arktycznych
wyizolowanych z probek wody i gleby Spitsbergenu, a takze oznaczenie ich wlasciwosci
proteolitycznych i lipolitycznych.

MATERIALY I METODY

Identyfikacja szczepéw

Probki wody i gleby wysiewano na podtoza YPD (Yeast extract 1%, Bacto pepton
1%, glukoza 2%, agar-agar 2%, Difco) i hodowano w temp. 30°C przez 24 godziny.
Uzyskano 132 morfologicznie rézne kolonie, ktore scharakteryzowano biochemicznie
za pomoca testow API: Api 20 E, Api 10 S, Api Coryne, Api Staph (BioMerieux).
Do dalszych identyfikacji wybrano 16 szczepdéw wydzielajacych do podloza enzymy,
w przypadku ktérych odczytano réozne wyniki w testach API.

Z kazdego badanego szczepu wyizolowano genomowy DNA, na matrycy ktérego
w reakcji PCR namnozono fragment kodujacy podjednostkg 16S rRNA (najbardziej kon-
serwatywny odcinek genomu bakterii) o dtugosci okoto 1400 pz. Wynik pozytywny re-
akcji PCR uzyskano u wszystkich badanych mikroorganizmow.

W celu ostatecznej identyfikacji mikroorganizmow namnozone fragmenty DNA zse-
kwencjonowano (firma GENOMED). W przypadku trzech badanych mikroorganizmow
(BD2, BD23 i BD33) uzyskane sekwencje okazaly si¢ zbyt krotkie do analizy. Pozostate
uzyskane sekwencje poréwnano z sekwencjami znajdujacymi si¢ w bazie danych serwisu
NCBI- National Center for Biotechnology Information [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/],
przy pomocy narzgdzia BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Tab. 2).

Analiza filogenetyczna szczepéw

Drzewo filogenetyczne badanych szczepow sporzadzono w programach VNTI
Vector, Clustal X oraz MEGA 3.1.

Aktywno$¢ proteolityczna szczepéw na podlozu stalym

Szczepy hodowano na podlozu stalym (agarze technicznym 2%) z dodatkiem 10%
mleka w temperaturze 28°C przez 72 godziny. Po 24, 48 oraz 72 godzinach sprawdzano
obecno$¢ i rozmiar przejasnionej strefy wokot wysianych mikroorganizmow.

Acta Sci. Pol.
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Aktywnos¢ proteolityczna szczepow w teScie enzymatycznym z uzyciem kazeiny

Hodowle mikroorganizméw prowadzono w podtozu ptynnym (10% mleko) w 28°C
przy wytrzasaniu 190 rpm przez 72 godziny. Do kazdej proby dodano po 500 pul roztworu
0,5% kazeiny w buforze Tris-HCI] o odpowiednim pH oraz po 200 pl samego buforu.
Nastgpnie do prob dodano po 100 pl hodowli bakteryjnej. Reakcje prowadzono przez
30 minut w temperaturze 50°C, w pH 9.5. Reakcjg zatrzymywano, dodajac do prob po
500 pl zimnego roztworu 10% TCA. Nastgpnie proby wirowano w 4°C przez 10 mi-
nut przy 15000 g. Pomiar absorbancji wolnej tyrozyny prowadzono przy dhugosci fali
275 nm. W probach kontrolnych TCA dodawano przed dodaniem hodowli.

Aktywnos¢ lipolityczna szczepow na podlozu stalym

Szczepy hodowano na podtozu statym YPD z Tween 80 (10%) w temperaturze 28°C
przez 72 godziny. Po 24, 48 oraz 72 godzinach sprawdzano obecnos¢ i rozmiar zmgtniatej
strefy wokot wysianych mikroorganizmow.

Aktywnos¢ lipolityczna szczepow w teScie z uzyciem palmitynianu 4-nitrofenolu

Do oznaczenia aktywnosci enzymatycznej lipaz poshugiwano si¢ zmodyfikowana me-
toda z palmitynianem 4-nitrofenolu (pNPP) [Gupta i in. 2002]. Sktad mieszaniny reak-
cyjnej: guma arabska w ilosci 9 mg na kazde 10 ml koncowej objgtosci roztworu, 1 czg§¢
roztworu Tritonu X-100 o stgzeniu 40 mg/ml, 1 czg$¢ buforu Tris HCL pH=8,8 o stezeniu
0,5 M, 1 cze$¢ roztworu pNPP w 2-propanolu o stezeniu 3 mg/ml, 6 czgsci wody dejoni-
zowanej. Jedna jednostke aktywnosci zdefiniowano jako 1 nmol uwolnionego 4-nitrofe-
nolu w ciagu 1 minuty w warunkach reakcji.

Test prowadzono na ptytkach 96-dotkowych, w temperaturze pokojowej, przez okres
1 godziny, prowadzac odczyty absorbancji przy A =410 nm co 10 minut przy uzyciu spek-
trofotometru ASYS UVM 340. Do pojedynczego dotka dodawano 230 pl mieszaniny
reakcyjnej i 20 pl odpowiednio rozcienczonego badanego roztworu enzymu z jednej
z testowanych hodowli szczepdéw. Aktywnos¢ odczytywano z tej czgsci krzywej przy-
rostu absorbancji w czasie, ktora miata charakter liniowy. Ilo$¢ jednostek aktywnos$ci
enzymatycznej wyznaczano na podstawie ponizszego wzoru:

- Srednia A4, - 50

[nmol/min/ml]
0,0413-10

gdzie:

Akt. — aktywno$¢ [nmol/min/ml],

Srednia AA,,, — przyrost absorbancji odczytywanej przy A =410 nm,

0,0413 — wspotczynnik okreslajacy ilo§¢ uwolnionego pNP, wyznaczony na podstawie
krzywej standardowej ponizej,

10 — czas dla jakiego wyciagano $redni przyrost absorbancji [min],

50 — wspotczynnik uwzgledniajacy ilos¢ uzytego do reakcji preparatu enzymatycznego.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie obserwacji morfologii kolonii, okreslenia wlasciwosci biochemicznych
w testach API oraz sekwencjonowania podjednostki 16S rRNA okres$lono przynaleznos¢
gatunkowa szczepdw arktycznych. Dla 13 z nich wykazano najwyzsza homologi¢ do
gatunku Pseudomonas fluorescens, a dla 3 do Pseudomonas syringae (tab. 1).

Biotechnologia 10 (1) 2011
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Tabela 1. Identyfikacja badanych mikroorganizméw na podstawie sekwencji 16S rRNA

Table 1. Identification of investigated microorganisms according to 16S rRNA sequence
Dlugosc¢ sekwencji 16S rRNA [nukleotydy] Homologia
Length of 16S rRNA sequence [nucleotides] Homology
SZCZ?p powiclona odpisana przez
Strain wPCR podh b identyczna do gatunku
amplified by BLAST identical K to species
PCR BLAST aligned
BD1 1396 1401 (10)* 1383 08 Pseudomonas
fluorescens
BD3 1405 1411 (11)* 1391 98 Pseudomonas
fluorescens
BDS 1406 1413 (12)* 1393 98 Pseudomonas
fluorescens
BD18 1406 1413 (15)* 1384 97 Pseudomonas
Sfluorescens
BD20 1399 1403 (12)* 1373 97 Pseudomonas
fluorescens
BD21 1396 1402 (12)* 1372 97 Pseudomonas
Sfluorescens
BD22 1405 1412 (15)* 1381 97 Pseudomonas
fluorescens
BD24 1385 1354 (94)* 1335 98 Pseud.omonas
syringae
BD25 1388 1359 (40)* 1339 98 Pseudlomonas
syringae
BD26 1387 1356 (4)* 1337 08 Pseud.omonas
syringae
BD28 1399 1407 (15)* 1377 97 Pseudomonas
fluorescens
BD29 1394 1401 (14)* 1371 97 Pseudomonas
Sluorescens
BD30 1408 1416 (15)* 1385 97 Pseudomonas
fluorescens
BD31 1397 1404 (15)* 1374 97 Pseudomonas
Sluorescens
BD32 1378 1350 (2)* 1332 98 Pseudomonas
Sfluorescens
BD34 1396 1403 (14)* 1374 97 Pseudomonas
Sluorescens

*w (') podano liczbg przerw; in () number of GAPS

Acta Sci. Pol.
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Na podstawie uzyskanych sekwencji skonstruowano drzewo filogenetyczne, uwzgled-
niajace nowo odkryte szczepy, izolowane z terenéw Arktyki (rys. 1). Analiza sekwen-
cji wykazatla, ze wszystkie wyizolowane szczepy z rodzaju Pseudomonas grupuja si¢
w trzech klastrach. Szczepy P syringae nie tworza odrgbnego klastra, grupujac sig
w jednym klastrze razem z czterema szczepami P. fluorescens. Podobne wyniki uzyskali
Bodilis i in. [2004]. Autorzy ci wykazali, ze P. fluorescens grupuje si¢ w dwoch odreb-
nych klastrach nazwanych fluorescens 1 o-cluster i fluorescens 2 o-cluster. Wyizolowane
szczepy arktyczne mieszcza si¢ w obrebie fluorescens 1 o-cluster.

BD1
0IBD5
BD3

BD24

a5 BD26

BD20
6331

BD21
1000

1 BD25

BD32

rBD18
65’-3322
| |'BD29
1/ BD28
BD31
674|BD34
BD30

1000

939

=1

—
0.02

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne badanych szczepow
Fig. 1. Phylogenetic tree for investigated strains

Enzymy proteolityczne stanowia ogromny potencjat z punktu widzenia komercyjne-
go. Z danych z 1996 roku wynika, ze calkowita Swiatowa sprzedaz enzymow siggngla
1 miliarda dolaréw, z czego okoto 60% przypadlo na enzymy proteolityczne [Godfrey
i West 1996]. Obecnie wigkszo$¢ enzymow znajdujacych si¢ na rynku jest pochodze-
nia mikrobiologicznego. Jest to spowodowane tym, ze takie enzymy najtatwiej uzyskac
przy uzyciu relatywnie niskich srodkow. Innym, istotnym aspektem proteaz mikrobiolo-

Biotechnologia 10 (1) 2011



10 A. Krasowska, M. Lukaszewicz

gicznych jest to, ze mozna uzyska¢ bardzo duze ilosci enzymu w stosunkowo krotkim
czasie, z racji czgstych podziatéw komorek mikroorganizméw. Dodatkowym atutem jest
fakt, ze w ogromnej wigkszos$ci enzymy te sa wydzielane zewnatrzkomérkowo, rzadziej
w postaci ciatek inkluzyjnych. Proteaze wydzielana do podtoza duzo tatwiej oczyscic,
omijajac etapy izolacji enzymu z wngtrza komorek, co przy produkcji na skalg przemy-
slowa ma istotne znaczenie [Rao i in. 1998].

Szczepy pochodzenia arktycznego przebadano migdzy innymi pod wzgledem wy-
dzielania przez nie proteaz. Wstgpne badania przeprowadzono na podlozu agarowym
z dodatkiem 10% mleka i po 72 godzinach inkubacji mierzono $rednice stref powstatych
dookota posiewu. Oznaczono aktywnos$¢ z uzyciem kazeiny jako substratu, potwierdzono
aktywno$¢ proteolityczna badanych szczepow (tab. 2). Aktywno$¢ proteolityczna bada-
nych szczepéw wahata si¢ w granicach od 58,5 do 139,6 U/ml (tab. 2) i byta od 1,5 do 28
razy wyzsza od aktywno§$ci proteaz uzyskanych ze szczepdéw Bacillus sp. badanych przez
Prakasham i in. [2005].

Tabela 2. Aktywnos$¢ proteolityczna badanych mikroorganizméw wykazana A. wielkoscia strefy
przejasnienia na podtozu statym, B. w tescie z kazeina, po 72 godzinach wzrostu na pod-
tozu ptynnym (10% mleko).

Table 2. Proteolytic activity of investigated microorganisms A. the diameter of zone around co-
lony on the solid medium B. in test with casein after 72 h incubation on liquid medium

(10% milk).
Aktywno$¢ proteolityczna
Proteolytic activity

Szczep

Strain S dnicjz strefy B

ZOS;Z diameter [};’m] z kazeing, casein with [U/ml]

BD1 1,8 100,65

BD3 1,2 69,6

BD5 2 105
BD18 1,9 68,13
BD20 1,8 112
BD21 1,7 83,3
BD22 1,9 58,5
BD24 1,8 139,6
BD25 1,8 113
BD26 1,9 99
BD28 1,5 135,9
BD29 1,8 138,5
BD30 1,7 89,35
BD31 1,8 131,74
BD32 1,8 83,5
BD34 2 133,9

Acta Sci. Pol.
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Réznorodnosé reakeji, jakie moga by¢ katalizowane przez lipazy, czyni je potencjal-
nie bardzo waznymi enzymami z punktu widzenia przemystowego. Poza reakcja hydroli-
zy, w odpowiednich warunkach lipazy sa zdolne rowniez do prowadzenia reakcji: transe-
stryfikacji, estryfikacji czy tez polimeryzacji wynikajacej z tworzenia wigzan estrowych
[Reis i in. 2009].

Przebadano zdolnos$¢ badanych mikroorganizméw do wydzielania lipaz, stosujac dwa
testy. Pierwszy test wskazywal na mozliwo$¢ wydzielania do podtoza lipaz rozktadaja-
cych ester sorbitolu, a drugi test — lipaz rozktadajacych palmitynian p-nitrofenolu.

Wykonujac pierwszy test, badane mikroorganizmy hodowano na podtozu statym
z dodatkiem Tween 80. Po 72 h inkubacji na podstawie obecnosci strefy przejasnienia
wokot kolonii okreslono, ktore ze szczepdw za pomoca wydzielanych do podtoza lipaz
rozkladaja ester sorbitolu (Tween 80) (tab. 3). Tylko 6 szczepow z badanych szesnastu
wykazywato aktywno$¢ lipolityczna. Szczepy BD1, BD5 oraz BD25 wydzielaty lipazy
rozkladajace ester sorbitolu, co przejawialto si¢ powstaniem stref wokot kolonii, ale te nie
wydzielaty lipaz rozkladajacych palmitynian p-nitrofenolu (tab. 3). Odwrotna sytuacje
zaobserwowano w przypadku szczepow BD22 i BD30 (tab. 3). Jedynie szczep BD3 wy-
dzielat lipazy wykazujace aktywnos¢ wobec obu substratow.

Tabela 3. Aktywnos¢ lipolityczna badanych mikroorganizméw wykazana A. wielko$cia strefy
zmgetnienia na podtozu statym, B. w tescie z palmitynianem 4-nitrofenolu, po 72 godzi-
nach wzrostu na podtozu ptynnym (10% mleko)

Table 3. Lipolytic activity of investigated microorganisms A. the diameter of zone around the co-
lony on the solid medium, B. in the test with palmitynian of p-nitrophenol after 72 h of
incubation in liquid medium (10% milk)

Aktywnos$¢ proteolityczna
Proteolytic activity

Szczep A

Strain $rednica strefy, - B .
. z palmitynianem p-nitrofenolu
zone diameter . . .
with p-nitrophenol palmitate [U/ml]
[cm]

BD1 0,4 0
BD3 1 1,04
BD5 0,3 0
BD22 0 2,14
BD25 0,4 0
BD30 0 0,92

Szczepy hodowane na 10% mleku z dodatkiem 2% oleju, na mleku 100% i podtozu
LB nie wykazywaty aktywnosci lipolitycznej (dane nie pokazane). Przyczyna stabej lub
braku aktywnosci lipolitycznej badanych szczepdw moze by¢ aktywnos¢ proteolityczna.
Wydzielane proteazy moga rozktadac lipazy. Znalezienie lipaz, odpornych na proteoli-
tyczna degradacje miatoby walory aplikacyjne. Takiego typu lipazy znalaztyby zastoso-
wanie chociazby w kosmetykach lub proszkach do prania.

Biotechnologia 10 (1) 2011
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WNIOSKI

1. Wsréd 16 badanych szczepow, izolowanych z probek wody i gleby z Arktyki, trzy-
nascie szczepOw oznaczono jako Pseudomonas fluorescens, a trzy jako Pseudomonas
syringae.

2. Wszystkie przebadane szczepy wykazywaty aktywno$¢ proteolityczna, wahajaca
sig, w zalezno$ci od szczepu, od 58,5 do 139,6 U/ml.

3. Aktywnos¢ lipaz byta sprawdzana wobec Tween 80 oraz palmitynianu p-nitrofenolu.
Badane lipazy roznily si¢ specyficznos$cia substratowa.

4. Tylko sze$¢ szczepodw wykazywato aktywnos¢ lipolityczna. Trzy z nich rozktadaty
ester sorbitolu, dwa reagowaly z palmitynianem p-nitrofenolu, a jeden szczep wykazy-
wat aktywno$¢ wobec obu substratow, co obrazuje duze zréznicowanie produkowanych
enzymow.

5. Obserwowano duze zréznicowanie produkowanych lipaz.
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ISOLATION, IDENTIFICATION, PROTEOLYTIC AND LIPOLYTIC
ACTIVITY OF ARCTIC MICROORGANISMS.

Abstract. Sixteen bacterial strains isolated from fresh water and soil of Spitsbergen (Arctic)
were identificated by 16S rRNA sequencing. Thirteen strains as Pseudomonas fluorescens
and as Pseudomonas syringae (six strains). The proteolytic and lipolytic activity of strains
was investigated. All strains were active in proteolysis in the range from 58,5 to 139,6 U/
ml but only six strains had lipolytic activity. Strains BD1, BDS and BD25 secreted lipases
which break down Tween 80, lipase from BD22 and BD30 strains were active in the reac-
tion with p-nitrophenol palmitate and lipase from BD3 strain was active in both tests.
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SKRINING SZCZEPOW DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA DO BIOSYNTEZY ERYTRYTOLU
Z GLICEROLU
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Streszczenie. Zbadano zdolno$¢ osmiu szczepow drozdzy z gatunku Yarrowia lipolytica do
produke;ji erytrytolu z glicerolu w 10-dniowych hodowlach wstrzasanych. Drozdze produ-
kowatly od 27,9 do 33,6 g- dmerytrytolu, z wydajno$cia w zakresie 0,36-0,53 g- g™

Na podstawie analizy statystycznej wytypowano do dalszych badan szczep produkcyjny
Y. lipolytica A-10. W hodowlach wglebnych w bioreaktorze oceniono wydajnos¢ i dynami-
ke¢ produkcji erytrytolu z glicerolu przez wybrany szczep. Drozdze produkowaly 63 oraz
59 g- dm? erytrytolu z wydajnoscia 0,41 oraz 0,37 g - g w hodowlach zawierajacych odpo-
wiednio 150 g-dm= glicerolu czystego lub odpadowego. Najwyzsza szybkos$¢ objetoscio-
wa (0,74 g-dm?) i wlasciwa produkcji erytrytolu (0,048 g-g'-h') uzyskano w hodowli
z czystym glicerolem. W zaleznosci od zastosowanego glicerolu stgzenie wewnatrzkomor-
kowego erytrytolu bylo w zakresie od 77,3 do 112,9 mg- g! s.m.

Stowa Kkluczowe: erytrytol, glicerol, glicerol odpadowy, Yarrowia lipolytica, hodowle
okresowe

WSTEP

Erytrytol jest sktadnikiem naturalnie obecnym w diecie ludzi, wyst¢pujacym w mio-
dzie, owocach takich jak melony, gruszki i winogrona, a takze fermentowanej zywnosci
— serach, sake, winie oraz piwie, sosie sojowym i pascie miso. Ten czterowgglowy alko-
hol cukrowy jest rowniez metabolitem oraz substancja zapasowa grzybow i wodorostow
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[Bernt i in. 1996, Goossens i Roper 1994, Shindou i in. 1988a]. Erytrytol ma umiarkowa-
nie stodki smak (60-80% stodyczy w pordwnaniu z sacharoza), bez posmaku gorzkiego
[de Cock i Bechert 2002]. Dzigki najnizszej masie czasteczkowej wsrdd polioli stoso-
wanych jako zamienniki cukru roztwory erytrytolu charakteryzuja si¢ odmiennymi od
pozostatych wlasciwosciami — wyzszym cisnieniem osmotycznym i nizszg aktywnoscia
wody [Goossens i Roper 1994].

Erytrytol wykorzystywany jest w przemysle chemicznym, kosmetycznym, farmaceu-
tycznym oraz spozywczym. Do zywno$ci dodawany jest przede wszystkim jako substan-
cja stodzaca, ale takze jako substancja utrzymujaca wilgo¢, wzmacniacz aromatow, §ro-
dek zaggszczajacy, stabilizator, §rodek teksturotwoérczy oraz sekwestrant. Dzigki swoim
cennym wilasciwosciom stosowany jest w cukiernictwie (czekolada, cukierki, galaretki,
gumy do zucia), produkcji napojow bezalkoholowych, piekarnictwie oraz mleczarstwie
(jogurty) [Bernt i in. 1996, Mitsubishi i Nikken 1996]. Do stosowania bez ograniczen
w produkcji zywnosci erytrytol zostal dopuszczony w 1999 roku przez FAO/WHO. W Unii
Europejskiej wykorzystanie erytrytolu w przemysle spozywczym mozliwe jest od roku
2003, natomiast w Polsce od roku 2008 na mocy Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia
18 wrzesnia w sprawie dozwolonych substancji dodatkowych. W 2008 roku konsumpcja
erytrytolu w Europie Wschodniej wynosita 2666 ton, zas w Europie Zachodniej jego spo-
zycie byto ponad dwukrotnie wyzsze [www.foodnavigator.com]. Obecnie obserwuje si¢
wzrost zainteresowania erytrytolem, poniewaz cechuje si¢ on bardzo niska kalorycznoscia
(0-0,2 kcal/g) w odroznieniu od innych polioli, nie wywotuje nietolerancji pokarmowej,
a jego spozycie nie wplywa na poziom insuliny we krwi — moze by¢ zatem bezpiecz-
nie stosowany przez diabetykow oraz w dietach niskoenergetycznych [de Cock i Bechert
2002, Park i in. 2005, Roper i Goossens 1993]. Erytrytol produkowany jest na drodze na-
turalnej i moze by¢ stosowany w zywnosci ekologicznej [Moon i in. 2010]. Dodatkowo,
stosowanie erytrytolu ogranicza rozwoj prochnicy z¢bow, gdyz nie jest on metabolizowa-
ny przez bakterie obecne w jamie ustnej [Makinen i in. 2001]. Badania prowadzone przez
den Hartog i in. [2009] wykazaly, iz erytrytol dziata jako przeciwutleniacz oraz moze
chroni¢ przed uszkodzeniem naczyn w wyniku hiperglikemii.

Produkcja erytrytolu mozliwa jest na drodze chemicznej poprzez konwersje skrobi
w wysokiej temperaturze w obecnosci katalizatora niklowego. Proces ten jest jednak
nieefektywny i kosztowny [Pfeifer i in. 1960], dlatego tez przemystowa produkcja od-
bywa si¢ z udziatem mikroorganizméw. Wykazano, iz do produkcji erytrytolu zdolne
sq drozdze z rodzajow Candida, Moniliella, Pichia, Torula, Torulopsis, Trichosporon,
Trigonopsis, Zygopichia oraz bakterie z gatunku Leuconostoc oenos. Wigkszo$¢ z tych
drobnoustrojéw nie moze by¢ jednak wykorzystana do produkcji erytrytolu ze wzgledu
na zbyt duza ilo§¢ produktéw ubocznych. Przemystowa produkcja erytrytolu odbywa
si¢ przy udziale Aureobasidium [Hajny i in. 1964, Kim i in. 2000, Onishi 1960, Park
iin. 1998, Sawada i in. 2009, Veiga-da-Cunha i in. 1993], a stosowanymi substratami sa
glukoza lub sacharoza [Aoki i in. 1993, Hiele i in. 1993]. Ostatnie badania wskazuja na
mozliwo$¢ efektywnej i wydajnej produkcji erytrytolu z glicerolu odpadowego, powsta-
jacego podczas produkcji biodiesla, z udziatem drozdzy Yarrowia lipolytica [Rymowicz
i1in. 2008, 2009].

Celem pracy byl dobor szczepow drozdzy Y. lipolytica do produkcji erytrytolu z gli-
cerolu oraz ocena kinetyki i efektywnosci biosyntezy erytrytolu z glicerolu czystego i od-
padowego przez wybrany szczep produkcyjny.
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MATERIALY I METODY

Mikroorganizmy. Przedmiotem badan byto 8 szczepow drozdzy Yarrowia lipolytica:
szczep ATCC8661 pochodzacy z kolekcji amerykanskiej, szczep CCY-29-26-5 z kolek-
cji czeskiej oraz 6 szczepow pochodzacych z kolekceji wlasnej Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnos$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu: A-101-1.31-1.22,
A-61, A-1-5, A-8, A-311, A-10. Szczepy przechowywano na skosach YM, w temperatu-
rze 4°C.

Substrat. W badaniach wykorzystano czysty glicerol (98%) oraz glicerol odpadowy
z produkcji biodiesla, pochodzacy z dwoch roéznych zrodet: (W) o zawartosci 873 g-dm
143 g-dm™ NaCl (Wratislavia-BIO, Wroctaw) oraz (L) zawierajacy 760 g - dm™ glicerolu
i73 g-dm= NaCl (Lotos, Czechowice-Dziedzice).

Podloza. Podtoze inokulacyjne do hodowli bioreaktorowych zawierato (g - dm?): glice-
rol (98%) — 50,0; ekstrakt drozdzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; bactopepton — 5,0;
woda destylowana do 1 dm®.

Podtoze produkcyjne do hodowli wstrzasanych zawierato (g-dm): glicerol — 100,0;
NH,C1-4,56; MgSO, x 7H,0 — 1,0; ekstrakt drozdzowy — 1,0; CuSO, - 0,7-107; MnSO,
x H,0 -32,6- 107 0,72 M bufor fosforanowy KH,PO,/ Na,HPO, o pH ~ 4.3 —do 1 dm’.
Do przygotowanie podloza produkcyjnego do hodowli w bioreaktorach wykorzystano
(g'dm?): glicerol — 150,0; NH,CI - 2,0; MgSO, x 7H,0 — 1,0; KH,PO, — 0,2; ekstrakt
drozdzowy — 1,0; NaCl — 25 (glicerol czysty) lub 18 (glicerol odpadowy W i L); woda
wodociagowa — do 1 dm’.

Podtoza sterylizowano w 121°C przez 20 minut.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne. Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasarce rotacyjnej
typu CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech GmbH), w 300 cm? kolbach stozkowych
zawierajacych 50 cm? podtoza inokulacyjnego przez 72 godziny w temperaturze 29,5°C,
przy 140 rpm. Do zaszczepienia podtoza produkcyjnego w bioreaktorze uzywano 200
cm?® zawiesiny komorek namnozonych w hodowli inokulacyjne;.

Hodowle produkcyjne wstrzgsane. Hodowle szczepiono materiatem komoérkowym
pochodzacym ze skoséw. Hodowle prowadzono na wstrzasarce rotacyjnej j/w, w 300
cm? kolbach stozkowych zawierajacych 30 cm?® zbuforowanego podtoza produkcyjnego,
przez 10 dni. Préby do analiz pobierano po zakonczeniu hodowli.

Hodowle produkcyjne bioreaktorowe. Proces biosyntezy erytrytolu prowadzono
w 5-litrowym bioreaktorze Biostat B Plus przy objetosci roboczej 2 dm?. Szybkos¢ prze-
pltywu powietrza wynosita 0,6 vvim, szybkos¢ obrotowa mieszadta 800 rpm, temperatura
30°C. W czasie procesu pH = 3,0 utrzymywano automatycznie za pomoca 20% NaOH.
Proby do oznaczen biomasy, glicerolu oraz zewnatrzkomoérkowych metabolitéw z ho-
dowli bioreaktorowych pobierano z czgstoscia zaznaczong na wykresach w czgsci wy-
nikowej pracy.

Metody analityczne

Biomasg oznaczano metoda wagowa.
Stezenie glicerolu, erytrytolu, mannitolu, kwasu cytrynowego oraz kwasu
a-ketoglutarowego oznaczano metoda HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohydrate
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H" (Dionex, UltiMate 3000 Series) polaczonej z detektorami UV (A=210 nm) i IR, w tem-
peraturze 65°C, przy szybkosci przepltywu fazy cieklej (25 mM kwasu trifluorooctowego;
TFA) przez kolumng réwnej 0,6 cm? - min'.

Oznaczenia metabolitéw wewnatrzkomorkowych wykonano w biomasie uzyskanej
po zakonczeniu hodowli bioreaktorowych. Biomas¢ dwukrotnie przemywano buforem
Tris HCI (0,05 M). Nawazke (5 g mokrej masy drozdzy) poddawano dziataniu promie-
niowania mikrofalowego (30 s). Proces ekstrakcji prowadzono za pomoca 50% wodnego
roztworu etanolu, przez 90 min, przy uzyciu mieszadta magnetycznego z ptyta grzejna
(MS 11HS) w temperaturze wrzenia. Stosunek mokrej masy do rozpuszczalnika byt row-
ny 1:10. Uzyskana mieszaning wirowano przez 10 min w temperaturze 4°C przy 5500
rpm, w supernatancie oznaczano zawarto$¢ alkoholi cukrowych i kwaséw organicznych.

Analiza statystyczna

Analizg danych wykonano przy wykorzystaniu oprogramowania Statistica 9.1 (Stat-
Soft Incorporated, Tulsa, OK).

Spis symboli

X — biomasa (biomass), GLY — glicerol (glycerol), ERY — erytrytol (erythritol), MAN
— mannitol (mannitol), KC — kwas cytrynowy (citric acid), KG — kwas a-ketoglutarowy
(a-ketoglutaric acid), Q... — szybkos¢ produkcji erytrytolu (erythritol volumetric pro-
ductivity), q,,, — szybkos$¢ wlasciwa produkcji erytrytolu (erythritol specific production
rate), Y .. — wydajnos$¢ erytrytolu (g wytworzonego ERY / g zuzytego substratu) (eryth-
ritol yield; g of produced erythritol / g of used substrate).

WYNIKI I DYSKUSJA

Skrining szczepéw Y. lipolytica do biosyntezy erytrytolu z glicerolu

W pierwszym etapie badan w hodowlach wstrzasanych oceniono zdolnos$¢ 8 szcze-
pow drozdzy gatunku Y. lipolytica do biosyntezy erytrytolu z glicerolu czystego. W zasto-
sowanym zbuforowanym podtozu hodowlanym poczatkowa warto$¢ pH wynosita okoto
4,3; po 10 dniach hodowli odczyn sSrodowiska obnizyl si¢ do okoto 2,6 (dane nieprezento-
wane). Stwierdzono znaczne zréznicowanie w stezeniu biomasy, ktore byto najnizsze dla
szczepu ATCC 8661 (5,7 g - dm™), natomiast prawie dwukrotnie wyzsze dla szczepu A-311
(10,9 g-dm?) (tab. 1). Wszystkie sposrod badanych szczepow produkowaly erytrytol,
ktorego stezenie na koficu hodowli wynosito od 27,9 do 33,6 g - dm? (tab. 1). Najwicksza
ilo$¢ produktu, uzyskana dla szczepu A-10 (33,6 g-dm™), byla zblizona do stezenia ery-
trytolu (35,2 g+ dm) otrzymanego w hodowlach wstrzasanych z glukozy przez drozdze
Moniliella tomentosa [Hajny 1 in. 1964]. W badaniach prowadzonych przez Lee i in.
[2001] nad biosynteza erytrytolu z glukozy przez Torula sp. dodatek odpowiednich wita-
min umozliwil zwigkszenie uzyskiwanych ilosci erytrytolu z 46,3 do 58,3 g+ dm™. Droz-
dze Trichosporonoides sp. 331-1 produkowaly w hodowlach wstrzasanych 43 g-dm?
erytrytolu z glukozy z wydajnoscia 0,43 g- g [Aoki i in. 1993]. Badania nad wykorzy-
staniem ro6znych zrodet wegla do biosyntezy erytrytolu, w tym glicerolu, prowadzit Jeya
iin. [2009]. Glicerol oraz laktoza (30%) okazaly si¢ najgorszym substratem, a uzyskane
stezenia erytrytolu wynosity odpowiednio 11,3 oraz 9,1 g-dm=, podczas gdy w hodowli
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z glukoza ten sam szczep produkowat 134 g-dm™ erytrytolu z wydajnoscia 0,45 g- g
W prezentowanej pracy wydajno$¢ produkcji erytrytolu byta zréznicowana i w zalezno-
$ci od szczepu ksztattowata si¢ w przedziale 0,39 — 0,53 g- ¢! (tab. 1).

Mozliwos$¢ wykorzystania drozdzy Y. lipolytica do produkcji erytrytolu opisano w pa-
tencie japonskiej firmy Mitsubishi Chemical Corporation Chiyoda-ku [Ueda i Yamagishi
1997]. Autorzy koncentruja si¢ na wykorzystaniu w tym procesie glukozy w stgzeniu
10-60%, ale podaja rowniez, ze mozliwa jest produkcja erytrytolu z glicerolu. W hodow-
lach wstrzasanych szczep Y. lipolytica ATCC 8661, w podlozu zawierajacym 20% glice-
rolu oraz 1% ekstraktu drozdzowego, produkowat 43,2 g -dm? erytrytolu z wydajnos$cia
0,21 g- g, a wigc nizsza niz w prezentowanej pracy oraz 2,5 razy nizsza niz z glukozy.

Tabela 1. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica w hodow-
lach wstrzasanych
Table 1. Characteristic of the erythritol biosynthesis from glycerol by Y. lipolytica yeast in flask

cultures
Szczepy X ERY MAN KC KG Yy
Strain [g-dm?] [g-dm”] [g-dm”] [g-dm”] [g-dm”] [g-g']
A-8 7,1 31,4 n.d. n.d. 3.4 0,48
A-10 7,1 33,6 0,7 n.d. 4,6 0,45
A-61 6,1 29,1 0,4 <0,1 4,1 0,39
A-311 10,9 32,0 0,7 n.d. 3,7 0,53
A-101-1.31-1.22 7,1 27,9 0,6 <0,1 3,6 0,40
A-1-5 8,3 29,7 1,2 <0,1 4,5 0,36
ATCC8661 5,7 29,9 0,4 n.d. 2,84 0,43
CCY-29-26-5 10,0 31,7 0,9 n.d. 3,6 0,42

n.d. — nie wykryto — not detected

Podczas drozdzowej biosyntezy erytrytolu z glukozy produkowane mogg by¢ rowniez
inne poliole, w tym mannitol, arabitol oraz rybitol [Almagro i in. 2001, Moon i in. 2010].
W prezentowanej pracy po 10 dniach hodowli stwierdzono obecno$¢ niewielkich ilosci
mannitolu, od 0,4 do 1,2 g-dm?, ktory produkowany byt przez wszystkie uzyte szczepy,
z wyjatkiem szczepu A-8. W srodowisku hodowlanym wykazano rowniez obecnos¢ kwa-
su a-ketoglutarowego, ktorego stezenie nie przekraczato 4,6 g-dm? (tab. 1).

Wykazano, iz statystycznie najlepszym producentem erytrytolu w hodowlach
wstrzasanych byl szczep A-10 (tab. 2). Ze wzglgdu na mozliwos¢ lepszej kontroli pod-
stawowych parametrow hodowlanych, takich jak natlenienie, temperatura oraz pH,
W czasie trwania procesu [Rymowicz i in. 2005], oceng kinetyczna procesu produkcji
erytrytolu przez szczep Y. lipolytica A-10 przeprowadzono w hodowlach wgigbnych
w bioreaktorze.
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Tabela 2. Analiza statystyczna danych uzyskanych z hodowli wstrzasanych (Statistica 9.1)
Table 2. Flask cultures statistical data analysis (Statistica 9.1)

ANOVA; test Duncana, o = 0,05; zmienna: erytrytol; grupy jednorodne
ANOVA; Duncan test, o= 0,05; variable: erythritol; homogenous groups

S - d ! 2 :
A-101-1.31-1.22 27,9 HHEE

A-61 29,1 Hokeskok Hkkok

A-311 29,7 ook sk

A-1-5 29,9 kokk ok kokkk sokkk
A-8 31,4 *rkk Frkk Fkkk
CCY_29_26_5 31’7 sesfesk sk sesfesk sk sesfesksk
ATCC8661 32,0 ok ok
A-10 33,6 ok

Biosynteza erytrytolu w okresowych hodowlach bioreaktorowych

Przebieg procesu biosyntezy erytrytolu z glicerolu czystego i odpadowego (W oraz L)
przez szczep A-10 przedstawiono na rysunkach 1 oraz 2, a koncowe rezultaty zestawiono
w tabeli 3. Procesy hodowlane prowadzono do catkowitego wykorzystania zrodta wegla
w $rodowisku.

W procesie, w ktorym zastosowano czysta gliceryng, catkowite wyczerpanie substra-
tu nastapito po 85 h (rys. 1). Fazg stacjonarna drozdze osiagnety w okoto 30 h hodowli,
a koncowe stgzenie biomasy wyniosto 15,5 g dm?. Jak podaje Vogt [2004], frakcja gli-
cerynowa zawiera niewielkie ilosci biatek i peptydow, ktore po ekstrakcji woda sa obecne
w glicerolu odpadowym i stanowi¢ moga dodatkowe zrodto azotu dla drozdzy. W hodow-
lach z wykorzystaniem glicerolu odpadowego nie stwierdzono znaczacych réznic w ilo-
$ci uzyskanej biomasy, w porownaniu z procesami z wykorzystaniem czystego glicerolu
(tab. 3). W procesie prowadzonym w podtozu z glicerolem odpadowym zaobserwowano
natomiast wydtuzenie fazy wzrostu, faze stacjonarng drozdze osiagnely w okoto 40 h
hodowli (rys. 2). Czas potrzebny do catkowitego wyczerpania zrodta wegla byt zrozni-
cowany i wynosit 77 h w przypadku glicerolu odpadowego W (rys. 2A) oraz 99 h przy
uzyciu glicerolu odpadowego L (rys. 2B).

W hodowli z czystym glicerolem koficowe stezenie erytrytolu wyniosto 63 g-dm?.
W podtozach, w ktorych substratem byta gliceryna odpadowa, uzyskano nizsze stgze-
nia erytrytolu, przy czym roznica ta byta znacznie mniejsza w przypadku gliceryny L
(59 g-dm?) niz gliceryny W (52,2 g-dm?) (tab. 3). Ponadto, w procesie z wykorzysta-
niem glicerolu L koncowe st¢zenie mannitolu wynosito 4,8 g-dm i byto prawie dwu-
krotnie nizsze w odniesieniu do wynikéw uzyskanych dla dwdch pozostatych substratow
(tab. 3). Oprocz alkoholi cukrowych zaobserwowano w hodowlach bioreaktorowych
produkcje niewielkich ilosci kwasow organicznych, cytrynowego i a-ketoglutarowego,
ktorych taczne stezenie nie przekroczyto 1,6; 2,2 13,2 g+ dm™ odpowiednio w przypadku
gliceryny czystej i odpadowej W oraz L.
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Rys. 1. Produkcja biomasy, alkoholi cukrowych, kwasow organicznych oraz zuzycie glicerolu
(98%) przez Y. lipolytica A-10 w hodowli okresowej

Fig. 1. Production of biomass, sugar alcohols, organic acids and consumption of glycerol (98%)
by Y. lipolytica A-10 in batch culture

W badaniach prowadzonych przez Rymowicza i in. [2009] drozdze Y. lipolytica K1
w hodowli z zasilaniem produkowatly 170 g-dm™ erytrytolu z glicerolu odpadowego
(300 g - dm™), natomiast w podtozach z glukoza (300 g - dm™) st¢zenie produktu nie prze-
kroczyto 23 g-dm?. Studia nad biosynteza erytrytolu przy uzyciu innych mikroorgani-
zmoOw skupiaja si¢ glownie na wykorzystaniu glukozy jako zrodta wegla. Przy wyko-
rzystaniu tego substratu uzyskana ilo$¢ erytrytolu zalezy od uzytego mikroorganizmu,
systemu hodowlanego oraz sktadu podtoza i waha si¢ w szerokich granicach od 18 do
243 g-dm? [Jeyaiin. 2009, Kimiin. 1997, Koh i in. 2003, Lee i in. 2001, Lin i in. 2001,
2010, Oh i in. 2001, Park i in. 1998, Ryu i in. 2000, Yang i in. 1999]. Najwyzsze stgze-
nie erytrytolu (243 g-dm™) zostalo uzyskane przez drozdze Pseudozyma tsukubaensis
w podtozu zawierajacym 400 g - dm™ glukozy [Jeya i in. 2009].

Waznymi parametrami charakteryzujacymi biosyntez¢ pod wzgledem ekonomicz-
nym sa: wydajno$¢, szybkos¢ objgtosciowa oraz wlasciwa szybkos¢ produkcji okreslo-
nego metabolitu. Wydajnos¢ produkcji erytrytolu przez szczep A-10 byta porownywalna
w procesach, w ktorych wykorzystano glicerol odpadowy (0,36 i 0,37 g-g') (tab. 3).
Wyzsza warto$¢ tego parametru, rowna 0,41 g- g'' (tab. 3), uzyskano w hodowli bioreak-
torowej z czysta gliceryna, jednak warto$¢ ta byta nizsza od wyniku uzyskanego w ho-
dowli wstrzasanej (0,45 g-g"') (tab. 1). Podobna wydajno$¢ produkeji erytrytolu (0,41
g+ g") uzyskano przy uzyciu Candida magnoliae w podtozach z glukoza [Ryu i in. 2000].
Najwyzsza jak dotad wydajnoé¢ produkcji erytrytolu, rowna 0,63 g - g!, zostata uzyskana
w hodowli z udziatem szczepu Moniliella sp. 440 N61188-12 [Lin i in. 2010].
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Rys. 2. Produkcja biomasy, alkoholi cukrowych, kwaséw organicznych oraz zuzycie glicerolu
przez Y. lipolytica A-10 w hodowli okresowej; substrat: glicerol odpadowy W (A), glicerol

Fig. 2.

odpadowy L (B)

Production of biomass, sugar alcohols, organic acids from glycerol by Y. lipolytica A-10

in batch culture; substrate: raw glycerol W (A), raw glycerol L (B)
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Tabela 3. Charakterystyka okresowej biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep Y. lipolytica
A-10

Table 3. Characteristic of the erythritol biosynthesis from glycerol in batch culture by A-10 strain
of Y. lipolytica

Parametr

Parameter %ﬁz X ERY MAN Qpey Airy Yoy
Substrat ) lEdmT [gdm] [gdm?] [g-dmh] [geghh] o [e-g]
Substrate
Czysty glicerol 85 15,5 63,0 9,0 0,74 0,048 0,41
Pure glycerol
Glicerol odpadowy W 77 15.1 522 9.3 0,68 0,045 0,36
Raw glycerol W
Glicerol odpadowy L 99 158 59,0 48 0,60 0,038 0,37

Raw glycerol L

Objetosciowa szybkos¢ produkeji erytrytoluwynosita 0,60 g - dm= - h'i0,68 g - dm - h'!
przy wykorzystaniu odpowiednio gliceryny odpadowej L i W oraz 0,74 g-dm™ - h'! przy
zastosowaniu czystej gliceryny (tab. 2). Uzyskana szybkos$¢ produkcji erytrytolu byta
znacznie wyzsza od wynikow osiagnigtych przez Kim i in. [1997], a takze poréwnywalna
z wynikami uzyskanymi przez Lin i in. [2001] dla réznych szczepdéw drozdzy z gatunku
Moniliella. W zaleznosci od st¢zenia glukozy w podtozu (14, 22 1 30%) synteza erytryto-
lu przy wykorzystaniu drozdzy Trichosporon sp., przebiegala z szybkos$cia objgtosciowa
produkcji rowna odpowiednio 1,08, 1,511 1,23 g-dm=-h![Park i in. 1998]. Wyzsze war-
tosci tego parametru w hodowlach okresowych, 1,65 g-dm=-h'oraz 1,98 g-dm=>-h’,
odnotowano w przypadku biosyntezy erytrytolu przez Pseudozyma tsukubaensis KN75
[Jeya i in. 2009] oraz Moniliella sp. N61188-12 [Lin i in. 2010].

Szybkos¢ wlasciwa produkeji erytrytolu byta najwyzsza w procesie z czysta gliceryna
(0,048 g- g'-h'), w hodowlach z substratem odpadowym W i L wynosita odpowiednio
0,045 oraz 0,038 g- g! - h''. Wykorzystanie drozdzy innych gatunkéw oraz glukozy umoz-
liwito osiagnigcie podobnych lub wyzszych wartos$ci tego parametru, od 0,045 do 0,098
g-g'-h' [Kohiin. 2003, Oh i in. 2001, Park i in. 1998], niz w prezentowanej pracy.

Wewnatrzkomoérkowa zawarto$¢ erytrytolu i mannitolu w komérkach drozdzy
Y. lipolytica A-10

Tworzenie alkoholi wiclowodorotlenowych jest integralna czg¢$cia metabolizmu wie-
lu mikroorganizméw, $ciSle zwiazana z warunkami $rodowiska hodowlanego [Lucca
i in. 2002]. Sa wytwarzane jako endogenne rezerwy wykorzystywane w sposob ciagly
oraz petnia funkcje stabilizujace cisnienie osmotyczne wewnatrz komoérek [Dijkema i in.
1985]. Jednak w znacznych ilosciach poliole sa nagromadzane przede wszystkim przez
drobnoustroje osmotolerancyjne, a wigc odporne na stres wynikajacy ze zmian ci$nienia
osmotycznego srodowiska, objawiajacy si¢ dehydratacja komorek [Alba-Lois i in. 2004].
Do najpowszechniejszych czynnikow stresujacych naleza zasolenie, pH i temperatura
[Betts i in. 1999]. Strategie adaptowania si¢ do warunkow, w ktorych wystegpuje wysokie
stezenie soli, moga by¢ rézne. Moze to by¢ wydzielanie sodu z cytoplazmy lub akumu-
lacja jonow sodu bez ich toksycznego oddzialywania na komoérke. Innym mechanizmem
jest wewnatrzkomorkowa akumulacja wysokich stezen substancji ochronnych, w tym
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alkoholi wielowodorotlenowych, takich jak glicerol, arabitol, mannitol czy erytrytol, ktore
zapobiegaja utracie wody [Almagro i in. 2001, Moon i in. 2010]. Niepublikowane jeszcze
wyniki badan autoré6w tego opracowania wskazuja, ze jednym z podstawowych czynni-
kéw wplywajacych na zwigkszenie zewnatrzkomoérkowej produkeji erytrytolu w niskim
pH, zwlaszcza przy stosowaniu czystego glicerolu, jest dodatek soli. W zaprezentowa-
nych w niniejszej pracy procesach produkcyjnych stosowano dodatek NaCl, ktérego cat-
kowite stezenie w hodowli z czystym glicerolem wynosito 25 g-dm™. Zawarto$¢ NaCl
w substracie odpadowym byta rézna, stad catkowita ilo$¢ soli w tych procesach wynosita
25 g-dm> w hodowli z glicerolem odpadowym W oraz 32,5 g - dm™ w hodowli z glicero-
lem odpadowym L. W biomasie drozdzy pobranej po zakonczeniu hodowli stwierdzono
obecno$¢ znacznych ilo$ci erytrytolu i mannitolu. Najwyzsze stezenie erytrytolu (112,9
i 108,7 mg- g' s.m.) zawieraly komorki odpowiednio z hodowli z glicerolem odpado-
wym L oraz z hodowli z czystym substratem (tab. 4), co koreluje z wysokim stezeniem
erytrytolu zewnatrzkomdrkowego. Podobna zaleznos¢ stwierdzono réwniez w przypadku
mannitolu, wigcej tego alkoholu wielowodorotlenowego wykazano w ptynie po hodowli
z czystym glicerolem i glicerolem W oraz w komoérkach pochodzacych z tych hodowli,
odpowiednio 29,11 oraz 25,38 mg- g' s.m. W dostgpnym pismiennictwie nie znaleziono
informacji na temat zawartosci wewnatrzkomérkowych polioli w komérkach drozdzy
Y. lipolytica. Halofilne czarne drozdze Hortaea werneckii zdolne do wzrostu przy stgze-
niu NaCl wynoszacym nawet 5,2 M nagromadzaty w zaleznosci od st¢zenia soli od 1,95
do 88,8 mg erytrytolu na gram s.m [Plemenitas i in. 2008]. Srednia zawarto$¢ erytryto-
lu w komorkach Pichia sorbitophila narazonych na stres osmotyczny wynosita 32,13
mg- g s.m. [Kayingo i in. 2001].

Tabela 4. Zawarto$¢ polioli i kwaséw organicznych w komorkach drozdzy Y. lipolytica A-10
Table 4. Intracellular amounts of polyols and organic acids in Y. lipolytica A-10

Parametr ERY MAN KC KG
Parameter
Substrat [mg-g'sm.]
Substrate [mg-g'd.w.]
Glicerol kosmetyczny; Pure glycerol 108,73 29,11 2,14 <1,0
Glicerol odpadowy W; Raw glycerol W 77,26 25,38 2,55 <1,0
Glicerol odpadowy L; Raw glycerol L 112,9 20,5 n.d. <10

n.d. — nie wykryto — not detected

PODSUMOWANIE

Wszystkie sposrdd badanych szczepow drozdzy Y. lipolytica byty zdolne do biosyn-
tezy erytrytolu z glicerolu. Wybrany szczep produkcyjny A-10 produkowat znaczne ilo-
sci erytrytolu zarobwno z glicerolu czystego, jak i odpadowego, z niewielkim udziatem
produktow ubocznych. W ostatnich latach, ze wzgledu na wzrost produkcji biodiesla,
zwigkszyla si¢ podaz glicerolu odpadowego. Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy
wskazuja na mozliwos$¢ zastosowania wybranego szczepu do doskonalenia procesu pro-
dukecji erytrytolu z taniego i atrakcyjnego surowca, jakim jest glicerol odpadowy.
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SCREENING OF YARROWIA LIPOLYTICA YEAST STRAINS
FOR ERYTHRITOL PRODUCTION FROM GLYCEROL

Abstract. The ability of eight strains of Yarrowia lipolytica yeast to produce erythritol from
glycerol was investigated in ten-days flask cultures. The yeast produced 27.9-33.6 g-dm?
of erythritol with yield varying from 0.36 to 0.53 g- g™

After statistical analysis Y. lipolytica A10 strain was chosen for further investigation. The
yield and kinetics of erythritol production by selected strain were examined in batch culture
conducted in bioreactor. Tested strain produced 63 and 59 g-dm= of erythritol with yield
0.41 and 0.37 g- g in cultures containing 150 g-dm™ of pure and raw glycerol, respec-
tively. The highest volumetric productivity (0.74 g-dm) and specific production rate of
erythritol (0.048 g-g'-h') was achieved in the culture with pure glycerol. Intracellular
erythritol concentration was ranging between 77.3-112.9 mg- g!' d.w., depending on type
of glycerol used.

Key words: erythritol, glycerol, raw glycerol, Yarrowia lipolytica, batch culture
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POROWNANIE METOD EKSTRAKCJI DNA
Z KOMOREK ROZNYCH GATUNKOW DROZDZY

Michat Piegza, Wojciech Barszczewski, Piotr Juszczyk,
Maria Wojtatowicz, Malgorzata Robak

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W diagnostyce mikrobiologicznej coraz czg$ciej stosowane sa metody oparte
na powieleniu DNA. Jednym z czynnikow ograniczajacym amplifikacj¢ fragmentow geno-
mu jest metoda ekstrakcji DNA.

Dlatego celem pracy byto poréwnanie trzech metod ekstrakcji genomowego DNA z ko-
morek szczepow drozdzy: Yarrowia lipolytica, Geotrichum candidum, Rhodotorula rubra,
Saccharomyces cerevisiae, Candida famata, Candida guilliermondii oraz Schizosaccha-
romyces pombe. Skutecznos¢ ekstrakcji oceniano na podstawie obecnosci produktu am-
plifikacji fragmentu rDNA zawartego pomigdzy sekwencjami komplementarnymi do pary
primerow: NS3 1 ITS4.

Stosujac do izolacji DNA najprostsza metodg ekstrakcji (metoda A), nie otrzymano produk-
tu PCR w przypadku szczepow z trzech gatunkow. Metoda Hoffmanna (metoda C) umoz-
liwita uzyskanie ze wszystkich badanych izolatow wystarczajacej ilosci DNA i otrzymanie
produktu PCR wybranego fragmentu genu rRNA. W odniesieniu do szczepow z gatunku
G. candidum pozytywne wyniki otrzymano takze przy zastosowaniu metody opartej na ter-
micznej lizie komoérek (metoda B). Wykazano, ze zastosowana metoda nie ma wptywu na
wielkos$¢ powielanego fragmentu rDNA.

Stowa kluczowe: drozdze, metody ekstrakcji DNA, NS3-1TS4 rDNA

WSTEP

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR), opisana w 1985 roku przez Kary Mullisa
[Mullis i in., 1986] stata si¢ przetlomowa metoda umozliwiajaca zwielokrotnienie mate-
rialu genetycznego niezbgdnego do identyfikacji i roznicowania organizmow. Bazujac na
PCR, opracowano wiele technik, ktore sa stosowane w kryminalistyce, medycynie, ba-
daniach filogenetycznych [Stomski 2004]. Takze w diagnostyce mikrobiologicznej coraz
czgsciej wykorzystuje si¢ metody oparte na powieleniu DNA. Najczgsciej stosowane jest
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tak zwane rybotypowanie, czyli ustalenie podobienstwa sekwencji nukleotydowej frag-
mentu gen6w rRNA kodujacych 16SrRNA i 18SrRNA, odpowiednio dla bakterii i drob-
noustrojow eukariotycznych. Stosowane sa takze metody losowo amplifikujace matryco-
we DNA za pomoca wybranych sekwencji starterowych [Williams i in. 1990; Welsh i Mc
Clelland 1990, Robak i in. 2005]. Jakkolwiek na rynku dostgpne sa juz gotowe zestawy
do molekularnej identyfikacji niektoérych gatunkéw bakterii [Alpco Diagnostic, Dr.Chip
Biotechnology Inc., BioChain], to badania zmierzajace do opracowania rutynowych te-
stow diagnostycznych w przypadku innych drobnoustrojow, w tym rowniez drozdzy, sa
w toku realizacji.

Czynniki, ktore wptywaja na koncowy wynik reakcji PCR, to przede wszystkim: pro-
fil temperaturowo-czasowy, stezenie reagentow, sekwencje starterow, stosunek st¢zenia
matrycy DNA do stezenia starteréw, pochodzenie polimerazy DNA oraz jako$¢ odczyn-
nikow [Meunier i in. 1993, Micheli i in. 1994, Tyler i in. 1997]. Czynnikiem ogranicza-
jacym jest rowniez metoda ekstrakcji DNA. W pismiennictwie, w odniesieniu do droz-
dzy opisano kilka sposobow uzyskania genomowego DNA [Piper 1996, Sambrook i in.,
1998]. Powszechnie stosowana jest metoda Hoffmana i jej modyfikacje, wprowadzajace
np. szklane peretki jako czynnik efektywnie rozbijajacy komorki drozdzy Yarrowia lipo-
Iytica [Barth i Gaillardin 1996, Barszczewski i Robak 2004]. Niektorzy badacze opisuja
wyniki PCR otrzymane poprzez zastosowanie materiatu bez izolacji DNA i przeprowa-
dzajac amplifikacj¢ DNA na biomasie pobranej bezposrednio z agaru, stosujac hydroliz¢
alkaliczna lub poddajac komorki obrobcee termicznej [Deak i in. 2000, Marcellino i in.,
2001]. Stosowane modyfikacje wyptywaja z faktu, ze do PCR potrzebna jest niewielka
ilos¢ DNA, 5-20 ng (czasami wystarczy 1 ng), a zawsze poszukiwana jest mozliwos¢
uproszczenia metodologii, nie tylko ze wzgledu na jej pracochtonnos¢, ale czgsto z po-
wodu ograniczen finansowych. Uproszczenie metody ekstrakcji DNA i wyeliminowanie
pewnych jej etapow jest uzasadnione ekonomicznie, poniewaz wynik mozemy uzyskac
w krotszym czasie i przy nizszych naktadach finansowych.

Dlatego celem prezentowanej pracy byto poréwnanie trzech metod ekstrakcji DNA
z komorek drozdzy nalezacych do gatunkéw filogenetycznie dos¢ odleglych od siebie.
Do badan wybrano szczepy z nastepujacych gatunkow : Yarrowia lipolytica, Geotrichum
candidum, Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae, Candida famata, Candida
guilliermondii oraz Schizosaccharomyces pombe. Skutecznos$¢ ekstrakcji byta ocenia-
na na podstawie obecno$ci produktu amplifikacji fragmentu rDNA zawartego pomigdzy
sekwencjami komplementarnymi do pary primeréw NS3 i ITS4 [White i in.,1990]. Wy-
korzystanie PCR-rDNA jako metody do oceny skutecznosci ekstrakcji dostarczy nowych
informacji na temat wielkosci tego fragmentu genu dla kilku innych niz S. cerevisiae
gatunkow drozdzy.

MATERIALY I METODY

Szczepy drozdzy i warunki hodowli. List¢ oraz pochodzenie pigtnastu szczepow
drozdzy stosowanych w pracy podano w tabeli 1, zestawiajac je wedlug kolejnosci $cie-
zek w prezentowanych rozdziatach elektroforetycznych (Lp.= numer $ciezki). Szczepy
pochodzily z wtasnej kolekcji czystych kultur (Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, AR Wroctaw) oraz z nastepujacych uznanych $wiatowych kolekcji: ATCC
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(American Type Culture Collection), CLIB (Collection des Levures d’Intere Biotech-
nologique, France), PCM (Polish Collection of Microorganismes), NCAIM (National
Collection of Agriculture and Industrial Microorganisms, Wegry), CBS (Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Holandia).

Hodowle drozdzy prowadzono w 25 ml podtoza YM, w kolbach o pojemnosci 250
ml, na wytrzasarce (160 = 5 rpm), w temperaturze 30°C przez 20 godzin. Podtoze YM
miato nastepujacy sktad w g x I'": glukoza (10 ), pepton (5 ), ekstrakt maltozowy (3 ) oraz
ekstrakt drozdzowy (3).

Tabela 1. Pochodzenie szczepow
Tablel. Strains provenance

Lp. Szczep Pochodzenie szczepow
No Strain Strains provenance
1. Yarrowia lipolytica A 101 1.31 A-101 UV Mutant?

2. Y. lipolytica A 101 Gleba — Soil*

3. Y. lipolytica W 29 Gleba — Soil*

4. Y. lipolytica ATCC 32328A Gleka — Soil*

5. Y. lipolytica Pl16a Mleko — Milk®

6. Geotrichum candidum MSK(3)11 Stod — Malt*

7. G. candidum PH]1 Piora kurze — chicken feathers®
8. G. candidum OL Mleko — Milk*

9. G. candidum KBS Ser — Cheese*

10. G. candidum KB6 Ser — Cheese®

11. S. cerevisiae PCM 2103 Muzealny szczep — type strain
12. Rhodotorula rubra Piwo — Beer*

13. Candida famata NCAIM 898 Muzealny szczep — type strain
14. C. guilliermondii CBS 566 Schizosaccharomyces Mugzealny szczep — type strain
15. pombe CBS 356 Muzealny szczep — type strain

¢ szczepy zdeponowane w Kolekeji Czystych Kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu

* strains deposited at the Pure Cultures Collection of the Department of Biotechnology and Food Microbiology
of the Wroctaw University of Environmental and Life Sciences

Metody ekstrakcji DNA. Material genetyczny ekstrahowano z biomasy uzyskanej z 1
ml 20-godzinnej hodowli drozdzy. Stosowano trzy metody ekstrakcji: metodg (A), pole-
cang przez Dedk i in. [2000]; metodg (B), procedure wykorzystywana przez Al-Rawi’ego
i Kavanagh [1998], w ktorej zastosowano temperaturg 50°C zamiast 100°C, nieznacznie
zmieniono sktad buforu oraz wprowadzono etapy dezintegracji z peretkami szklanymi;
metodg (C), metod¢ Hoffmana zmodyfikowana poprzez zastosowanie szklanych peretek
[Barth i Gaillardin 1998]. W tabeli 2 zestawiono gtéwne etapy i wypunktowano zasadni-
cze roznice postgpowania w stosowanych metodach ekstrakcji DNA. Szczegdtowe po-
stgpowanie w przypadku metody (A) bylo zgodne z procedura opisang przez Dedk i in.
[2000], natomiast detale dotyczace metody (B) i (C) zawarto w opublikowanych pracach,
odpowiednio Piegza i in. [2006] oraz Barszczewski i Robak [2004].
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Tabela 2. Poro6wnanie metod ekstrakcji DNA
Table 2. Comparison of DNA extraction methods

M. Piegza i in.

Glowne etapy ekstrakcji DNA
Main step of DNA extraction

Metoda — Method

A (Deak) B (Al-Rawi &Kavanagh) C (Hofman)
Plukanie — Washing H,O PBS H,0
Obrobka termiczna 100°C 50°C N
Thermal treatment 10 min 1h °

Mechaniczna dezintegracja komorek

peretki szklane trawione

peretki szklane

Mechanical disintegration no HNO, trawione HNO,

of cells g HNO, treated HNO, treated
glass beads glass beads

- ‘ Bufor SS, SDS, Bufor BB
Liza chemiczna o mercaptoetanol Buffer BB
Chemical lysis Buffer SS, SDS, SDS, Triton —X100
mercaptoethanol
Ekstrakcja — Extraction no PCIA” PCIA”

Precypitacja — Precipitation

no

Etanol — Ethanol

Etanol — Ethanol

Oczyszczanie — Purification

no

RNaza — RNase

RNaza — RNase

“PCIA : fenol, chloroform, alkohol izoamylowy [25:24:1]
phenol, chloroform, isoamyl alkohol [25;24:1]

PCR. Oceng skuteczno$ci ekstrakceji genomowego DNA przeprowadzono na podstawie
obecnos$ci produktu amplifikacji regionu rDNA ograniczonego primerami NS3: 5’-GCA-
AGTCTGGTGCCAGCAGCC-3’ oraz ITS4 :5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’,
ktére generuja w przypadku szczepu S. cerevisiae S288C produkt o wielkosci 2059 pz
(wielko$¢ obliczona na podstawie sekwencji zawartej w Saccharomyces Genome Da-
tabase, SGD). Warunki PCR oraz wizualizacje produktéw przeprowadzono zgodnie
z wcezesniej opisang metodyka [Barszczewski i Robak 2004]. W miar¢ mozliwosci sto-
sowano odczynniki tej samej firmy. Enzymy restrykcyjne zakupiono w litewskiej firmie
Fermentas.

WYNIKI I DYSKUSJA

Metody oparte na PCR sa wszechstronnie stosowane w analityce mikroorganizmow.
Umozliwiaja nie tylko powiclenie okreslonego genu czy jego fragmentu, ale sa takze sto-
sowane do roznicowania i identyfikacji szczepow, np. drozdzy [Cadez i in., 2002, Perez
iin., 2001, Petersen i in., 2001, Andrade 1 in.2009, Fadda i in. 2010]. Pomimo stosunko-
wo latwej metodyki ekstrakcji DNA i udogodnien, jakimi dysponuja dostgpne handlowo
gotowe zestawy (kity), materiat genetyczny z niektorych gatunkéw drozdzy jest trudny
do uzyskania. W niniejszej pracy najlepsze wyniki, w postaci obecno$ci produktu ampli-
fikacji wszystkich szczepdw, uzyskano, stosujac metode C, czyli zmodyfikowana metode
Hoffmana (rys. 1C). W przypadku zastosowania metody B, zmodyfikowanej procedury
Al-Rawi’ego 1 Kavanagh [1998] nie otrzymano wynikow w odniesieniu do S. cerevisaie
(L 11), C. guilliermondii (L 14), Schizosaccharomyces pombe (L15) (rys. 1 B). Stosujac
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metode A, z gotowaniem biomasy wedtug Dedka i in. [2000], ,,czytelne” produkty otrzy-
mano tylko dla pigciu z pigtnastu szczepdw: trzech szczepow Y. lipolytica oraz dwoch
G. candidum (rys. 1 A). Obecnosci produktow mozna si¢ jeszcze ,,dopatrzy¢” na §ciez-
kach nr 13 i 14, odpowiednio dla C. famata oraz C. guilliermondii.

W przypadku szczepéw, dla ktorych otrzymano wyniki w dwoch lub trzech analizach,
amplifikowany produkt byt zawsze jednakowej wielko$ci. U szczepdw Y. lipolytica oraz
G. candidum otrzymany ,,gldwny” produkt byt podobnej wielko$ci, odpowiednio 1578
i 1661pz. Obok tego produktu, w odniesieniu do wszystkich szczepow G. candidum,
wykazano obecno$¢ mniejszego produktu okoto 630 pz, a w niektorych szczepach Y. /i-
polytica obecno$¢ jednego lub dwdch produktow o wigkszej masie, okoto 2000 1 2500 pz.
Niewiele jest wiadomo o budowie genu kodujacego rRNA w komorkach G. candidum.
W przypadku pigciu kolekcyjnych szczepow Galactomyces geotrichum (teleomorficzna
posta¢ G. candidum) poznano sekwencje obejmujace fragmenty 18SrRNA i 26SrRNA,
o wielko$ci od 200 do 1800pz [Boekhout i in. 2000, Gente i in. 2002]. Natomiast w od-
niesieniu do drozdzy Y. lipolytica wiadomo, ze pakiet kodujacy poszczegolne rRNA wy-
stgpuje na kilku chromosomach w réznej liczbie tandemowych powtdrzen [Casaregola
iin. 2000]. W przypadku obu gatunkow istnieje mozliwos$¢ powielenia dwoch lub trzech
réznych fragmentéw genéw rRNA, np. niezawierajacych pelnych sekwencji intronowych
(ITS1 1 ITS2) lub rézniacych si¢ budowa innych jego regionéw. Biorac pod uwage G.
candidum, obserwowano nawet zmienna wielko§¢ chromosoméw [Gente 1 in. 2002, de
Hoog i Smith 2004]. Istnieje takze mozliwo$¢ powielenia pozachromosomowych ele-
mentow genetycznych, np. mtDNA, ktorego sekwencja i wielko$¢ do dzi$ nie jest po-
znana u G. candidum. Mniejszy produkt (630 pz) moze by¢ powielonym fragmentem
mitochondrialnego rDNA.

Dla pozostatych szczepow — R. rubra, C. famata NCAIM 898, C. guilliermondii CBS
566, S. pombe CBS 356 — otrzymano jeden produkt zawierajacy od 2000 do 2464 pz.
Wielkos¢ tego produktu jest zblizona do teoretycznie wyznaczonej wielkosci dla szczepu
S. cerevisaie S288C (dla ktorego catkowicie poznano sekwencje genomu). Wielko$¢ tego
fragmentu wynosi 2059 pz. Wielko$¢ otrzymanego produktu dla szczepow tej ostatniej
grupy wskazuje rowniez na duze podobienstwo budowy zespotu rDNA. Lepingle i in.
[2000] wykazali duza, bo wynoszaca 89—94% homologi¢ sekwencji regionow koduja-
cych poszczegodlne rRNA u S. cerevisiae 1 Debaryomyces hansenii (C. famata).
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Rys. 1.

Fig. 1.
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Produkty amplifikacji genomowego DNA wyizolowanego z poszczegoélnych szczepow
drozdzy trzema metodami: wg Deaka (A), zmodyfikowana metoda Al-Rawi’ego i Kavanagh
(B) oraz zmodyfikowana metoda Hoffmana (C). M, marker Gene Ruler 100bp DNA Ladder
Plus. Kolejnos¢ sciezek odpowiada liczbie porzadkowej szczepéw podanej w tabeli 1
Amplification products of genomic DNA isolated from particular yeast strains by three
methods: according to Deak (A), modified Al-Rawi and Kavanagh (B), and modified Hoff-
man (C). M, marker Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus. Lame labeling is in concordance
with the strain number in Table 1.
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PODSUMOWANIE

Najprostsza metodyka ekstrakeji, wedlug Dedka i in., zastosowana do izolacji DNA
z badanych szczepow, nie data zadowalajacego efektu, nie otrzymano produktu amplifi-
kacji w przypadku szczepow z trzech gatunkow. Metoda Hoffmanna, z zastosowaniem
szklanych peretek trawionych kwasem azotowym, umozliwita uzyskanie z wszystkich
badanych izolatow takiej ilosci odpowiednio czystego preparatu DNA, ktory doprowa-
dzit do otrzymania produktu amplifikacji wybranego fragmentu genu rRNA. W odnie-
sieniu do szczepow z gatunku G. candidum pozytywne wyniki otrzymano rowniez przy
zastosowaniu drugiej w kolejnosci metody opartej na termicznej lizie komorek, czyli
zmodyfikowanej metody Al-Rawi’ego i Kavanagh.

W pracy wykazano takze, ze zastosowana metoda nie ma wplywu na wielko$¢
fragmentu amplifikacji rDNA z wykorzystaniem primerow NS3 i ITS4. Dla R. rubra,
C. famata NCAIM 898, C. guilliermondii CBS 566 oraz S. pombe CBS 356 otrzymano
amplikony o wielkosci podobnej do wielkosci fragmentu NS3-1ITS4 rDNA u S. cerevi-
siae. Natomiast dla Y. lipolytica i G. candidum fragmenty te byty o 480-600 pz krotsze.
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COMPARISON OF DNA EXTRACTION METHODS
FROM CELLS OF DIFFERENT YEASTS SPECIES

Abstract. Recently, increased usage of methods based on DNA amplification in microbial
diagnostics is observed. One of the limiting factors of these methods is the extraction of
DNA. The aim of this paper was to compare three extraction methods of DNA from yeast
cells of Yarrowia lipolytica, Geotrichum candidum, Rhodotorula rubra, Saccharomyces
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cerevisiae, Candida famata, Candida guilliermondii and Schizosaccharomyces pombe. The
effectiveness of extraction method was estimated by the presence of rDNA fragment ampli-
fied with NS3 and ITS4 primers.

In case of the simplest method of DNA isolation (method A) no PCR products were de-
tected for strains of three tested species. Hoffman’s method ( method C) allowed to receive
enough DNA and to obtain appropriated products in PCR for all tested isolates. In the
case of G. candidum strains the positive results were obtained for thermal lysis of the cells
(method B). It was confirmed that the method of DNA extraction had no influence on size
of amplified region of rDNA.

Key words: yeasts, DNA extraction methods, NS3-ITS4 rDNA
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