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Streszczenie: Celem przeprowadzonych badan byt wybor szczepu Aspergillus niger o duzej
zdolnosci do syntezy naringinazy oraz optymalizacja skladu podloza hodowlanego. Sposrod
przebadanych szczepow A. niger najwicksza zdolnos¢ do biosyntezy naringinazy wykazywat
szczep KMS, ktory hodowano na podlozu ptynnym z dodatkiem naringiny jako czynnika
indukujacego. Optymalizowano, metoda czynnikowo-gradientowa Boxa i Wilsona, stezenie
pigciu sktadnikow podtoza: azotanu sodu, ekstraktu drozdzowego, diwodorofosforanu potasu,
glukozy oraz naringiny. Przeprowadzone badania pozwolily na ustalanie optymalnych st¢zen
nastepujacych czynnikow: 0,78 g x 100 ml"' NaNO,; 2 g x 100 ml" ekstraktu drozdzowego;
0,157 g x 100 ml-' KH,PO,;0,22 g x 100 ml"' glukozy oraz 120 mg x 100 ml"' naringiny.

Stowa kluczowe: naringinaza, Aspergillus niger, optymalizacja, biosynteza enzymow.

Summary: The purpose of the study was the selection of A. niger strain for the biosynthesis
of naringinase and the optimization of culture medium composition. 4. niger KMS strain
was recognised as best for the enzyme biosynthesis. 4. niger KMS was grown on liquid me-
dium with naringin as an inducer. Optimization was carried out by Box-Wilson method. The
concentration of sodium nitrate, yeast extract, potassium dihydrogen phosphate, glucose and
naringin was optimized. The optimal concentration of the components were: 0.78 g x 100 ml!
NaNO,; 2 g x 100 ml' yeast extract; 0.157 g x 100 mI"' KH,PO,; 0.22 g x 100 ml" glucose
and 120 mg x 100 ml"' naringin.

Keywords: naringinase, Aspergillus niger, culture medium optimalization, production of en-
Zymes.
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1. Wstep

Naringinaza jest kompleksem dwoch enzyméw a-L-ramnozydazy (EC 3.2.1.40)
i B-D-glukozydazy (EC 3.2.1.21), hydrolizujagcym naringing do ramnozy, glukozy,
pruniny i naringeniny. Ze wzgledu na swoja aktywno$¢ hydrolityczna enzym ten
ma potencjalne duze zastosowanie w technologii zywnosci. Naringnaza pozwala
zwickszy¢ aromat i usung¢ gorzki smak sokow owocowych, wina, moszczy i wielu
napojow [Busto i in. 2007; Gallego i in. 2001; Ni i in. 2012]. Ma rowniez szerokie
zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, gdzie jest stosowana do deglikozy-
lacji glikopeptydowych antybiotykéw [Sankyo 1988] oraz transformacji sterydow
[Elujoba, Hardman 1987].

Pierwotnie naringinaza zostala wyizolowana ze zrddet roslinnych, nasion selera
[Hall 1938] i lisci grejpfruta [Thomas i in. 1958]. Naringinaza moze by¢ syntezowa-
na takze przez organizmy, glownie: plesnie z rodzaju Aspergillus [Soria i in. 2004;
Chen i in. 2013; Kumar, RevathiBabu 2010; Puri i in. 2005; Whitaker 2008], Peni-
cilium [Norouzian i in. 2000)], a takze bakterie Staphylococcus [Puri i in. 2011]
i Streptomycetes [Caraveo 1 in. 2014] oraz drozdze Williopsis californica [Ni i in.
2011].

Nalezy jednak podkresli¢, ze ze wzgledu na zastosowanie naringinazy w prze-
mys$le spozywczym enzym ten powinien pochodzi¢ z mikroorganizmoéw zaliczonych
do grupy GRAS (Generally Recognized As Safe), do ktorych nalezy gatunek 4. niger.

W pracach dotyczacych biosyntezy naringinazy przez plesnie z gatunku 4. ni-
ger podaje sie¢, ze najwigksza aktywnos$¢ otrzymuje sie¢ w srodowisku zawierajacym
ramnoze jako zrodto wegla [Puri i in. 2005; Kumar 2010; Kumar i RevathiBabu
2010] przy zastosowaniu naringiny jako czynnika indukujacego syntezg enzymu.
W literaturze znajduja si¢ takze informacje o stosowaniu melasy, sacharozy, glukozy
oraz skrobi jako zrodet wegla [ Whitaker 2008, Puri 1 in. 2005]. W przypadku gluko-
zy informacje podawane przez badaczy nie s3 jednoznaczne. Kumar i RevathiBabu
[2010] oraz Puri i wspotpracownicy [2005] sugeruja, ze wytwarzanie naringinazy
przez A. niger jest hamowane przez zawartg w podtozu glukozg.

Celem tej pracy byt wybor szczepu 4. niger zdolnego do biosyntezy zewnatrz-
komorkowej naringinazy oraz optymalizacja sktadu poditoza hodowlanego w celu
maksymalizacji produkcji tego enzymu.

2. Metodyka

2.1. Wybor szczepu Aspergillus niger

W badaniach uzyto 6 szczepow 4. niger pochodzacych z kolekeji drobnoustrojow
Katedry Biotechnologii Zywnosci Instytutu Chemii Technologii Zywnosci Uni-
wersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu. Hodowle prowadzono na wstrzasarce
(150 obr x min™), w temperaturze 30°C, przez 144 godziny, w kolbach z przegro-
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dami firmy Duran-Schott o pojemnosci 500 ml, zawierajacymi po 100 ml podtoza
Czapka [Verbiscar i in. 1987] z dodatkiem 0,05% naringiny.

2.2. Wybor zrédla wegla

Okreslono wptyw zrodta wegla na biosyntezg naringinazy w hodowli wstrzasanej
A. niger. W przeprowadzonych badaniach porownano aktywnos¢ naringinazy w ho-
dowli na podtozu Czapka z ramnoza oraz tanszg od niej glukoza jako zrodtami we-
gla. Hodowle prowadzono w trzech powtdrzeniach dla kazdej proby.

2.3. Oznaczenie aktywnoS$ci naringinazy

Do oceny aktywnos$ci naringinazy uzyto 1 ml 0,1-procentowej naringiny, 300 pl
0,1 M buforu octanowego pH 4,01 200 ul odwirowanego ptynu pohodowlanego. Ca-
tos¢ inkubowano przez 60 min w temperaturze 50°C. Aktywno$¢ naringinazy [pumol
x min"! x ml'] oznaczono metode Davisa, ktora opiera si¢ na spektrofotometrycz-
nym oznaczeniu st¢zenia naringiny poprzez jej reakcje z glikolem dietylenowym
w §rodowisku zasadowym [Davis 1947].

2.4. Czynnikowo-gradientowa metoda optymalizacji skladu podloza

Optymalizacje¢ sktadu podtoza w hodowlach wstrzasanych przeprowadzono, opiera-
jac si¢ na eksperymencie czynnikowo-gradientowym Boxa i Wilsona, ktory stano-
wit podstawe do przeprowadzenia optymalizacji metoda powierzchni odpowiedzi
RSM (Response Surface Method) [Box, Wilson 1951]. Optymalizacji czynnikowe;j
poddano stgzenia pigciu sktadnikow podtoza hodowlanego (tab. 1). Dla kazdego
z nich wyznaczono wartosci poziomu dolnego (—1) i gérnego (1) optymalizowanego
parametru.

Tabela 1. Wykaz sktadnikow podtoza poddanych optymalizacji

Stezenie skladnika Jednostki
pg:n“ll:trm Skiadnik - : 1 ; . -
x1 NaNO, 0 1 0,5 0,5 g % 100 ml!
X2 Zﬁtﬁfﬁwy 0.1 1.1 0.6 05 | gx100ml"
x3 KH,PO, 0,05 0,25 0,15 0,1 g x 100 ml!
x4 glukoza 0,5 1,5 1 0,5 g x 100 ml!
x5 naringina 10 90 50 40 g x 100 ml!

* (=1 — dolny, 1 — gérny poziom st¢zenia czynnika (warto$ci bezwymiarowe).

Zrodto: opracowanie wiasne.
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W dalszym etapie optymalizacji zastosowano metode¢ gradientowg. Opierajac si¢
na wynikach optymalizacji czynnikowej, obliczono wspotczynniki regresji, okresla-
jace liniowy wptyw badanych stezen sktadnikéw podtoza na wyniki hodowli. Obli-
czone wspotczynniki poshuzyty do wyznaczenia kierunku i wartosci skoku (zmiany
stezenia) kazdego z optymalizowanych sktadnikow.

Na podstawie wynikow kolejnych hodowli wyznaczono nowy punkt centralny
oraz sporzadzono plan kompozycyjny z 6 powtorzeniami w punkcie centralnym.

Na podstawie wynikdéw przeprowadzonych eksperymentéw wyznaczono funk-
cje wielomianu stopnia drugiego, uwzgledniajgc tylko istotne statystycznie wspot-
czynniki. Otrzymang funkcje wykorzystano do obliczenia maksimum aktywnosci
naringinazy w analizowanym obszarze zmiennoS$ci stezenia sktadnikow podtoza.
Okreslenie punktu optymalnego przeprowadzano metoda hybrydowsa (potaczenie
algorytmu genetycznego i metody klasycznej) przy uzyciu pakietu optymalizacyj-
nego programu MATLAB.

2.5. Analiza statystyczna

Préby wykonano w trzech powtorzeniach. Wartosci srednie oraz odchylenie standar-
dowe obliczono przy uzyciu programu Excel. Jednoczynnikowsg analiz¢ wariancji
wykonano przy uzyciu programu Statistica v.12.

3. Wyniki i dyskusja

Sposrod przebadanych szczepow A. niger najwigksza zdolnos¢ do biosyntezy narin-
ginazy wykazywat szczep KMS (0,095 umol x min! x ml") (rys. 1) i zostal wyko-
rzystany do dalszych badan.
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Rys. 1. Zdolnos¢ szczepdw A. niger do biosyntezy naringinazy

Zrodto: opracowanie wiasne.
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W przeprowadzonych badaniach poréwnano aktywnos¢ naringinazy w hodowli
na podtozu Czapka z ramnoza lub glukoza jako zrédlem wegla. Wzrost aktywnosci
naringinazy zaobserwowano, gdy w podtozu hodowlanym byta obecna ramnoza lub
glukoza (tab. 2).

Tabela 2. Tabela przekrojow statystyk opisowych

Podloze Srednia aktywnos$¢ Odchylenie

[umol x min™ x ml"] standardowe
p. Czapka + glukoza 0,0108 0,00423
p. Czapka + ramnoza 0,0140 0,00462

Zrodto: opracowanie wiasne.

Przeprowadzona analiza wariancji jednoczynnikowej nie wykazata statystycz-
nie istotnej roznicy (poziom istotnosci o = 0,05) migdzy aktywnoS$cia naringinazy
uzyskang w hodowlach na glukozie i ramnozie. W zwigzku z tym do optymalizacji
sktadu podioza wybrano tanszy sktadnik — glukoze. Brak réznic wplywu ramno-
zy 1 glukozy na biosyntezg naringinazy przez szczep A. niger KMS mogt wynikac
z odziatywania jonéw metali na ten proces, szczegdlnie wapnia i magnezu. Gonza-
lez-Vazquez i in. [2011] stwierdzili, Ze obecno$¢ jonéw wapnia lub magnezu w pod-
tozu z ramnoza wptywa niekorzystnie na biosynteze zewnatrzkomorkowej naringi-
nazy przez szczep 4. niger ATCC1015.

W dalszych badanych uzupehiono sktad podtoza Czapka o naringing jako czyn-
nik indukujacy syntez¢ naringinazy oraz ekstrakt drozdzowy. Wyniki tych badan
pozwolity stwierdzi¢, ze najwickszy wplyw na syntez¢ naringinazy przez szczep
A. niger KMS ma pig¢ skfadnikow podtoza: NaNO,, ekstrakt drozdzowy, KH,PO,,
glukoza i naringina.

Wyniki do$wiadczen przeprowadzonych na podstawie planu czynnikowego
Boxa i Wilsona przedstawiono w tab. 3.

Tabela 3. Plan eksperymentu dwupoziomowego optymalizacji czynnikowej

Aktywno$¢ naringinazy

x1 x2 x3 x4 x5 [umol x min"! x ml]

1 2 3 4 5 6 7

1 -1 -1 -1 -1 1 0,000

2 1 -1 -1 -1 -1 0,030

3 -1 1 -1 -1 -1 0,055

4 1 1 -1 -1 1 0,120

5 -1 -1 1 -1 -1 0,002

6 1 -1 1 -1 1 0,054

7

-1 1 1 -1 1 0,140
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Tabela 3, cd.
1 2 3 4 5 6 7

1 1 1 -1 -1 0,043

-1 -1 -1 1 -1 0,002

10 1 -1 -1 1 1 0,032
11 -1 1 -1 1 1 0,081
12 1 1 -1 1 -1 0,051
13 -1 -1 1 1 1 0,000
14 1 -1 1 1 -1 0,009
15 -1 1 1 1 -1 0,026
16 1 1 1 1 1 0,082

* —1 — dolny, 1 — gbrny poziom wartosci parametru.

Zrodto: opracowanie wiasne.

Najwyzsza aktywno$¢ naringinazy, rowng 0,140 umol x min™! x ml!, uzyskano
dla wariantu 7. Dane z optymalizacji czynnikowej postuzyty do wyznaczenia 10-wa-
riantowego planu optymalizacji gradientowej (tab. 4).

Tabela 4. Plan optymalizacji gradientowe;j

Stezenie sktadnika Aktywno$¢ naringinazy
x1 x2 x3 x4 x5 [pmol X min™ X ml']
17 0,54 0,8 0,15 0,96 60 0,056
18 0,58 1 0,15 0,92 70 0,112
19 0,62 1,2 0,15 0,88 80 0,106
20 0,66 1,4 0,15 0,84 90 0,099
21 0,7 1,6 0,16 0,8 100 0,129
22 0,74 1,8 0,16 0,76 110 0,143
23 0,78 2 0,16 0,72 120 0,133
24 0,82 2,2 0,16 0,68 130 0,114
25 0,86 2,4 0,16 0,64 140 0,105
26 0,9 2,6 0,16 0,6 150 0,095

Zrbdto: opracowanie wilasne.

Na podstawie wynikéw hodowli przeprowadzonych na podstawie planu optyma-
lizacji gradientowej (tab. 5) wyznaczono nowy punkt centralny, ktéremu odpowia-
daty nastepujgce stezenia optymalizowanych sktadnikéw: 0,78 g x 100 ml"' NaNO,;
2 g x 100 ml"' ekstraktu drozdzowego; 0,157 g x 100 ml"' KH,PO,;0,72 g x 100 ml"!
glukozy oraz 120 mg x 100 ml! naringiny. Nowy punkt centralny postuzyt do opra-
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cowania planu kompozycyjnego pigciowartosciowego z 6 powtoérzeniami w punkcie
centralnym (tab. 5).

Tabela 5. Wykaz optymalizowanych parametrow w planie pigciowartosciowym

Zmienna Sktadnik -2 -1 0 1 2 A Jednostki
x1 NaNO, 0,08 0,43 0,78 1,13 1,48 | 0,35 |gx 100 ml-1
x2 ekstrakt drozdzowy | 1,5 1,75 2 2,25 2,5 0,25 |gx 100 ml-1
x3 KH,PO, 0,057 | 0,107 0,157| 0,207| 0,257| 0,05 [gx 100 ml-1
x4 glukoza 0,22 0,47 0,72 0,97 1,22 0,25 | gx 100 ml-1
x5 naringina 80 100 120 140 160 20 g x 100 ml-1

Zrodto: opracowanie wiasne.

Na podstawie przeprowadzonych badan okreslono powierzchni¢ odpowiedzi
opisang wielomianem drugiego stopnia z uwzglednieniem tylko istotnych staty-
stycznie wspotczynnikow:

f=0,11459 — 0,004834 x x >~ 0,002099 x x,>—0,001749 x x>~ 0,023455 x x, +
0,010949 x x,>—0,004370 x x>+ 0,003298 x x,x x,_

gdzie: x, x,, x,, x,, x, to odpowiednio stgzenia NaNO,, ekstraktu drozdzowego,
KH,PO,, glukozy i naringiny wyrazone w wartosciach bezwymiarowych.

Przeprowadzone badania pozwolity na ustalanie, przy uzyciu programu MATLAB,
optymalnego sktadu podloza pozwalajacego na uzyskanie maksymalnej aktywnosci
naringinazy w podtozu hodowlanym. Stezenie optymalizowanych sktadnikow pod-
toza byto nastgpujace: 0,78 g x 100 ml"' NaNO,; 2 g x 100 ml" ekstraktu drozdzo-
wego; 0,157 g x 100 mI" KH,PO,; 0,22 g x 100 ml"' glukozy oraz 120 mg x 100 ml"!
naringiny. Hodowla szczepu 4. niger KMS na takim podtozu pozwala na otrzymanie
preparatu naringinazy o aktywnosci wynoszacej 0,205 pmol x min™! x ml.

Na rysunku 2a przedstawiono zalezno$¢ aktywnosci enzymu naringinazy od
stezenia zrodet azotu i czynnikow wzrostu: NaNO, i ekstraktu drozdzowego, przy
optymalnym stezeniu pozostatych trzech sktadnikow. Z przedstawionej zaleznosci
wynika, ze najwyzszg aktywno$¢ naringinazy uzyskuje si¢ dla umiarkowanych ste-
zen obu zrodet azotu.

Wplyw stezenia NaNO, oraz glukozy na aktywnos¢ naringinazy w podiozu
hodowlanym, przy optymalnych stezeniach pozostalych trzech sktadnikéw, przed-
stawiono na rysunku 2b. Najwyzsza aktywnos¢ naringinazy uzyskano przy niskich
stezeniach glukozy. Taka zalezno$¢ moze sugerowac uzycie do produkcji naringi-
nazy podioza pozbawionego glukozy. Podloze bez glukozy, zawierajace naringing
(10 g x I'"), MgSO, x 7TH,0 (0,5 g x I"), KH,PO, (1,5 g x I'"), (NH,), SO, (4 g x I'"),
ZnSO, x TH,0 (0,09 g x I'"), CaCl, (0,1 g x I'"), ekstrakt drozdzowy (1,0 g x I"),
maczke sojowa (2,0 g x I'') oraz pepton, stosowali Ni i wspotpracownicy [2012] do
otrzymywania naringinazy ze szczepu 4. niger BD056.
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a aktyunoéé aringinazy[umol min 1] b aktywnodé arngnazy[umol min k4]

aktywnot naringinazy [umol min- mk-1]
aktywnos¢ naringinazy umol min-1 mi1]

Rys. 2. Wpltyw azotanu sodu (x1), ekstraktu drozdzowego (x2), diwodorofosforanu potasu (x3),
glukozy (x4) i naringiny (x5) na aktywnos¢ naringinazy w hodowli wstrzasanej szczepu
A. niger KMS. Stgzenia sktadnikéw wyrazone w wartosciach bezwymiarowych

Zrodto: opracowanie wiasne.

Na rysunku 2¢ przedstawiono wplyw stezenia naringiny, czynnika indukujacego
biosynteze naringinazy oraz ekstraktu drozdzowego na aktywnos$¢ enzymu w pod-
tozu hodowlanym, przy statych optymalnych stezeniach pozostatych trzech sktad-
nikow. Z zalezno$ci przedstawionej na rysunku wynika, ze wyzsze stezenia eks-
traktu drozdzowego wymagaja takze wiekszego stezenia glikozydu flawonoidowego
dla uzyskania wyzszej aktywnos$ci naringinazy w podtozu hodowlanym. Puri i in.
[2005] nie zaobserwowali korzystnego wptywu ekstraktu drozdzowego na produk-
cje naringinazy przez A. niger. Nalezy jednak podkresli¢, ze nie optymalizowali oni
stezenia tego zrodta czynnikow wzrostu, a jak wynika z przeprowadzonych w pracy
badan, pozytywny wptyw ekstraktu drozdzowego na biosynteze naringinazy przez
A. niger jest wyraznie widoczny przy optymalnym stezeniu tego sktadnika podtoza.

Biosynteza naringinazy przez A. niger KMS byta indukowana przez obecnos¢
w podiozu naringiny, substratu tego enzymu. Optymalne st¢zenie tego glikozydu
fawonoidowego wynosito 0,12%, co jest wartoscig zblizona do tej, ktorag w swoich
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badaniach nad wptywem réznych induktorow na biosyntez¢ naringinazy uzyskali
Kumar i RevathiBabu [2010]. Potwierdzenie znalazt takze fakt, ze tyko stezenie tego
induktora bliskie optymalnemu (rys. 2d) w znacznym stopniu indukuje biosynteze
naringinazy.

Z przeprowadzonych badan wynika rowniez, ze diwodorofosforan potasu miat
niewielki wptyw na biosyntez¢ naringinazy przez szczep 4. niger KMS (najmniejsza
warto$¢ wspolczynnika w rownaniu opisujagcym powierzchnie odpowiedzi).

Autorzy kilku opracowan uzyskali znacznie wigksza aktywno$¢ naringinazy
w plynie pohodowlanym roéznych szczepdw A. niger. Kumar i RevathiBabu [2010],
uzywajac szczepu 4. niger VB07, otrzymali aktywno$¢ naringinazy w ptynie po-
hodowlanym wynoszacg 17,28 umol x min! x ml"l. Zoptymalizowane podtoze za-
wierato naringine (0,1%), ramnozg (0,5%), pepton (0,25%) oraz glicyng (10 mM).
Nieco nizszg aktywnos¢ uzyskano, gdy jako zrodto wegla zastosowano melase.

Trochg nizsza aktywno$¢ naringinazy wynoszaca 6,5 umol x min' x ml! uzy-
skat Puri i in. [2005]. Stosowali oni szczep A. niger MTCC 1344 oraz podtoze za-
wierajace oprocz ramnozy takze pepton i sole mineralne.

Trudno jednak poréwnywac aktywnos$ci uzyskane przez innych autoréw, w pra-
cy bowiem nie przeprowadzono optymalizacji czynnikow srodowiskowych, takich
jak temperatura oraz pH. Uzywany w pracy szczep 4. niger KMS jest producentem
kwasu cytrynowego 1 wykazuje naturalng tendencje do silnego zakwaszania podto-
za, a pH Srodowiska mniejsze od 4, jak stwierdzili Puri i in. [2005], w sposob istotny
hamuje biosynteze naringinazy.

Stosunkowo duze aktywno$ci naringinazy uzyskali inni autorzy, ktorzy stoso-
wali inne gatunki i rodzaje drobnoustrojow. Hodowla szczepu 4. oryzae JIMU316
na podtozu zawierajacym migdzy innymi albedo z pomelo pozwolita na uzyska-
nie preparatu naringinazy o aktywnosci 0,7 pmol x min" x ml"! [Chen i in. 2010].
W wyniku hodowli szczepu 4. aculeatus IMUdb058 na zoptymalizowanym podtozu
zawierajacym miedzy innymi ekstrakt drozdzowy, naringing i make sojowa uzyska-
no aktywnos$¢ naringinazy wynoszaca 1,16 pumol x min™! x ml"! [Chen i in. 2013b].

4, Zakonczenie

Produkcja naringinazy przez szczep A. niger KMS, hodowany na syntetycznym
podtozu, jest w najwigkszym stopniu stymulowana przez ekstrakt drozdzowy, na-
ringing oraz azotan sodowy. Biosyntezie naringinazy sprzyja takze medium ubogie
w glukoze. Uzyskane wyniki potwierdzily przydatnos$¢ optymalizacji czynnikowo-
-gradientowej metodg Boxa i Wilsona dla maksymalizacji bioprodukcji naringinazy
w hodowlach wstrzasanych 4. niger. Dalszego zwickszenia produkcji naringinazy
przez szczep A. niger KMS nalezy upatrywac¢ w optymalizacji czynnikow srodowi-
skowych, takich jak pH i temperatura hodowli.
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