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WZROST I AKTYWN.OSC' HYDROLITYCZNA
SZCZEPOW DROZDZY POCHODZACYCH
Z SERA W MLEKU

Agata Czajgucka, Marek Szottysik, Piotr Juszezyk,
Monika Zelazko, Xymena Potomska, Anna Dabrowska,
Maria Wojtatowicz, Jozefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem pracy bylo zbadanie zdolnosci siedmiu szczepow drozdzy: Candida
famata Mlla, C. intermediata B12a, C. kefyr PII1b, C. sphaerica FlI7a, Geotrichum peni-
cillatum Ell6a, Sacharomyces kluyveri Bll3a oraz Yarrowia lipolytica P1l6a wyizolowa-
nych z serow z przerostem plesniowym Rokpol do wzrostu w mleku oraz okreslenie stop-
nia degradacji sktadnikéw mleka zachodzacej pod ich wptywem. Wykazano, ze wszystkie
badane szczepy byty zdolne do wzrostu w mleku. We wszystkich probach obserwowano
spadek pH, a kazdy ze szczepéw odmiennie wptywal na zmiany zawartosci poszczegol-
nych kwasow organicznych w mleku. Wzrost drozdzy C. kefyr PIl1b , C. sphaerica Fl17a
i C. intermediata BI2a wiazal si¢ gldwnie z nagromadzeniem znacznych ilosci kwasu
octowego, a C. sphaerica Fll7a, S. kluyveri Bll3a i C. famata MIla z akumulacja kwasu
propionowego. Natomiast szczep Y. lipolytica Pll6a zutylizowat kwas cytrynowy i mle-
kowy. Wykazano takze, ze w obecnosci drozdzy zachodzi wyrazna degradacja biatek i li-
pidéw mleka. Najwigkszy stopien hydrolizy biatka stwierdzono podczas wzrostu
Y. lipolytica Pl6a i C. sphaerica F1l7a. Poziom N,,,, we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6
wynosit w tych prébach odpowiednio 30,2 i 28,4%, a zawarto$¢ wolnych grup amino-
wych odpowiednio 2612 i 2175 pmol Gly 100 ml"'. Drozdze te wykazywaty rowniez naj-
wigksze uzdolnienia do uwalniania kwasow tluszczowych z triacylogliceroli, ktorych za-
wartos¢ w 12 dniu inkubacji mleka wynosita 3310 i 2900 mg 100 ml™.

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

WSTEP

Sery ze wzgledu na swdj bogaty sktad chemiczny stanowia doskonale srodowisko
dla rozwoju drobnoustrojow zaréwno starterowych, wprowadzanych do mleka w procesie
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ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375 Wroctaw, e-mail: jch@wnoz.ar.wroc.pl



4 A. Czajgucka i in.

produkcyjnym, jak i dzikich stanowiacych ich mikroflor¢ zanieczyszczajaca. Jedna z
najliczniejszych grup wsrod tych mikroorganizméw sa drozdze [Jakobsen i Narvhus
1996, Mayoral i in. 2005, Gardini i in. 2006]. Ich najwyzsza liczebnos¢ na poziomie
10%-10%.t.k./1g stwierdza si¢ najczeéciej w serach migkkich i potmigkkich, natomiast w
serach twardych i pottwardych jest ona nizsza i na ogdt zawiera si¢ w przedziale od 10*-
106j.t.k.‘g’l [Fleet 1992, Wojtatowicz i in. 2001]. Wystgpowanie tych mikroorganizmow
w tak duzej liczbie, a takze ich wysokie uzdolnienia hydrolityczne zaréwno proteoli-
tyczne, jak i lipolityczne nie sa obojetne dla przemian zachodzacych podczas procesu
dojrzewania serow [Fleet 1992, Addis i in. 2001, Gardini in. 2006], co istotnie wptywa
na ksztattowanie si¢ cech jakosciowych tych produktow. Wplyw ten moze by¢ zaréwno
pozytywny, jak i negatywny. Niekorzystne zmiany wigza si¢ najczesciej z powstawa-
niem niepozadanego zapachu i smaku, §luzowaceniem masy sera czy zmianami jego
tekstury na skutek gazowania i puchniecia [Fleet 1992]. Niektdore gatunki drozdzy wy-
stgpujace w serach wykazuja jednak pozadane wiasciwosci. Dzigki wysokiej aktywno-
$ci proteolitycznej i lipolitycznej biora one udziat w tworzeniu zwigzkdéw ksztattujacych
profil smakowo-zapachowy serow oraz przyczyniaja si¢ do przyspieszenia ich dojrze-
wania [Chrzanowska i Wojtatowicz 2001, Suzzi i in. 2001, Florez i Mayo 2006, Czaj-
gucka i in. 2006].

Pozytywne aspekty wystepowania drozdzy w serach dopiero od niedawna zwrécilty
uwage na mozliwos¢ ich wykorzystania w produkcji serowarskiej [Tempel i Jakobsen
2000, Ferreira i Vilijoen 2003, Czajgucka i in. 2006, Alvarez-Martin i in. 2008]. Do-
ktadne scharakteryzowanie uzdolnien metabolicznych drozdzy wystgpujacych w serach,
szczegolnie w srodowisku mleka, pozwala na wybranie tych, ktore w przysztosci mo-
glyby by¢ wprowadzone do serow. Pozwolitoby to na wyeliminowanie zmiennosci i
przypadkowosci mikroflory drozdzowej w serach, a tym samym wplynetoby na popra-
we cech jakosciowych tych produktow.

W podjetych badaniach przeanalizowano 7 szczepow drozdzy, nalezacych do gatun-
kow z rodzaju: Candida, Geotrichum, Sacharomyces 1 Yarrowia, ktére wyizolowano z
polskich seréw z przerostem plesniowym Rokpol i wytypowano jako potencjalne kultu-
ry starterowe wspomagajace dla serowarstwa.

MATERIALY I METODY

Przedmiotem badan byty szczepy drozdzy Candida famata Mlla, C. intermediata
BI2a, C. kefyr PI11b, C sphaerica Fll7a, Geotrichum penicillatum Ell6a, Sacharomyces
kluyveri Bl13a oraz Yarrowia lipolytica P116a wyizolowane z serow z przerostem ple-
$niowym Rokpol i pochodzace z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zyw-
nosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Drozdze namnozono w hodowli prowadzonej metoda wstrzasarkowa, na podtozu
YCG zawierajacym (g1™"): ekstrakt drozdzowy — 1,7; kazeine — 2.0; glukoze — 10, w
temperaturze 28 °C przez 48 h. Po zakonczeniu hodowli biomase odwirowano i wpro-
wadzono do sterylnego mleka w ilosci 10° j.t.k.ml". Zaszczepione mleko inkubowano
w temperaturze pokojowej przez okres 12 dni. Probg kontrolna stanowito mleko bez
dodatku drozdzy. Po 0, 2, 4, 6, 8 i 12 dniach pobierano proby, w ktérych oznaczano
0goblng liczbe drozdzy, a w ostatnim dniu inkubacji okres$lano stopien zaawansowania
zmian hydrolitycznych bialek i lipidow oraz poziom kwasow organicznych.

Acta Sci. Pol.
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Ogodlng liczbe drozdzy oznaczano metoda pltytkowa na podlozu OGY o sktadzie
(g "): agar — 15,0; ekstrakt drozdzowy — 5,0; glukoza — 20,0; chlorowodorek oksytetra-
cykliny — 0,1. Ptytki inkubowano w temperaturze 30 °C, przez 72 godziny.

Stopien degradacji biatek okreslono ilosciowo, poprzez pomiar przyrostu zawartosci
zwigzkow azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 metoda Kjedahla [Zmarlicki 1982] i
wolnych grup aminowych, ktérych poziom oznaczono przy uzyciu kwasu trdjnitroben-
zenosulfonowego (TNBS) wedlug zmodyfikowanej metody Kuchroo i in. [1983], tak
we frakcji rozpuszczalnej w pH 4.6, jak i wydzielonej z niej metoda wedhlug Jarret i in.
[1982] frakcji rozpuszczalnej w kwasie fosfowolframowym (PTA). Stopien zaawanso-
wania procesOw proteolizy $ledzono takze metodg elektroforezy wedtug Andrews
[1983], ktora prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym w buforze TRIS-Glicyna
o pH 8,3. Zele wybarwiano barwnikiem Coomasie Blue w 50-procentowym roztworze
metanolu zawierajacego 1,25% TCA.

Zmiany lipolityczne kontrolowano w oparciu o pomiar przyrostu wolnych kwasow
thuszczowych wydzielonych z mleka wedtug Deeth’a i in. [1983]. Analizowane zwiazki
ekstrahowano z mleka mieszaning heksan-eter dwuetylowy (1:1; v/v), a nastgpnie ad-
sorbowano na obojetnym tlenku glinu. Z fazy stacjonarnej kwasy zwalniano przy uzy-
ciu eteru dwuizopropylowego zawierajacego 6% kwasu mrowkowego. Otrzymane wol-
ne kwasy tluszczowe przeprowadzano w pochodne metylowe, a nastgpnie poddawano
analizie chromatograficznej (GC/MS) w nastgpujacych warunkach: kolumna kapilarna
Agilent DB-225MS, 60 m x 250 um x 0,25 pm, temperatura kolumny 140 °C (5 min)
do 240 °C (4 °C'min™), gaz nosny — hel (20 cm's™), nastrzyk 1 pl, 260 °C, split 100:1.

Kwasy organiczne ekstrahowano z mleka acetonitrylem wedtlug Roostita 1 Fleet
[1996] i rozdzielano przy wykorzystaniu wysoko sprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC), na kolumnie Aminex HPX-87H, w temperaturze 55-60 °C, w gradiencie 0,07-
0,10% (v/v) kwasu ortofosforowego, przy szybkosci przeptywu 0,5 mL'min™.

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Szczepy: C. famata Mlla, C. intermediata B12a, C. kefyr PIl1b, C sphaerica Fll7a,
G. penicillatum Ell6a, S. kluyveri BI13a oraz Y. lipolytica P116a wprowadzano do mleka
w celu sprawdzenia ich potencjalnej przydatnosci jako ko-starteréw w produkcji sero-
warskiej. Wybrano je sposrod 113 szczepow wyizolowanych z polskich serow z przero-
stem plesniowym Rokpol na podstawie wstgpnej charakterystyki obejmujacej wihasci-
wosci fizjologiczne, zdolnos¢ wzrostu w roznych srodowiskach i wymagania pokar-
mowe [Juszczyk 2002] oraz uzdolnienia hydrolityczne [Czajgucka 2002].

Podczas 12 inkubacji monitorowano wzrost ich liczebnos$ci w mleku (rys. 1). We
wszystkich badanych probach poczatkowa wielkos¢ populacji byta zblizona i1 ksztatto-
wala sie na poziomie ok. 10° j.t.k.ml". Podczas kolejnych dni obserwowano zréznico-
wany wzrost poszczegdlnych szczepow drozdzy. Jakkolwiek u wiekszosci z nich byl on
najintensywniejszy podczas pierwszych 2-4 dni inkubacji. Najwicksza jednak dynamikg
wzrostu wyrozniat si¢ szczep Y. lipolytica Pll6a, ktory juz w 4 dniu osiagat liczebnosé
1,0-1,4x10% j.tk ml”, najnizsza natomiast C. famata Mlla i C. kefyr PIl1b, u ktorych
maksymalna liczebnos¢ 1,9x10°j.t.k obserwowano dopiero w 8 dniu inkubacji.

Biotechnologia 6(4) 2007



6 A. Czajgucka i in.

9 -
8 = \
7 //9 X X =1
E
2%
o
g5
< —e—kontrola /control
i —=CfMHa
£ 4 . —
~ ——Ci Bl2a
=3 Ck Pll1b I
=]
S —x—Cs FlI7a
2 —e—Gp EllGa -
] ——Sk Bli3a
—e—YI Pll6a
0 * * + * ‘ * * |
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Czas inkubacji (dni) / Incubation time (days)

Rys. 1. Wzrost drozdzy w mleku
Fig. 1. Growth of yeasts in milk

Otrzymane wyniki sa zbiezne z doniesieniami innych autorow [Roostita 1 Fleet
1996, Gadaga i in. 2001, Szottysik i in. 2006], ktorzy wykazali, ze populacje drozdzy
izolowanych z réznych produktow mleczarskich i wprowadzonych do mleka UHT naj-
czegsciej osiagaly liczebnosé 107-10° j.t.k.ml'l, przy czym kinetyka wzrostu poszczegol-
nych szczepdw byta rdwniez zréznicowana.

Jednoczesnie ze wzrostem drozdzy w mleku obserwowano przyrost jego kwasowo-
$ci. Jedynie w prdobie kontrolnej pH mleka utrzymywalo si¢ na stalym poziomie 6,6.
Natomiast w obecnosci drozdzy: C. famata Mlla, C. intermedia B12a, S. kluyveri Bl13a
i Y. lipolytica Pll6a kwasowos$¢ czynna mleka ulegata obnizeniu i po dwunastu dniach
inkubacji zawierala si¢ w przedziale 5,9-6,1. Najwigkszy spadek pH do poziomu 4,7-5,0
zaobserwowano w probach, do ktérych wprowadzono szczepy: C. kefyr PIllb
i C. sphaerica Fll7a, wykazujace zdolno$¢ fermentowania laktozy do kwasu mlekowe-
go [Juszczyk 2002]. Podobny poziom obnizenia si¢ pH mleka w obecnosci innych
szczepdw tych samych gatunkéw wykazywali tez inni autorzy [Besancon i in. 1992,
Roostita i Fleet 1996, Gadaga i in. 2001]. Spadek pH mleka do wartosci 5,9 podczas
wzrostu w nim szczepu Y. lipolytica PIl6a mogt by¢ natomiast spowodowany uwalnia-
niem innych niz kwas mlekowy metabolitow, gdyz gatunek ten znany jest z braku zdol-
nosci fermentacji laktozy [Besancon i in. 1992, Roostita i Fleet 1996, Juszczyk 2002].

Acta Sci. Pol.
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Pod koniec okresu inkubacji przedstawicieli roznych gatunkow drozdzy izolowa-
nych z ser6w w mleku zaobserwowano istotne rdznice w zawartosci wybranych kwa-
sow organicznych (tab. 1). Jak wykazano, wzrost drozdzy Y. lipolytica zwiazany byt
glownie z utylizacja kwasu cytrynowego oraz kwasu mlekowego. Obserwacje te po-
twierdzaja wyniki badan Freitas i in. [1999], ktérzy analizujac zmiany wywotane obec-
noscig tych drozdzy w mleku pochodzacym od réznych gatunkéw przezuwaczy, wyka-
zywali w trakcie ich inkubacji ubytek tych samych kwasdéw. Znaczny przyrost kwasu
mlekowego stwierdzono natomiast w mleku inkubowanym z dodatkiem szczepu z ga-
tunku C. kefyr, wykazujacego zdolnos¢ fermentowania laktozy [Juszczyk 2002]. Pod-
czas dojrzewania serow z dodatkiem szczepéw C. kefyr PII1b, C. sphaerica Fll7a,
C. intermedia BI2a obserwowano wyrazny przyrost kwasu octowego, a w probach do
ktérych wprowadzono C. sphaerica Fll7a, S. kluyveri Bl13a i C. famata Mlla — kwasu
propionowego. Zwigkszanie zawartosci tych kwaséw w mleku zaszczepionym gatun-
kami: C. sphaerica i C. kefyr obserwowali takze Besancon 1 in. [1992] oraz Roostita i
Fleet [1996].

Tabela 1. Zawartos¢ kwasow organicznych w mleku inkubowanym z drozdzami [mg 1]
Table 1.  Organic acids content in milk incubated with selected yeast strains [mg 1]

3
3
PR 5 . 3 § 3 S
. L g = £ ]2 s =& 2 & =&

Kwas organiczny £ E S\E b = 2= = E § = S= =

Organic acid VS 9 = ) & g~ =M S

S & = v >~
S

glyttrrli’“"wy 3420 3210 3,110 3210 3280 3,390 3400 0,092
Mickowy 0620 0,656 0740 1,180 0810 0480 0,711 0,042
Lactic
Mréwkowy 0410 0360 0320 0350 0,140 0397 0268 0,05
Formie
Bursztynowy 0,150 0,017 0080 0013 0010 0029 0,081 0015
Succinic
Octowy 0,018 0017 0250 0,08 0310 0019 0,021 0,019
Acetic
Mastowy 0014 0016 0076 0,105 0016 0015 0018 0,280
Butyric
Propionowy 0012 0,100 0021 0032 0,190 0,048 0,172 0,013
Propionic

Enzymy hydrolityczne wydzielane przez drozdze prowadza do degradacji sktadni-
kéw mleka. Poziom proteolizy w 12 dniu inkubacji drozdzy w mleku okreslono na
podstawie oznaczen zawartosci zwiagzkow azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6, wyra-
zonej jako procent azotu ogélnego, oraz poziomoéw wolnych grup aminowych we frak-
cji rozpuszczalnej w pH 4,6 i1 kwasie fosfowolframowym. Wyniki tych analiz przedsta-
wiono na rysunku 2.

Przyrost poziomu zwiazkdéw azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 byt obserwowa-
ny jedynie w mleku zaszczepionym wyselekcjonowanymi szczepami drozdzy, podczas
gdy w mleku kontrolnym utrzymywat si¢ na stalym poziomie 16,5% przez 12 dni.
W czasie wzrostu drozdzy Y. lipolytica Pl16a i C. sphaerica Fll7a w mleku stwierdzono

Biotechnologia 6(4) 2007
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najwigkszy stopien rozktadu biatka, co ujawnito si¢ podwyzszeniem zawartosci N we
frakcji rozpuszcalnej w pH 4,6 odpowiednio od 16,2 do 30,2% i od 16,3 do 28,4%
w pierwszym i ostatnim dniu. Pozostale szczepy w mniejszym stopniu wptywaly na
przyrost rozpuszczalnych zwiazkow azotowych. W koncowym etapie ich inkubacji w
mleku zawarto$¢ rozpuszczalnych zwiazkéw azotowych wynosita 21,3-24,2% w sto-
sunku do N ogdtem.

3000 30
2500 ] 25
-
EE ] z
g8 2000 - 20§ g
> — - 3%
S 2 1500 1528
< 5 BFE
O]
<
=& 1000 10
500 5
— t t t t 0
Kontrol ~ Cf Ci Ck Cs Gp Sk Yl

control  Ml1a  Bl2a Pll1b  FllTa  Elléa Bli3a  Pll6a

Rys. 2. Zawarto$¢ azotu rozpuszczalnego w pH 4,6 (Nrozp.) wyrazona w % N ogolnego (Nog)
(Il ) oraz wolnych grup aminowych (WGA) we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6 (1) i
kwasie fosfowolframowym ([ ), wydzielonych z mleka inkubowanego z drozdzami

Fig. 2. Contents of nitrogen soluble at pH 4.6 (WSN) expressed as % of N total (TN) (lll) and
free amino groups (FAG) in fractions isolated from milk incubated with yeasts :soluble
at pH 4.6 (OJ) and phosphotungstic acid ((CJ)

Poziom degradacji biatek mleka pod wptywem drozdzy analizowano rowniez przez
oznaczanie przyrostu wolnych grup aminowych we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6
oraz we frakcji rozpuszczalnej w kwasie fosfowolframowym (PTA), (rys. 2). Poziom
przyrostu zwiazkdéw biatkowych rozpuszczalnych w wodzie jak i niskoczasteczkowych
zwigzkéw rozpuszczalnych w PTA $wiadezy o aktywnos$ci endo- i egzopeptydazowe;j
poszczegolnych szczepdw drozdzy.

Najwigkszy wzrost zawartosci tych grup w 12 dniu inkubacji odnotowano dla droz-
dzy Y. lipolytica Pll6a i C. sphaerica FlI7a i wynosit on odpowiednio 2612 1 2175 pmol
Glyl100 ml", a we frakcji rozpuszczalnej w PTA odpowiednio 1369 i 1109 pmol
Gly 100 ml™. Przyrost wolnych grup aminowych w mleku zaszczepionym pozostatymi
drozdzami byt znacznie mniejszy. W ostatnim dniu inkubacji w mleku osiagal poziom
od 1201 do 1691 pmol Glyl00 ml" we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6 i 603 do
981 umol Gly100 ml" we frakcji rozpuszczalnej w PTA.

Acta Sci. Pol.



Wzrost i aktywnosé hydrolityczna... 9

Wedtug Roostita i Fleet [1996] najwyzszy poziom przyrostu wolnych aminokwasow
obserwowano w mleku inkubowanym z drozdzami Y. lipolytica. Wysoki poziom prote-
olizy w mleku pod wptywem enzymow drozdzy tego gatunku wykazat takze Szoltysik i
in. [2006].

Analizujac podatnos$¢ frakcji kazeinowych na dziatanie proteinaz pochodzenia droz-
dzowego wykazano, ze w obecnosci szczepow Y. lipolytica Jlllc i C. sphaerica Fll7a
intensywnie degradowana byta zarowno B-, jak i ay-kazeina, co mozna byto zaobser-
wowac juz w 6 1 8 dniu inkubacji (rys. 3).

Czas inkubaciji (dni) / Incubation time (days)
02 46 81202 4 6 812 0 2 46 8 12

Y. lipolytica Plléa  C. spherica FlI7Ta  Kontrola/ Control

Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny biatek mleka inkubowanego ze szczepami drozdzy Y. lipoly-
tica Pll6a i C. spherica Fll7a

Fig. 3. SDS — PAGE of protein of milk incubated with yeast strains Y lipolytica Pll6a and
C. spherica FlI7a

W probkach mleka zaszczepionych drozdzami: C. famata Mlla, G. penicillatum
Ell6a i S. kluyveri BI13a po dwunastu dniach wzrostu obserwowano niemal catkowity
rozklad PB-kazeiny, przy jednoczesnym braku widocznych zmian w obrgbie pasma
pochodzacego od ag;-kazeiny. Drozdze C. intermediata Bl2a degradowaly glownie
ag;-kazeing, a C. kefyr PI11b B-kazeing (dane nie prezentowane).

Poza wlasciwosciami proteolitycznymi bardzo wazna z technologicznego punktu
widzenia cecha jest zdolnos¢ drozdzy do syntezy zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych
enzymow lipolitycznych. Hydroliza triacylogliceroli, jaka ujawnia si¢ w serach poprzez
nagromadzanie si¢ wolnych kwasow ttuszczowych, w duzej mierze determinuje cechy
sensoryczne tych produktow. Zwiazki te bezposrednio przyczyniajg si¢ do ksztattowa-
nia smaku i zapachu, ale mogg by¢ takze prekursorami innych, takich jak metyloketony,
alkohole czy estry, ktore rowniez wplywaja na ostateczng jakos¢ serow [Jollivet i in.
1994; Molimard i Spinnler 1996, Gardini i in. 1999, Pandey i in. 1999, McSweeney i
Sousa 2000).

W mleku inkubowanym z dodatkiem badanych szczepéw drozdzy oznaczano po-
ziom uwalnianych kwasow tluszczowych (rys. 4). Wyzsze poziomy ich zawartosci
wynoszace 2900-3310 mg 100 ml" wykazano w obecnosci szczepow C. spherica i
Y. lipolytica Pll6a.

Biotechnologia 6(4) 2007
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Rys. 4. Ogdlna zawartos¢ wolnych kwasow ttuszczowych w mleku inkubowanym z poszczegol-
nymi szczepami drozdzy
Fig. 4. Total contents of free fatty acids in milk incubated with yeasts

Wyréwnany poziom lipolizy wynoszacy srednio 2125 mg'100 ml” obserwowano w
probach mleka inkubowanych z dodatkiem szczepow nalezacymi do trzech gatunkow:
C. kefyr, S. kluyveri, G. penicilatum.

Najnizszy natomiast poziom uwalnianych kwaséw tluszczowych stwierdzono w
mleku, do ktérego wprowadzano szczep C. famata Mlla. Badania prowadzone przez
Besancon i in. [1992], Lopez-Diaz in. [1995], Welthagen i in. [1998 i1 1999], van den
Tempel i Jakobsen [1998] potwierdzaja rowniez niewielka zdolnos¢ do syntezy lipaz u
drozdzy z gatunku C. famata.

Charakteryzujac doktadniej proces lipolizy oceniono zawarto$¢ poszczegoélnych
wolnych kwasow thuszczowych (WKT) (tab. 2). Wszystkie szczepy drozdzy preferen-
cyjnie uwalnialy kwas oleinowy (Cg.)), a takze mirystynowy (Cy4). Po 12 dniach zawar-
to$¢ tych kwasoéw stanowita odpowiednio od 30,22% (C. famata Mlla) do 38,36%
(C. kefyr PII1Db) oraz od 14,57% (C. famata Mlla) do 36,34% (G. penicillatum Ell6a)
ogolu WKT. Znaczny udziat w puli uwolnionych przez drozdze kwaséow thuszczo-
wych stanowit tez kwas palmitynowy (Cis) (15,97-28,03%). Natomiast w niewielkim
stopniu odfaczany byt tak kwas linolowy, jak i kwasy tlhuszczowe krotkotancuchowe
(C4=Cio).

Acta Sci. Pol.
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Tabela 2. Zawarto$¢ procentowa wolnych kwasow tluszczowych w mleku inkubowanym z
poszczegdlnymi szczepami drozdzy
Table 2. Relative contents (%) of free fatty acids in milk incubated with yeasts

S S U o~ =

23 0§, §. s. fe $..%, %
Kwas £ E N £8 %= I8 EZ:g =& =8
tluszczowy ‘é g QE SE = E i; S 3 E 5 E '§E

Fatty acid 2 O %) 5 < @ X ¥ =

S S S “ B
C4 1,00 0,82 1,83 0,37 0,13 0,21 0,20 0,84
C6 0,93 0,66 1,13 0,38 0,87 0,24 0,93 1,12
C8 1,33 1,66 1,72 0,21 0,61 0,43 0,97 0,68
C10 1,33 1,76 1,86 0,91 0,90 0,96 0,60 1,25
Cl12 5,00 5,53 7,52 3,78 9,27 2,56 8,65 7,95
Cl4 11,0 14,57 16,53 32,68 19,82 36,34 27,80 17,62
Cl16 32,68 22,26 28,03 18,10 21,24 18,89 17,10 15,97
C18:0 12,00 14,18 5,19 2,78 12,46 5,64 5,78 17,61
Cl18:1 26,02 30,22 30,77 38,36 31,60 32,65 30,79 35,75
Cl18:2 8,71 8,32 5,42 2,43 3,10 2,35 7,18 1,21

PODSUMOWANIE

Wprowadzenie do mleka przedstawicieli wybranych gatunkow drozdzy izolowa-
nych z serow, a takze przesledzenie ich wzrostu w tym srodowisku stanowi istotny etap
badan, pozwalajacy wyselekcjonowaé szczepy przydatne w serowarstwie. W przedmio-
towej pracy wykazano, ze wszystkie analizowane drozdze wykazywaty zdolnos¢ wzro-
stu w mleku. Duze zréznicowanie ich aktywnosci hydrolitycznej pozwolito na wytypo-
wanie dwoch szczepow: Y. lipolytica Jlllc i C. sphaerica Fll7a, ktoérych obecnos¢ w
mleku przyczynita si¢ do znacznego zintensyfikowania przemian degradacyjnych biatek
i thuszczu. Wybranie drozdzy, ktére wykazuja pozytywne wlasciwosci, pozwoli w przy-
sztosci na konstruowanie szczepionek drozdzowych przydatnych w serowarstwie.

PISMIENNICTWO

Addis E., Fleet G.H., Cox J.M., Kolak D., Leung T., 2001. The growth, properties and interac-
tions of yeasts and bacteria associated with the maturation of Camembart and blueveined
cheese, Int. J. Food Microbiol., 69, 25-36.

Alvarez-Martin P., Florez A.B., Hernandez-Baranco A., Mayo B., 2008. Interaction between
dairy yeast and lactic acid bacteria strains during milk fermentation, Food Control, 19, 62-70.

Andrews, A. T. 1983. Proteinases in normal bovine milk and their action on caseins, J. Dairy
Res., 50, 45-55.

Besangon X., Smet C., Chabalier C., Rivemale M., Revelbel J.P., Ratomahenina R., Galzy P.,
1992. Study of surface yeast flora of Roquefort cheese, Int. F. Food Microbiol., 17, 9-18.

Chrzanowska J., Wojtatowicz M., 2001. Pozytywne i negatywne aspekty obecnosci drozdzy w
produktach mleczarskich, Przeglad Mleczarski, 5, 230-233.

Biotechnologia 6(4) 2007



12 A. Czajgucka i in.

Czajgucka A., 2002. Charakterystyka uzdolnien hydrolitycznych szczepéw drozdzy wydzielo-
nych z seréw plesniowych. Praca doktorska wykonana w Katedrze Technologii Surowcow
Zwierzecych i Zarzadzania Jakos$cig Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Czajgucka A., Chrzanowska J., Juszczyk P., Szoltysik M., Potomska X., Wojtatowicz M., 2006.
Wzrost drozdzy w modelowym serze i ich wplyw na degradacj¢ bialek i ttuszczu, Acta Sci.
Pol., Biotechnologia 5, 95-103.

Deeth H.C., Fitz-Gerald C.H., Snow A.J., 1983. A gas chromatographic method for the quantita-
tive determination of free fatty acids in milk and milk products. J. Dairy Sci. Technol., 18,
230-233.

Fleet G., 1992. Spoilage Yeast’s, Critical Reviews in Biotechnology, 12, 1-44.

Ferreira A.D., Viljoen B.C., 2003. Yeasts as adjunct starters in matured Cheddar cheese, Int. J.
Food Microbiol. 86, 131-140.

Florez A. B., Mayo B., 2006. Microbial diversity and succession during the manufacture and
ripening of traditional Spanish blue-veined Cabrales cheese, as determined PCR-DGGE. Int.
J. Food Microbiol 110, 165-171.

Freitas A.C., Pintado A.E., Pintado M.E., Malcata F.X., 1999. Role of dominant microflora of
Picante cheese on proteolysis and lipolysis, Int. Dairy J., 9, 593-603.

Gardini F., Tofalo R., Belletti N., Tucci L., Suzzi G., Torriani S., Guerzoni M.E., Lanciotti R.,
2006. Characterization of yeasts involved in the ripening of Pecorino Crotonese cheese, Food
Microbiol., 23, 641-648.

Gadaga T.H., Mutukumira A.N., Narvhus J.A., 2001. The growth and interaction of yeasts and
lactic acid bacteria isolated from Zimbabwean naturally fermented milk in UHT milk, Int.
J. Food microbial, 68, 21-32.

Jacobsen M., Narvhus J., 1996. Yeast and their possible beneficial and negative effects on the
quality of dairy products, Int. Dairy J., 6., 755-768.

Jarret W.D., Aston J.W., Dulley J.R., 1982. A simple method for estimating free amino acids in
Cheddar cheese, Aust. J. Dairy Technol., 6, 55-58.

Jollivet N., Chataud J., Vayssier Y., Bensoussan M., Belin J.M., 1994. Production of volatile
compounds in model milk and cheese media by eight strains of Geotrichum candidum Link,
J. Dairy Res., 61, 241-248.

Juszczyk P., 2002. Charakterystyka mikroflory drozdzowej z seréw z przerostem plesni. Praca
doktorska wykonana w Katedrze Biotechnologii I Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Kuchroo C.N., Rahilly J., Fox P.F., 1983. Assessment of proteolysis in cheese by reaction with
trinitrobenzene sulphonic acid, Ir. J., Food Sci. Technol. 7, 129-133.

Lopez-Diaz T.M., Alonso C., Santos J., Garcia M.L., Moreno B., 1995. Microbiological changes
during manufacture and ripening of a naturally ripened blue cheese (Valdone, spain),
Milchwissenschaft, 50, 381-384.

Mayoral M.B., Martin R., Sanz A., Hernandez P.E., Gonzalez, Garcia T., 2005. Detection of
Kyuyveromyces marxianus and othere spilage yeasts in yoghurt using PCR-culture technique.
Int. J. Food. Microbiol., 105, 27-34.

McSweeney P.L.H., Sousa M.J., 2000. Biochemical pathways for the production of flovour com-
pounds in cheese during ripening: A review, Le Lait, 80, 293-324.

Molimard P., Spinnler H.E., 1996. Review: Compounds involved in the flavor of surface
moldripened cheese: origins and properties, J. Dairy Sci., 79, 169-184.

Pandey A., Banjamin S., Soccol C.R., Nigam P., Krieger N., Soccol V.T., 1999. The realm of
microbial lipases in biotechnology, Biotechnol. App. Biochem., 29, 119-131.

Roostita R., Fleet G.H. 1996. Growth of yeasts in milk and associated changes to milk composi-
tion. International Journal of Food Microbiology, 31, 205-219.

Acta Sci. Pol.



Wzrost i aktywnosé hydrolityczna... 13

Suzzi G., Lanorte M.T., Galgano F., Andrighetto C., Lombardi A., Lanciotti R. and Guerzoni M.E.,
2001. Proteolytic, lipolytic and molecular characterization of Yarrowia lipolytica isolated
from cheese, Int. J. Food Microbiol., 69, 69-71.

Szottysik M., Zelazko M., Rak L., Potomska X., Dabrowska A., Wojtatowicz M., Chrzanowska J.,
2006. Zdolnos¢ drozdzy Yarrowia lipolytica pochodzacych z sera do wytwarzania amin bio-
gennych w mleku, Acta Sci. Pol., Biotechnologia 5, 87-94.

van den Tempel T. and Jakobsen M., 2000. The technological characteristics of Debaryomyces
hansenii and Yarrowia lipolytica and their potential as starter cultures for production of
Danablu, Int. Dairy J., 10, 263-270.

Welthangen J.J., Vilioen B.C., 1998. Feast profile in Gouda cheese during processing and ripe-
ning, Int. J. Food Microbiol., 41, 185-194.

Welthangen J.J., Vilioen B.C., 1999. The isolation and identification of yeasts obtained during the
manufacture and ripening of cheddar cheese, Food Microbiol., 16, 63-73.

Wojtatowicz M., Chrzanowska J., Juszczyk P., Skiba A., Gdula A., 2001. Identification and bio-
chemical characteristic of yeast microflora of Rokpol cheese, Int. J. Food Microbiol., 69, 135-
140.

Zmarlicki S., 1981. Cwiczenia z analizy mleka i produktéw mlecznych, Warszawa, 1981.

YEAST STRAINS ISOLATED FROM ROKPOL CHEESE -
THEIR GROWTH IN MILK
AND HYDROLYTIC ACTIVITY AGAINST MILK COMPONENTS

Abstract. The purpose of the study was to examine 7 yeast strains: Candida famata
Mlla, C. intermediata B12a, C. kefyr PII1b, C. sphaerica Fll7a, Geotrichum penicillatum
Ell6a, Sacharomyces kluyveri BlI3a and Yarrowia lipolytica Pll6a, representing main
species of the microflora occurring in Rokpol cheese. They were introduced aseptically to
milk at 10° cfu mI" and incubated for 12 days. Their growth as well as their activity
against milk components were evaluated. All the strains under investigation showed a dif-
ferent growth pattern in milk. The highest growth dynamics was exhibited by Y. lipolityca
PlI6a. On the 4™ day of incubation, its level reached of 1.0-1.4 x 10° cfu ml™ while
C. famata MIla and C. kefyr PIlb at the 8" day reached only 1.9 x 10° cfu ml".
A decrease in the pH value was observed in all the samples. Each yeast strain affected the
changes in organic acid content of milk to a different extend. The growth of C. kefyr,
C. sphaerica and C. intermediata was correlated with the accumulation of vast amounts
of acetic acid, C. sphaerica Fll7a, S. kluyveri BlI3a and C. famata MIla with propionic
acid and Y. /ipolytica with butyric acid.

Yeast growth was accompanied with an intensive degradation of milk proteins and lipids.
The highest rate of proteolysis of milk proteins was noted in the samples incubated with
Y. lipolytica Pll6a and C. sphaerica F1l7a. The levels of nitrogen soluble at pH 4.6 in
those samples were 30.2% and 28.4%, and free amino groups were 2612 and
2173 uMGly'100mL" of milk respectively. Those two strains also showed the highest
ability to release free fatty acids (FFA) from triacylglycerols. On day 12 of incubation the
FFA levels were 3320 and 2900 mg100 ml”, respectively. The dominant FFAs were:
oleic and myristic acids.

Kay words: yeast, milk, growth, organic acids, proteolysis, lipolysis
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ENANCJOSPECYFICZNA REDUKCJA
KETONOW AROMATYCZNYCH
W KULTURZE PEZICULA CINNAMOMEA

Ewa Brzezowska', Bogdan J arosz', Tadeusz Kowalski?

! Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
* Akademia Rolnicza w Krakowie

Streszczenie. Badany byt przebieg reakcji redukeji siedmiu prochiralnych ketondw aro-
matyczno-alifatycznych: acetofenonu i jego pochodnych oraz naftyloketonow w kultu-
rze endofitycznego grzyba Pezicula cinnamomea. We wszystkich przypadkach zanotowa-
no enancjospecyficzny przebieg transformacji, przy czym nadmiar enancjomeryczny
enancjomeru bedacego w przewadze oraz wydajnosé otrzymanego alkoholu drugorzedo-
wego zalezaly przede wszystkim od struktury substratu, w mniejszym stopniu od czasu
reakcji.

Stowa kluczowe: Pezicula cinnamomea, bioredukcja, enancjospecyficznosé, redukcja
ketonéw

WSTEP

Optycznie czynne zwiazki organiczne sa waznymi blokami budulcowymi w syntezie
substancji uzytecznych jako leki, pestycydy i feromony, zwiazki zapachowe — tak spo-
zywcze, jak i stosowane w przemysle perfumeryjnym. Najprostsza, bo jednoetapowa
metoda otrzymywania asymetrycznych alkoholi drugorz¢gdowych polega na redukcji
odpowiednich ketonéw. Optycznie czynne produkty otrzyma¢ mozna metodami ,,che-
micznymi”, w ktorych uzywa si¢ drogich chiralnych reagentdow i metali ci¢zkich
[Ohkuma i in., 1995]. Stosowanie do tego celu duzo tanszych bioreagentdéw jest w ostat-
nim czasie przedmiotem wielu doniesien literaturowych [Soni i in. 2005, Utsukihara i
in. 2006, Yang i in. 2006, Bruni i in. 2006, Li i in. 2007].

Pezicula cinnamomea (DC.: Fr.) Sacc. jest stadium generatywnym (teleomorfa) ga-
tunku, ktéry w stadium wegetatywnym znany jest pod nazwa Cryptosporiopsis grisea
(Pers.: Fr.) Petr. Wystgpuje na réznych gatunkach drzew lisciastych, a najczesciej na
debach, zwlaszcza debie czerwonym [Kowalski 1983, Kowalski i Kehr 1992]. Uzyty

Adres do korespondencji — Corresponding author: Ewa Brzezowska, Katedra Chemii, Uniwersy-
tet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw
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do badan prowadzonych przez autordw niniejszej pracy szczep P. cinnamomea 15753
pochodzit z kolekcji Katedry Fitopatologii Lesnej Akademii Rolniczej w Krakowie.

MATERIALY I METODY

Uzyte do badan substraty: acetofenon [1], o-metyloacetofenon [2], m-metylo-
acetofenon [3], o-metoksyacetofenon [4], o, 0, 0-trifluoroacetofenon [5], oraz 1-acetylo-
naftalen [6] i 2-acetylonaftalen [7] pochodzity z firmy Fluka. Prébki wzorcéw produk-
tow redukcji wymienionych substratow (tzn. odpowiadajacych im alkoholi drugorzg-
dowych) uzyte do celow identyfikacji w chromatografii gazowej (GC) otrzymano redu-
kujac wymienione ketony borowodorkiem sodu w metanolu z niewielkim dodatkiem
wody, bez izolowania preparatywnego.

Transformacje prowadzono w kolbach stozkowych o pojemnosci 250 cm’, zawiera-
jacych 50 cm’ pozywki o sktadzie 3% glukozy i 1% peptonu. Substraty dodawane byty
do 9-dniowej kultury mikrostrzykawka w ste¢zeniu nie przekraczajacym 1,0 g w 1 dm’
pozywki. Transformacje prowadzono metoda wglgbng w réznym czasie dla réznych
substratéw: od 1 do 13 dni, w zaleznosci od szybkosci jego redukcji. Przebieg reakcji
kontrolowano w czasie, pobierajac strzykawka (w warunkach sterylnych) okoto 5 cm’
mieszaniny reakcyjne;j.

Produkty transformacji ekstrahowano eterem etylowym, a ekstrakty suszono bez-
wodnym siarczanem magnezu. Chromatografia cienkowarstwowa (ptytki aluminiowe z
zelem krzemionkowym 60 F,sy firmy Merck) pozwalata na stwierdzenie obecnosci
produktow reakcji przez poréwnanie wartosci Ry ze wzorcami przy uzyciu nastgpuja-
cych eluentow (v/v): heksan-aceton (8:1), oraz heksan-chloroform-izopropanol (10:9:1).
Czystos¢ optyczng alkoholi oznaczono za pomoca GC na podstawie czaséw retencji z
uzyciem wzorcdw, wykorzystujac kolumne z chiralng faza (permetylowana cyklodek-
stryna) na aparacie Hewlett Packard 5890 Series II wyposazonym w detektor FID.
Temperatury dozownika i detektora wynosity 200 °C, poczatkowa temperatura kolumny
140 °C utrzymywana byla przez 15 min, a nastgpnie wzrastata w tempie 2 °C/min do
200 °C; temperatura koncowa utrzymywana przez dodatkowe 2 min. Wydajnos$¢ che-
miczna okreslona byta na podstawie ilo$ci produktu wyizolowanego w drodze chroma-
tografii kolumnowej na zelu krzemionkowym G firmy Merck o wielkosci ziaren odpo-
wiadajacej 230-400 mesh stosujac eluenty, jak w TLC.

WYNIKI

Wybrane ketony transformowane byty w réznym czasie — od 1 do 13 dni, tak aby w
miar¢ mozliwosci osiagnac znaczacy stopien konwersji substratu. Szybkos¢ redukcji
zalezala od jego budowy. W kazdym przypadku reakcja miala przebieg stereospecy-
ficzny: otrzymane alkohole drugorzgdowe miaty rézna czysto$¢ optyczna, ktora obli-
czana byla jako nadmiar enancjomeryczny enancjomeru bgdacego w przewadze na
podstawie analiz sktadu mieszaniny reakcyjnej w chromatografii gazowej przy zasto-
sowaniu kolumny chiralnej. Wyniki podane sa w tabeli 1.

Acta Sci. Pol.



Enancjospecyficzna redukcja ketonow...

Tabela 1. Przebieg redukcji ketonéw aromatycznych w kulturze P. cinnamomea 15753
Table 1. Reduction course of aromatic ketones in P. cinnamomea 15753 culture

Produkt — Product

Czas
transformaCJl ) e
[dni] ) wydajno$é [oe, %]
Substrat Transfopnatlon chemiczna konfiguracia abs.]
Substrate period [%] optioal putity
days
Ldays] chemical yield {absolute
configuration}
f ! 64 90 {S}
3 91 88 (S
9 100 70 {S}
i ! 16 100 {S}
6 87 100 {S
13 91 100 {S}
i ! 18 92 (S}
6 36 64 {S
13 57 43 (S}
i ! 46 98 (R}
6 100 87 R
O/ 13 89 77 {R}
i ! 94 33 (R}
F
6 96 31 R
(5] F (R}
F
13 97 31 {R}
0
1 18.5 100 {R}
(6]
7 23 100 {R}
0
! 24 58 (S}
(7]
7 34 56 {S}

Biotechnologia 6(4) 2007



18 E. Brzezowska i in.

Wydajnosci reakcji redukcji badanych acetofenondéw zalezaty w sposdb jednoznacz-
ny od struktury substratu i miescity si¢ w szerokich granicach od kilkunastu do 100%.
Rowniez stereospecyficznosé procesu podana jako nadmiar enancjomeryczny (ee) przy
okreslonej preferencji struktury produktu (R/S) byla rézna dla poszczegdlnych zwiaz-
kow; w wigkszosci przypadkdéw mozna ja okresli¢ jako dobra.

DYSKUSJA WYNIKOW I WNIOSKI

P. cinnamomea 15753 prowadzit stereospecyficzng redukcj¢ prochiralnych ketonow
posiadajacych w swojej strukturze dwa nierowne objetosciowo podstawniki: aroma-
tyczny — ,,wigkszy” oraz alifatyczny — ,,mniejszy” (rys. 1).

o)

®

Rys. 1. Struktura prochiralnego ketonu
Fig. 1. The structure of a prochiral ketone

Efektem redukcji w pigciu badanych przypadkach: ketonéw [1], [3], [4], [5]1[7] by-
ta mieszanina enancjomerycznych alkoholi (rys. 2):

HO, H H _I‘GH
R_>\\ S+ R_>\Rs

Rys. 2. Struktura enancjomerycznych alkoholi
Fig. 2. The structure of enantiomeric alcohols

przy nadmiarze enancjomerycznym przekraczajacym 50%, z wyjatkiem fluorowanej
pochodnej acetofenonu [5], dla ktérej wartosé ta przekraczata 30%. Zmniejszong stereo-
specyficznos¢ dla tego ostatniego substratu obserwuje si¢ dla wielu bioreagentow
[Jarosz i Siewinski 1996, Brzezowska i in. 2006, Janeczko 2007].

Enzymy redukujace grupy karbonylowe aldehydow i ketondw posiadaja NAD lub
NADP jako kofaktor, w ktérym rol¢ przenosnika elektronow pelni zredukowany uktad
pirydynowy. Posiadajac niesymetrycznie (pozycja 3 pierscienia pirydynowego) wzgle-
dem osi ukladu heterocyklicznego podstawiona grupe amidows, kofaktor przyjmujac
odpowiednia konformacj¢ moze by¢ skoordynowany z czasteczka substratu karbonylo-
wego w okreslony sposob, przy czym okazuje sig¢, ze oba atomy wodoru w pozycji 4 sa
nierownocenne: jeden zajmuje pozycj¢ aksjalng (H,), drugi — ekwatorialng (H,) (rys. 3):
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R

Rys. 3. Struktura przestrzenna zredukowanego kofaktora
Fig. 3. The spatial structure of a reduced cofactor

Wzgledy elektronowe decyduja o tym, ze atom wodoru z pozycji aksjalnej powinien
by¢ odrywany w sposob uprzywilejowany [Nambiar i in. 1983].

W ten sposéb wytlumaczy¢é mozna znang z wezesniejszych rozwazan regule Preloga
[1964]. Taki przebieg reakcji, kiedy produktem redukcji acetofenonu byt alkohol o
konfiguracji absolutnej S (jak to zaobserwowal w swojej pracy Prelog uzywajac gatun-
ku Curvularia falcata), okreslany jest jako zgodny z reguiq Preloga, ale czg¢sto obser-
wuje si¢ przebieg reakcji niezgodny z ta regula (kiedy powstaje enancjomer R), co wy-
thumaczy¢ mozna inna budowsg centrum aktywnego enzymu. W praktyce czgsto ma
miejsce redukowanie ketonéw do obu enancjomerdw, przy czym powstaja one na ogot z
rozng szybkoscia, co z kolei $wiadczy o obecnosci w komorce rdéznych enzymow pro-
wadzacych procesy oksydoredukcyjne przebiegajace z udzialem tych samych kofakto-
row (NAD i/lub NADPH).

Dla ketonéw [1], [2], [3] 1 [7] preferowany byt kierunek reakcji dajacy enancjomer S
w przewadze, a wigc zgodnie z regulq Preloga, w pozostatych trzech przypadkach ten
sam bireagent dawal w sposob uprzywilejowany konfiguracj¢ przeciwng. Wydaje sig,
ze substraty [4] i [6] redukowane niezgodnie z wymieniong regula maja pewna ceche
wspolng: mianowicie zwigkszong gestos$¢ elektronowa w poblizu grupy karbonylowej w
postaci elektronéw atomu tlenu grupy metoksylowej ketonu [4] i elektrondw ,,dodatko-
wego” pierscienia aromatycznego 1-acetylonaftalenu [6]; dla 2-acetylonaftalenu [7]
elektrony te znajduja si¢ w dalszej odlegtosci. Te roznice strukturalne wydajg si¢ spra-
wiac, ze substraty [4] i [6] maja powinowactwo do innego enzymu niz pozostate. Nato-
miast konfiguracja preferowanego produktu w przypadku redukcji fluorowanego aceto-
fenonu [5] swiadczy o kierunku reakcji zgodnym z regulq Preloga, a zmniejszona
enancjospecyficznos¢ jest wynikiem efektu elektronow atomow fluoru.

Biotechnologia 6(4) 2007
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ENANTIOSPECIFIC REDUCTION
OF AROMATIC KETONES
IN A PEZICULA CINNAMOMEA CULTURE

Abstract. A Pezicula cinnamomea strain, an endophytic fungus, was used to investigate
its ability to reduce seven prochiral aromatic ketones: acetophenones and naphthylke-
tones. In all cases enantiospecificity of the process was recorded, and the enantiospecifi-
city, calculated as the enantiomeric excess, as well as resulting secondary alcohol yield,
depended primary on the structure of a given substrate, and to the lesser extent on the
reaction time.

Key words: Pezicula cinnamomea, bioreduction, enancjospecyficity, ketone reduction
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OCENA WZROSTU TRANSFORMANTOW DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA
W OBECNOSCI LAKTOZY
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Streszczenie. Celem podjetych badan byla ocena wptywu: kwasu oleinowego, etanolu,
glicerolu, heksadekanu oraz glukozy na indukcj¢ promotoréw wprowadzonych z genem
LacZ do genomu drozdzy Y. lipolytica. Indukcj¢ oceniano poprzez wzrost 12 transfor-
mantéw w obecnosci laktozy 1 wykazanie aktywnosci [-galaktozydazy. Pomimo obec-
nosci w podtozu niezbednych do indukcji promotordw substancji badane transformanty
drozdzy nie byly zdolne do wykorzystania laktozy do wzrostu. Obserwowany staby
wzrost niektorych transformantéw byt prawdopodobnie wynikiem wykorzystania jako
zrédto wegla zastosowanego induktora. Szczegdlnie, ze przeprowadzony test ONPG nie
potwierdzit ekspresji genu LacZ u zadnego z badanych szczepow.

Stowa kluczowe. Yarrowia lipolytica, LacZ, laktoza

WSTEP

Zdolnos¢ do metabolizowania nietypowych (hydrofobowych) zrédet wegla, produk-
cja kwasow organicznych, laktondw, aktywno$¢ proteolityczna i lipolityczna to naj-
wigksze z punktu widzenia biotechnologii atuty szczepow drozdzy z gatunku Yarrowia
lipolytica [Barth 1 in. 1997]. Z kolei budowa genomu, odmienna niz u konwencjonal-
nych gatunkéw drozdzy, czyni go jednoczesnie atrakcyjnym obiektem i narz¢dziem w
dziedzinie inzynierii genetycznej [Casaregola i in. 2000]. Do 2007 roku otrzymano
ponad 40 transformowanych szczepow, potencjalnych producentéw heterologicznych
biatek [Madzak i in. 2005, Nicaud i in. 2002].

Sa posréd nich enzymy, np. endoglukanaza 1 z Trichoderma reesei czy lakkaza
z Pycnoporus cinnabarinus [Park i in. 2000, Madzak i in. 2005], antygeny, ludzki
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krobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375
Wroctaw, e-mail: ewawalczak80@tlen.pl
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czynnik wzrostu [Hamsa i in. 1998] i1 koagulacji krwi XIlIa, analogi insuliny i insulino-
tropina [Tharaud i in. 1992, James i Strick 1993].

Drozdze Y. lipolytica jako niepatogeniczny organizm [Yoshida i Hashimoto, 1986]
stanowia jeden z eukariotycznych modeli komorkowych w realizacji celéw zarowno
badan poznawczych, jak i aplikacyjnych [Madzak i in. 2004]. Sa obiektem badan mito-
chondrialnego kompleksu I [Kerscher i in. 2002], stanowig organizm modelowy w ba-
daniach nad wydzielaniem biatek [Beckerich i in. 1998] oraz peroksysomami [Titoren-
ko i in. 2000]. Posrod wielu uzytecznych cech tego gatunku za niekorzystne uznaje si¢
brak wzrostu na dwucukrach, takich jak laktoza czy sacharoza [Madzak i in. 2005, Van
den Temple i Jakobsen 2000]. Substraty te sa bowiem niedrogie i nawet otrzymane na
duza skale sa stosunkowo czyste chemicznie, gwarantujac optacalno$¢ produkcji hetero-
logicznego bialka.

Celem podjetych badan byla ocena wplywu wybranych zrodet wegla: kwasu
oleinowego, kwasu octowego, etanolu, glicerolu, heksadekanu oraz glukozy na indukcje
promotoréow wprowadzonych z genem LacZ do genomu drozdzy Y. lipolytica. Indukcje
oceniano poprzez wzrost transformantdw w obecnosci laktozy i1 aktywnos¢ B-galakto-
zydazy.

MATERIALY I METODY

Mikroorganizmy. Przedmiotem badan byto trzynascie zmodyfikowanych gene-
tycznie szczepow drozdzy Yarrowia lipolytica Pold udostgpnionych przez Instytut
Mikrobiologii Uniwersytetu Technicznego w Dreznie oraz dziki szczep Y. lipolytica
A-101 z kolekcji kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Wyszczegolnione w tabeli 1 szczepy Y. lipolytica Pold
otrzymali Juretzek i in. [2000] w oparciu o szczep wyjsciowy Y. lipolytica Pold
(MATA LEU2 ura3-302) na drodze transformacji plazmidami wprowadzajacymi se-
kwencje genu LacZ znajdujacego si¢ pod kontrola jednego z indukcyjnych promotoréw
nastepujacych genow: liazy izocytrynianowej (pICL1), oksydazy acylo-CoA (pPOX2),
regulatora szlaku glioksalowego (pGPR1), dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego (pG3PB1, pG3PB2) badz pod kontrolg hybrydowego promotora pXPR2c, ak-
tywnego konstytutywnie, podczas wzrostu drozdzy.

Hodowle stacjonarne prowadzono w 50 ml kolbach Erlenmayera zawierajacych
10 ml syntetycznego podioza ptynnego z tiaming (MMT) z dodatkiem 1% laktozy jako
zrédla wegla oraz 20 mgxl'1 uracylu, przez 96 godzin, w temperaturze 28 °C stosujac
180 rpm. Jako czynnik indukujacy poszczegoélne promotory warunkujace ekspresjg
genu LacZ wykorzystano odpowiednie zrodta wegla w ilosci 0,01%; 0,1% lub 1% do-
dane do hodowli przegtodzonych komoérek. Wzrost oraz rozmnazanie komoérek obser-
wowano w preparatach przyzyciowych wykonywanych co godzine, poczawszy od prze-
niesienia dwudziestogodzinnego inokulum do podloza zawierajacego 1% laktozy.
W tabeli 2 zestawiono promotory i indukujace je zrédla wegla. Dziki szczep
Y. lipolytica A-101 wyrastajacy na glukozie, glicerolu i heksadekanie stanowil pozy-

tywna kontrole.
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Tabela 1. Szczepy Y. lipolytica
Table 1. Y. lipolytica strains

Numer Yarrowia lipolytica Genotyp w dokcl)llr)rintach
Number Genotype Description in
documents

1. Pold (pLG3) clone 1 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPgsk. Klon 1

2. Pold (pLG3) clone 2 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPgsk.. Klon 2

3. Pold (pLG3) T3 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPgk.. T3

4. Pold (pLG3) T4 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPgk.. T4

5. Pold (LacZ) T13 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ (to be T13

clarified)
6. Pold (pI- MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ- T5
NA354lacZ-GFPSKL) TS5 GFPSKL

7. Pold (pINA354b-POX2) MATA LEU2 ura3-302 pPOX2-lacZ POX2

8. Pold (pINA354b-ICL1) MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ ICLI1

9. Pold (pINA354b-G3PB1) MATA LEU2 ura3-302 pG3PB1-lacZ G3PB1

10. Pold (pINA354B-G3PB2) MATA LEU2 ura3-302 pG3PB2-lacZ G3PB2

11. Pold (pINA354b-GPR1) MATA LEU2 ura3-302 pGPR1-lacZ GPR1

12. Pold (pINA354b-XPR2c) MATA LEU2 ura3-302 pXPR2c-lacZ XPR2c¢ = hp4d

13. Pold L Clone 12 MATA LEU2 ura3-302 Clonel2 (rodzic/
parent)

14. A-101 Szczep dziki (LEU2 URA3) A-101

Wild type (LEU2 URA3) (dziki/wild)

Dla wybranych szczepow drozdzy kolejne hodowle przeprowadzono w aparacie do
mikrohodowli BioscreenC. 50 pl inokula, o gestosci optycznej (ODssonm) W zakresie
0,23-0,25 wprowadzono do 300 pl ptynnego podioza syntetycznego z tiaming (MMT)
zawierajacego 1% laktozy jako glowne zrédlo wegla oraz 20 mgxl" uracylu. Do ho-
dowli dodano induktor: 0,1% kwas oleinowy do indukcji promotoréw: pICL1, pPOX2,
pG3PBI1, pG3PB2; 0,1% heksadekan do indukcji pGPR1 i 0,01% glukozy do hodowli
szczepu z pXPR2c. Hodowle prowadzono 72 h w temperaturze 28 °C, z wstrzasaniem.
Dla kazdego wariantu wykonano 3 powtdrzenia. Wzrost poszczegdlnych szczepow
okreslono na podstawie pomiaréw OD (420-580 nm).

Test ONPG. Obecno$¢ [-galaktozydazy oceniano w oparciu o test ONPG
(o-nitrofenyl-b-D-galaktopiranozyd) — o wyniku pozytywnym s$wiadczyt z6tty produkt
hydrolizy ONPG — orto-nitrofenol. W 1 ml hodowli umieszczono krazek ONPG i inku-
bowano w temperaturze 35-37 °C przez okres 10 min — 24 h. Test ONPG przeprowa-
dzono przed i po sonifikacji préb z hodowli. Dezintegracj¢ ultradzwickami przeprowa-
dzono w calosci zawiesiny hodowlanej z zastosowaniem chlodzenia i pigciu pigtnasto-
minutowych cykli dezintegracji. Pozytywna kontrolg testu ONPG stanowila hodowla
E. coli, dlaktorej po 10 minutach obserwowano zo6lte zabarwienie mieszaniny reakcyjne;j.

Biotechnologia 6(4) 2007
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Tabela 2. Ocena wzrostu transformantéw Y. lipolytica w podtozu z 1% laktoza i induktorem
promotora
Table 2. Y. lipolytica transformants growth on 1% lactose and promoter inductor

Numer Szczep Induktor Wzrost 24/48 godzin
Number Strain Inductor Growth 24/48h
1. Klon 1 1% glicerol, 1% glycerol -/-
Clone 1 1% etanol, 1% ethanol +/-
2. Klon 2 1% glicerol, 1% glycerol -/-
Clone 2 1% etanol, 1% ethanol +/-
3. T3 1% glicerol, 1% glycerol -/-
1% etanol, 1% ethanol +/-
4. T4 1% glicerol, 1% glycerol -/-
1% etanol, 1% ethanol +/-
5. T13 1% glicerol, 1% glycerol -/-
1% etanol, 1% ethanol +/-
6. T5 1% glicerol, 1% glycerol +/+
1% etanol, 1% ethanol +/-
7. POX2 1% heksadekan, 1% hexade- -/-
cane
8. ICL1 1% glicerol, 1% glycerol +/+
1% etanol, 1% ethanol +/ +
9. G3PB1 1% glicerol, 1% glycerol +/+
1% glukoza, 1% glucose +/+
10. G3PB2 1% glicerol, 1% glycerol -/-
1% glukoza, 1% glucose -/+
11. GPR1 1% heksadekan, 1% hexade- -/-
cane
12. XPR2c¢ = hp4d 0,01% glukoza, 0,01% glu- +/+
cose +/-
0,1% glukoza, 0,1% glucose
13. Clone 12 (rodzic) 0,01% glukoza, 0,01% glu- +/+
Clone 12 (parent) cose -/-
1% glicerol, 1% glycerol -/-
1% heksadekan, 1% hexade-
cane
14. A-101 dziki (kontrola) 1% glukoza, 1% glucose +/+
A-101 wild type (control) 1% glicerol, 1% glycerol +++
1% heksadekan, 1% hexade- +++
cane

-/~ brak wzrostu na poczatku i na koncu hodowli — no growth at the beginning and the and of the culture,

+/+ staby wzrost podczas hodowli — poor growth during culture,

-/+  staby wzrost po 48 godzinach hodowli — poor growth after 48 h of the culture,

+/-  wzrost w oparciu o material zapasowy w komorce — growth on the basis of reserve material in the cell,

+++ bardzo dobry wzrost podczas pierwszych trzech dni hodowli — very good growth during first three days of culture.

Acta Sci. Pol.
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WYNIKI

Wyniki hodowli stacjonarnych w kolbach — zestawiono w tabeli 2. Sugeruja one in-
dukcje niektérych promotordw zastosowanymi zrodlami wegla. W obecnosci glicerolu
obserwowano wzrost szczepu Pold (pINA354b-LacZ-GFPSKL) TS5 oraz Pold
(pINA354b-ICL1) zawierajacego gen LacZ pod kontrolg promotora ICL1. Pozytywny
wplyw na wzrost szczepdw zawierajacych promotory pG3PBI1 i pG3PB2 (dehydroge-
nazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego) wykazano przy dodatku 1% glicerolu, 1% gluko-
zy lub 1% etanolu do podioza laktozowego. Natomiast szczepy zawierajace promotor
ICL1 opisane jako: klon 1, klon 2, T3, T4 oraz T13 w hodowli stacjonarnej nie wyko-
rzystaty laktozy do wzrostu w podtozu zawierajacym 1% glicerolu jako czynnik induku-
jacy ekspresje genu LacZ. Szczepy te, a takze szczep Pold (pINA354b-LacZ-GFPSKL)
T5 na podtozu zawierajacym 1% etanolu jako czynnik indukujacy rosty az do wyczer-
pania materialu zapasowego w komorce. Zaobserwowany wzrost mogtby by¢ wynikiem
hydrolizy laktozy, czyli ekspresji promotorow indukcyjnych, jednakze test ONPG nie
potwierdzit obecnos$ci -galaktozydazy. Dla zadnego z badanych transformantéw, na-
wet po 24-godzinnej inkubacji enzymatycznej i dezintegracji komorek, nie uzyskano
pozytywnego wyniku §wiadczacego o obecnosci aktywnej B-galaktozydazy.

Dodatek 1% heksadekanu pozostat bez wplywu na indukcj¢ promotora genu POX2
(oksydaza acylo-CoA) oraz promotora genu GPR1 (regulator szlaku glioksalowego).

W hodowli szczepu Pold (pINA354b-XPR2c¢) zawierajacego syntetyczny promotor
hp4d (XPR2c) zalezny od wzrostu komorek wykazano wzrost badanego szczepu juz
przy 0,01% dodatku glukozy. Wzrost oraz paczkowanie komdrek obserwowano w
preparatach przyzyciowych wykonywanych co godzing, poczawszy od przeniesienia
dwudziestogodzinnego inokulum do podtoza zawierajacego 1% laktozy. Wynika z nich,
ze komorki wykorzystaty do wzrostu zgromadzony materiat zapasowy (tab. 2).

W kolejnych hodowlach, w aparacie BioscreenC zmieniono zrédlo wegla indukuja-
ce promotory. Zastosowano 0,1% kwas oleinowy, induktor promotoréw: pICLI,
pPOX2, pG3PB1, pG3PB2, oraz 0,1% heksadekan jako induktor pGPR1 i 0,01% doda-
tek glukozy w hodowli szczepu z promotorem hp4d. W hodowli w aparacie BioscreenC
wykazano niski wzrost wszystkich badanych szczepow niezaleznie od zastosowanego
induktora. Wzrost szczepow serii Pold opisanych jako: klon 1, klon 2, T3, T4, T13,
(pINA354b-POX2) w podlozu z laktoza w obecnosci kwasu oleinowego nie przekra-
czal wartosci ODssy 0,2 (rys. 1A). Najsilniej indukowane byly promotory ICL1 oraz
POX2, z wyjatkiem dwoch szczepéw Pold (pINA354b-ICL1) i Pold (pINA354b-
-LacZ-GFPSKL) TS. Indukcja promotoréw pG3PB1 i pG3PB2 byla mniejsza: obser-
wowano dwukrotnie nizszy wzrost, a szczep Pold (pINA354b-G3PB1) zawierajacy
promotor pG3PB1 wyrastat najstabie;j.

Rownolegle, w hodowli szczepéw w obecnosci 0,1% heksadekanu jako czynnika
indukujacego wykazano staby wptyw tego zrodta wegla na indukcj¢ badanych promoto-
row (rys. 1B). Najsilniejszy jego wpltyw odnotowano dla promotora pGPRI1. Wzrost
szczepu Pold (pINA354b-GPR1) byt dwukrotnie wyzszy niz pozostatych.

W hodowli szczepu Pold (pINA354b-XPR2c) zawierajacego promotor syntetycz-
ny hp4d zaobserwowano dobry wzrost w podtozu z 0,01% oraz nieznaczny w obecno-
sci 0,1% glukozy. Wypadkowa krzywa wzrostu tego szczepu w obecnosci laktozy
wskazuje na wykorzystanie jedynie glukozy (rys. 1C).
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Rys. 1. Wazrost szczepéw na podtozach z laktoza i zrodtem wegla indukujacym ekspresje genu
LacZ: A — kwasem oleinowym, B — heksadekanem, C — glukoza
Fig. 1. Growth of strains on medium with lactose and source of carbon for induction of LacZ

gene expression: A — oleic acid, B — heksadecan, C — glucose
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DYSKUSJA

Naturalne izolaty drozdzy Yarrowia lipolytica nie zawieraja genu -galaktozydazy,
a tym samym nie sg zdolne do hydrolizy laktozy i wzrostu, gdy stanowi ona jedyne
zrédto wegla. Zespot naukowy Uniwersytetu Technicznego w Dreznie na drodze trans-
formacji oraz rekombinacji wprowadzil do genomu szczepu Y. lipolytica Pold kasete
zawierajaca sekwencj¢ wybranego promotora (naturalnego badz hybrydowego) oraz
znajdujaca si¢ pod jego kontrola sekwencje¢ genu reporterowego LacZ [Juretzek i in.
2000]. Zespol, oceniajac obecnos¢ niebieskich kolonii w podtozu YPD z X-gal, otrzy-
mat zestaw transformantow rézniacych si¢ wprowadzonym promotorem warunkujacym
ekspresj¢ genu LacZ. Wedlug autorow najsilniejszymi promotorami, tatwo indukowa-
nymi tanimi zrodtami wegla sa POX2, ICL1, POTI1. Niemniej, otrzymane przez
Juretzek i in. [2000] wyniki nie sa jednoznaczne. Hodowle w podtozu statym nie po-
twierdzity wynikow z hodowli w podtozu plynnym, a indukcja promotoréw nie byla
trwata. Badacze tylko przez 3-5 godzin obserwowali efekt indukcji mierzony jako ak-
tywnos$¢ B-galaktozydazy, a w zestawieniu brak jest wynikow dla szczepu dzikiego.
Ponadto niemieccy uczeni nie badali wzrostu otrzymanych transformatéw przy zasto-
sowaniu laktozy jako glownego zrodta wegla. Wyniki przedstawione w tej pracy row-
niez nie sa jednoznaczne. Wzrost badanych szczepow prawdopodobnie nie jest wyni-
kiem ekspresji promotordw i hydrolizy laktozy. Mdgl on by¢ spowodowany wykorzy-
staniem do wzrostu indukcyjnych zrédet wegla. Gestos¢ hodowli, mierzona jako OD,
mogla by¢ wynikiem wzrostu nawet na 0,01% glukozie. Jej warto$¢ jest bowiem po-
rownywalna do wartosci otrzymanych w innych badaniach [Robak 2002]. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze szczep rodzicielski nie korzystat z glicerolu, a w przypadku trzech
transformantéw obserwowano wzrost w podtozu zawierajacym glicerol i laktozg. Bar-
dzo interesujace jest rowniez, ze niektore genetycznie transformowane szczepy rosna,
gdy w podtozu obecna jest laktoza i drugie zrodto wegla (glicerol, etanol), a inne nie.
Dlaczego? W szczepach Pold (pINA354lacZ-GFPSKL) TS5, Pold (pINA354b-ICL1)
oraz Pold (pINA354b-G3PB1) laktoza obecna w podtozu wywarta prawdopodobnie
wplyw na metabolizm drugiego zrodta. Ostatnio opisano brak wzrostu mutantow
Y. lipolytica w podtozach z dwoma zrédtami wegla: z octanem i glicerolem oraz z octa-
nem i etanolem [Robak 2007]. Szczepy te wyrastalty przynajmniej na jednym z tych
zrodet, gdy byt on jedynym substratem i wyrastaty, gdy w podtozu byta glukoza i octan.
W analizowanym problemie poruszonym w pracy sytuacja jest odwrotna. Dodatek lak-
tozy umozliwil wykorzystanie glicerolu i etanolu. Te intrygujace spostrzezenia wyma-
gaja dalszych szczegdtowych badan.

Brak wzrostu na laktozie moze by¢ tlumaczony brakiem u badanych szczepdéw po-
zostalych genow bakteryjnego operonu laktozowego. Szczegélnie brak permeazy lakto-
zowej (LacY) odpowiedzialnej za transport laktozy do wnetrza komorki [Juretzek i in.
2000] moze by¢ w tym przypadku wazny. Brak transacetylazy tiogalaktozydowej
(LacA) ma mniejsze znaczenie. Niektore dzikie szczepy Y. lipolytica korzystaja z ga-
laktozy [Barnett i in.1983] i drozdze te musza mie¢ system aktywacji tego monosacha-
rydu. Natomiast brak aktywnosci f-galaktozydazy w komorkach transformantow $wiad-
czy jednoznacznie, ze nie doszto do indukcji promotoréw. Ekspresja genu LacZ nie
zalezy od obecno$ci permeazy.
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POSDUMOWANIE

Pomimo obecnosci w podtozu substancji niezb¢dnych do indukcji promotoréw ba-
dane transformanty drozdzy Yarrowia lipolytica Pold, po modyfikacji genetycznej
polegajacej na wprowadzeniu genu LacZ kodujacego B-galaktozydaze, nie byly zdolne
do wykorzystania laktozy do wzrostu. Zauwazony staby wzrost niektorych transforman-
tow w hodowli stacjonarnej byl prawdopodobnie wynikiem wykorzystania do wzrostu
nie laktozy, a dodanego w duzej ilosci (1%) drugiego zrédia wegla stosowanego do
indukcji promotoréow. Jedna z przyczyn braku wzrostu na laktozie moze by¢ brak per-
meazy umozliwiajacej transport laktozy do wngtrza komdrki. Nie thumaczy to jednak,
dlaczego przeprowadzony test ONPG nie potwierdzit ekspresji genu LacZ u zadnego z
badanych szczepow.
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EVALUATION OF YARROWIA LIPOLYTICA
TRANSFORMANTS GROWTH ON LACTOSE

Abstract. The aim of the study was the evaluation of induction by: oleic acid, ethanol,
glycerol, hexadecane and glucose of promoters introduced with gene Lac Z into Yar-
rowia lipolytica genome. Induction effects were estimated by the growth of 12 trans-
formants on lactose and by the measurement of B-galactosidase activity. Despite the pre-
sence of suitable promoters inductors in the medium tested yeasts clones were unable to
utilize lactose for their growth. Weak growth observed for some clones, was probably
caused by inductors utilization as C source. Especially that the ONPG test did not con-
firmed LacZ gene expression in any of studied strains.

Key words:. Yarrowia lipolytica, LacZ, lactose

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 18.12.2007

Biotechnologia 6(4) 2007






UM Pg
4o

Rl vs B
2 ACTA 2 Acta Sci. Pol., Biotechnologia 6(4) 2007, 31-37

WPLYW MAKROELEMENTOW
NA PROCES BIOSYNTEZY KWASU CYTRYNOWEGO
Z GLICEROLU PRZEZ ASPERGILLUS NIGER W78B

Ewa Forys, Waldemar Podgoérski, Marta Kaczynska

Akademia Ekonomiczna we Wroctawiu

Streszczenie. Celem autoréw pracy byto zbadanie mozliwosci wykorzystania glicerolu w
procesie biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep Aspergillus niger W78B oraz usta-
lenie optymalnego stgzenia makroelementéw w podtozu dla tego procesu. Hodowle pro-
wadzono technika hodowli wstrzasanej w podtozach syntetycznych z gliceryna jako sub-
stratem, rozcienczong woda wodociagowa i uzupelionych zrédtami makroelementow. W
wyniku badan ustalono, ze optymalne stezenia NH,;NO3;, KH,PO, i MgSO,-7H,0 wyno-
sza odpowiednio: 2,48, 0,3 i 0,3 g dm™. W tych warunkach uzyskano ponad 59 g dm™
kwasu cytrynowego tworzacego si¢ z wydajnoscia (Yps) 0,39 g g i produktywnoscia
(Qp) 0,99 g dm™ h™'. Jedynym produktem ubocznym powstajacym w sladowych ilosciach
w czasie badanego procesu byt kwas szczawiowy.

Stowa kluczowe: kwas cytrynowy, glicerol, biodiesel, Aspergillus niger, bioutylizacja

WSTEP

Ustawa o biopaliwach i biokomponentach ciektych [2006] naktada obowiazek sto-
sowania biokomponentéw i paliw odnawialnych w paliwach ciektych i biopaliwach.
Zgodnie z obecnie obowigzujacym Rozporzadzeniem Rady Ministrow w tej sprawie
[2007] dodatek biokomponentéw do paliw powinien rosna¢ od 3,45% do 7,10% w la-
tach 2008-2013, by zgodnie z Dyrektywa UE [2003] w roku 2020 osiagnac¢ wartos¢
20% [Walisiewicz-Niedbalska i in. 2006]. W najblizszych latach nastapi wigc zwigk-
szenie produkcji biopaliw w Polsce, a ilos¢ powstajacego odpadowego glicerolu przy
produkcji biodiesla przekroczy znacznie jego rynkowe zapotrzebowanie [Lesisz i Pindel
2006]. Do tej pory rozpoznane mozliwos$ci zagospodarowania tego odpadu ograniczone
sa gldwnie do otrzymywania gliceryny bezwodnej i kosmetycznej [Rymowicz i in.
2005]. Problemy z zagospodarowaniem gliceryny beda wplywaé znaczaco na efektyw-
nos¢ ekonomiczng produkcji biopaliw [Tecza i in. 2006]. Konieczne jest zatem poszu-
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Rolno-Spozywczych, Instytut Chemii i Technologii Zywnosci, Akademia Ekonomiczna we
Wroctawiu, ul. Komandorska 118-120, 53-345 Wroctaw, ewa.forys@ae.wroc.pl
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kiwanie nowych kierunkéw wykorzystania powstajacego odpadowego glicerolu, mig-
dzy innymi jako sktadnika podlozy hodowlanych w procesach biotechnologicznych.
Jednym ze znaczacych kierunkow jego zagospodarowania moze by¢ zastapienie nim
drogich substratow, a wigc cukru biatego, skrobi czy syropdéw glukozowych, w procesie
biosyntezy kwasu cytrynowego. Mozliwos¢ takiej substytucji jest obecnie w fazie badan
laboratoryjnych [Levinson i in. 2007, Imandi i in. 2007, Papanikolaou i in. 2002]. Lite-
ratura tematu charakteryzuje si¢ jednak brakiem doniesien dotyczacych produkcji kwa-
su cytrynowego przez plesnie z rodzaju Aspergillus, pomimo ze szczepy z gatunku
Aspergillus niger uznawane sa za najlepszego producenta tego kwasu.

Celem autorow pracy byto zbadanie mozliwosci wykorzystania glicerolu jako jedy-
nego zrddla wegla i energii w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep
Aspergillus niger W78B oraz ustalenie optymalnego stgzenia makroelementow w pod-
tozu dla tego procesu.

MATERIAL I METODY

Drobnoustroje i warunki hodowli

W badaniach stosowano szczep 4. niger W78B pochodzacy z kolekeji Instytutu
Chemii i Technologii Zywnosci Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu. Hodowle
prowadzono na podtozach syntetycznych z gliceryna (99,5%), rozcienczona woda wo-
dociagows do stezenia 150 g dm™. Podtoza uzupetiano zrédtami makroelementow w
postaci: NH4;NO;, KH,PO, i MgSO,7H,0. Odczyn podlozy ustalono kwasem mineral-
nym na poziomie 2,8 jednostek pH. Hodowle prowadzono przez 20 dni w temperaturze
30 °C w kolbach o pojemnosci 750 cm® wypetnionych 125 cm® podtoza umieszczonych
na wstrzasarce posuwisto-zwrotnej o czestotliwosci 148 ruchéw - min i amplitudzie
3,5 cm.

Metody analityczne

Kwasy organiczne oznaczano za pomocg wysoko sprawnej chromatografii cieczo-
wej HPLC (Perkin Elmer) przy uzyciu kolumny Aminex HPX-87H (Bio-Rad Lab.,
Richmond, Calif., USA) oraz detektora UV/VIS o dlugosci fali 210 nm (Perkin Elmer).
Faza mobilna byt 5 mM H,SO,. Szybko$¢ przeptywu wynosita 0,6 cm’ min™, a tempe-
ratura 20 °C. Stgzenie biomasy oznaczano przez odfiltrowanie i suszenie w temperatu-
rze 105 °C do stalej masy.

Metody statystyczne

Do planowania wariantéw badawczych zastosowano statystyczng metod¢ optymali-
zacji eksperymentéw w postaci Centralnego Planu Kompozytowego Boxa-Wilsona. Do
opracowania wynikéw stosowano system analizy danych STATISTICA, wersja 7.1.
StatSoft, Inc. (2005).

WYNIKI I DYSKUSJA

Sktad chemiczny podtozy syntetycznych w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego
jest na ogot modyfikacja medium stosowanego przez Shu i Johnsona [1948]. Autorzy ci
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okreslili podstawowe skladniki pozywki niezbgdne dla efektywnej biosyntezy tego
metabolitu, stwierdzajac, ze poza zrodtem wegla podtoza ptynne powinny byé uzupet-
niane w: NH4NO;, MgS0,-7H,0, KH,PO, oraz cynk i zelazo. Stosujac zamiast wody
destylowanej wod¢ wodociagowa, ktora posiada zazwyczaj wystarczajaca ilos¢ mikro-
elementow, sktad podtoza ulega dalszemu uproszczeniu, nie wymagajac dodatku jonow
cynku i zelaza [Le$niak i in. 2002, Podgérski 2005].

Jako zrodto wegla i energii powszechnie stosowane sg weglowodany. W badaniach
bedacych przedmiotem niniejszej pracy w miejsce cukrow zastosowano glicerol. W celu
zbadania mozliwosci jego wykorzystania w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego
postuzono si¢ statystyczng metoda planowania eksperymentdw z zastosowaniem cen-
tralnego planu kompozycyjnego Boxa-Wilsona [Fory$s i Podgorski 2004]. Stosujac
wod¢ wodociagowa optymalizowano stezenie makroelementow w podiozu, bedacych
zrédlem azotu, siarki, magnezu i fosforu. Sktady podtozy w poszczegolnych wariantach
fermentacyjnych prezentuje tabela 1.

Tabela 1. Sktady podtozy hodowlanych
Table 1. Composition of the fermentation medium

Wariant Makroelementy w podtozu [g dm™]
Variant Opis wariantow Macroelements in medium [g dm™]
E:; Variants definition NH,HO; KH,PO, MgSO47H:0
1 0.60 0.10 0.10
2 0.60 0.10 0.50
3 0.60 0.50 0.10
4 punkty czynnikowe 0.60 0.50 0.50
"5 factorial points 2.00 0.10 0.10
6 2.00 0.10 0.50
7 2.00 0.50 0.10
8 2.00 0.50 0.50
9 0.12 0.30 0.30
10 248 0.30 0.30
11 punkty gwiezdne 1.30 0.00 0.30
12 star points 1.30 0.64 0.30
13 1.30 0.30 0.00
14 1.30 0.30 0.64
15 punkty centralne 1.30 0.30 0.30
16 center points 1.30 0.30 0.30

Zrédto: badania whasne

Wyniki badan przedstawione w tabeli 2 mozna bylo opisa¢ nastgpujacym rowna-
niem kwadratowym:

[CAJ = 31,8 - 26,4/N] + 10,5/N]J> +145,3[P] - 141,5/P]> - 80,3/ Mg] + )
121,6/Mg]* - 20,6/N][P] + 34,6/N][Mg] - 117,2[P][Mg]

gdzie nawiasy oznaczaja stezenie produktu oraz makroelementéw w podiozu w g dm™.
Rownanie (1) stwarza mozliwos¢ kalkulacji teoretycznych wartosci stgzenia produk-

tu, ktore powinny by¢ uzyskane w poszczegolnych wariantach hodowlanych (tab. 2 —
kwas cytrynowy, wartosci spodziewane).
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Tabela 2. Wyniki procesu biosyntezy kwasu cytrynowego dla poszczegdlnych wariantow
hodowlanych
Table 2. Results of citric acid biosynthesis in the fermentation medium variants

War- Kwas szczawiowy
iant Kwas cytrynowy (CA) [g dm™] (OA) [g dm™] -
Var- Citric acid (CA) [g dm"] Oxalic acid (OA) Hom"ferrﬁj‘]‘?tywn"sc Biomasa
: 3 o]: 3
lant ot [g dm”] Chemical selectivity I[B%Odnlils]s
Nr merj‘l};_ Spodzie- Roznica Otrzymane [%]: [g dm?]
. +
No Ob- E wane Difference Obtained CA 100/ (CA+O0A)
. xpected
tained
1 38,2 25,7 12,5 0,1 99,7 9,9
2 41,2 26,4 14,8 0,1 99,8 9,7
3 48,2 40,2 8,0 0,1 99,8 9,7
4 28,2 22,1 6,1 0,2 99,3 3,8
5 30,1 28,9 1,2 0,6 98,0 9,6
6 48,2 48,9 -0,7 0,8 98,4 11,8
7 24,3 31,8 -7,5 0,1 99,6 13,0
8 27,9 33,1 -5,2 0,2 99,3 12,2
9 15,4 36,4 -21,0 0,2 98,7 2,5
10 59,1 48,3 10,8 0,4 99,3 11,4
11 0,0 15,5 -15,5 0,0 - 0,1
12 12,9 10,9 2,0 0,1 99,2 11,3
13 32,2 38,0 -5,8 0,1 99,7 16,2
14 37,1 42,7 -5,6 0,3 99,2 14,7
15 20,1 27,8 -1,7 0,1 99,5 17,3
16 37,5 27,8 9,7 0,8 97,9 15,6

Zrédto: badania wlasne

Najwyzsze stezenie produktu (59,1 g dm™) uzyskano w wariancie 10 hodowli w
podtozu o sktadzie: NH,NO; 2,48 g dm™, KH,PO, 0,3 g dm™, MgSO,-7H,0 0,3 g dm™.
Wedhig zastosowanej metody wynik rzeczywisty obarczony byl bledem i réznil si¢ od
warto$ci spodziewanej o ponad 10 g dm™. Warto$¢ spodziewana stezenia kwasu cytry-
nowego dla tego wariantu wyniosta 48,3 g dm™. Wysokie rzeczywiste stezenia produktu
48,2 ¢ dm'3) uzyskano réwniez w wariantach: 3 (NH4,NO; 0,6 g dm’3, KH,PO,
0,5 g dm™, MgSO,7H,0 0,1 g dm™) i 6 (NH,;NO; 2,0 g dm>, KH,PO, 0,1 g dm™,
MgSO,-7H,0 0,5 g dm™). Zgodnie z modelem ilo$¢ kwasu cytrynowego w tych warian-
tach powinna wynie$é¢ odpowiednio: 40,2 g (wariant 3) i 48,9 g dm™ (wariant 6). Wynik
rzeczywisty procesu w wariancie nr 6 charakteryzowat si¢ ponadto wysoka korelacja z
warto$cia spodziewana. Roznica byta nizsza od 1 g dm™ (0,7).

Oproécz wariantdw maksymalizujacych wydajnos¢ produktu interesujaca wydaje si¢
by¢ analiza efektow niedoboru okreslonych makroelementéw w podtozu. I tak w wa-
riancie 11 hodowli, charakteryzujacym si¢ brakiem fosforu, zaobserwowano brak roz-
woju grzybni i w konsekwencji zerowa nadprodukcj¢ kwasu cytrynowego. Wynik ten
zostal przez model statystyczny uznany za btedny. Wartos¢ spodziewana stgzenia pro-
duktu ksztaltowata si¢ na poziomie 15,5 g dm>. Jeszcze wigkszym odchyleniem warto-
$ci rzeczywistej od spodziewanej, wynoszacym 21 g dm™, charakteryzowat si¢ wynik
uzyskany w wariancie 9 hodowli (NH;NO; — 0,12 g dm?, KH,PO, — 0,3 g dm?,
MgSO,47H,0 — 0,3 g dm™).

Powtorzenie wykonanych eksperymentdw (tab. 2) potwierdzitlo poziom uzyska-
nych wartosci rzeczywistych stgzenia produktu, dokumentujac, ze zwlaszcza obecnosé
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fosforu w podtozu jest czynnikiem krytycznym efektywnosci przebiegu catego procesu.
Stwierdzono rowniez, ze zbyt niskie st¢zenie azotu ma podobne oddziatywanie do limi-
tujacych wartosci stezenia fosforu. Zastosowanie NH,NO; w ilosci 0,12 g dm™, a wiec
st¢zenia na poziomie co najmniej 5-krotnie nizszym niz w pozostalych wariantach
(wariant 9), wptyneto na okoto 4-krotne ograniczenie wzrostu biomasy (2,5 g dm™) w
stosunku do wariantu optymalnego i w konsekwencji niskie, wynoszace 15,4 g dm>,
wartos$ci stgzenia otrzymanego produktu. Oddziatywanie magnezu i siarki na przebieg
procesu nie byto tak krytyczne. Brak dodatku do podtoza tych makroelementéw ograni-
czat przyrost produktu o okoto 5 g dm™ (wariant 13 i 14).

Uzyskane w badaniach i przedstawione w tabeli 2 zaleznosci zwracajgq uwage na po-
trzeb¢ doglebnej analizy wynikéw 1 weryfikacji wnioskéw sugerowanych przez stoso-
wane metody statystyczne. Wynika z nich, ze model matematyczny trzeba traktowac z
rezerwa, jako ze stosowanie matematyki do procesow zyciowych nie zawsze odzwier-
ciedla i przewiduje zachowanie drobnoustrojow, zwlaszcza w warunkach ekstremal-
nych. Model statystyczny nie byl w stanie uzna¢ za prawidtowy wynik procesu, w kto-
rym nastgpuje catkowite zatamanie opisywanego rownaniem (1) trendu na skutek dra-
matycznego niedoboru okreslonego skladnika, warunkujacego zachowanie podstawo-
wych reakcji metabolicznych hodowanych drobnoustrojow [Forys$ i Podgoérski 2004].

Prezentowane w tabeli 2 wyniki, oprocz wysokiego poziomu ilosci otrzymanego
produktu, dokumentuja takze wysokie wartosci wspotczynnikow homofermentatywno-
$ci prowadzonego procesu, ktore ksztattowaly si¢ w zakresie 97,9-99,8%. Jedynym
produktem ubocznym byt kwas szczawiowy tworzacy si¢ w ilosci nie przekraczajacej
0,8 g dm™. Taka selektywno$¢ chemiczna procesu biosyntezy jest znacznie lepsza od
pozioméw prezentowanych w literaturze przez innych badaczy [Levinson i in. 2007,
Rymowicz i in. 2005].

WNIOSKI

Glicerol w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego okazat si¢ dobrym zrodtem we-
gla i energii dla badanego szczepu A. niger W78B. Hodowle z udzialem tego substratu
charakteryzowaly si¢ wspdtczynnikiem homofermentatywnosci na poziomie wyzszym
od 97%. Jedynym produktem ubocznym procesu byt kwas szczawiowy tworzacy si¢ w
ilosci nie wyzszej niz 0,8 g dm”. Najlepsze wyniki bioprocesu — blisko 60 g dm™ —
kwasu cytrynowego uzyskano w wariancie podloza zawierajacym: 2,48 g dm”
NH4NO;,ipo 0,3 g dm” KH,PO, i MgSO,4-7H,0. Brak fosforu w podtozu byt czynni-
kiem krytycznym wzrostu biomasy, catkowicie eliminujac takze nadprodukcj¢ kwasu
cytrynowego. Istotnym skltadnikiem podloza okazal si¢ réwniez azot. Hodowla realizo-
wana w wariancie ze zbyt niskim st¢zeniem tego makroelementu (0,12 g NH,;NO; dm™)
charakteryzowala si¢ zbyt stabym wzrostem biomasy i w konsekwencji niskimi warto-
$ciami stezenia produktu. Obecno$¢ soli magnezu i siarki w podlozu nie byta krytyczna
dla przebiegu procesu. Brak dodatku do podloza tych makroelementéw ograniczal przy-
rost produktu o okoto 5 g dm™.

Przeprowadzone badania pozwalaja z optymizmem patrze¢ na mozliwo$¢ zastoso-
wania odpadowego glicerolu z produkcji biodiesla do produkcji kwaséw organicznych
po przeprowadzeniu odpowiednich prac badawczych z jego uzyciem.
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INFLUENCE OF MACROELEMENTS
ON BIOSYNTHESIS OF CITRIC ACID BY ASPERGILLUS NIGER W78B
WITH GLICEROL AS A CARBON SOURCE

Abstract. The aim of the work was to study the possibility of glycerol utilization for citric
acid biosynthesis with Aspergillus niger W78B strain and determining the optimum mac-
roelements concentration in synthetic medium for this process. The experiments were car-
ried out in shaken flasks on medium containing glycerin as a substrate diluted with tap
water and supplemented with macroelements. The maximum product formation occured
in medium variant containing 2,48 g dm™ NH,NO3, 0,3 g dm™ KH,PO, and 0,3 g dm?
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MgSO,7H,0. In these conditions 59,1 g dm™ of citric acid was obtained with yield factor
(Ypss) equiled 0,39 g g and productivity Qp 0,99 g dm™ h™'. Bioprocesses were characte-
rized by high chemical selectivity as only accompanying acid was oxalic one, present in
trace amount in fermentation broth.

Key words: citric acid, glycerol, biodiesel, Aspergillus niger, bioutilization
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