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KOSMOS, 1989, 38(1): 3

OD REDAKCJI

Zgodnie z wcześniejszą zapowiedzią, kolejny numer KOSMOSU

poświęcamy współczesnej biotechnologii. Poprzednio (Kosmos t. 36
nr 2/1987) prezentowaliśmy wybrane zagadnienia dotyczące m.in zasto­
sowania metod i technik inżynierii genetycznej w produkcji białek lecz­
niczych i szczepionek, a także w diagnostyce dziedzicznie uwarunkowa­
nych chorób ludzi i zakażeń wirusowych roślin, biotechnologii antybio­
tyków, mikrobiologicznej utylizacji celulozy i inżynierii enzymatycznej.
Obecnie przedstawiamy problematykę przemysłowych biotechnologii en­
zymatycznych, biosyntezy witamin oraz chemicznych systemów obron­
nych roślin. Artykuły dotyczące dwóch pierwszych dziedzin opracowane

zostały, na zaproszenie Redakcji, przez współpracowników Instytutu
Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej, pod kierunkiem dyrektora
Instytutu i kierownika Centralnego Programu Badań Podstawowych
„Doskonalenie procesów technologicznych” — prof. dr Edwarda Galasa.

Artykuł prof. dr Andrzeja Zabży o chemicznych systemach obronnych
roślin kończy prezentację problematyki badawczej, mieszczącej się w

Centralnym Programie badawczo-Rozwojowym „Molekularne podstawy
biotechnologii", której poświęcony był wspomniany poprzedni zeszyt
KOSMOSU. Prof. dr Andrzej Zabża jest kierownikiem części tego pro­
gramu, dotyczącej nisko cząsteczkowych regulatorów funkcjonowania
organizmów.
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EDWARD GALAS

instytut Biochemii Technicznej
Politechnika Łódzka

TECHNOLOGIA ENZYMOWA

Technologia enzymowa zajmuje się przemysłowym wykorzystaniem
preparatów enzymatycznych o mniejszym lub większym stopniu czys­
tości. Prace dotyczące właściwości, wytwarzania i zastosowania enzy­
mów w przemyśle prowadzone są w Polsce głównie w Instytucie Bio­
chemii Technicznej Politechniki Łódzkiej oraz we współpracujących
z nim laboratoriach wyższych uczelni, w ramach CPBP: „Doskonalenie
procesów biotechnologicznych”.

Zastosowanie enzymów w przemyśle zostało zapoczątkowane ponad
30 lat temu. W tym okresie nastąpił w tej dziedzinie duży postęp, czego
dowodem jest chociażby wzrost wartości rynkowej enzymów przemysło­
wych do ponad 1 mld dolarów USA, głównie dzięki wprowadzeniu pro-
teinaz serynowych do detergentów. Stanowią one obecnie najważniejszą
grupę enzymów przemysłowych. Powodzenie proteinaz detergentowych
wynika z niemożności ich zastąpienia innymi środkami. Są one endo-

peptydazami o wysokiej proteolitycznej aktywności i niskiej specyficz­
ności. Ich cząsteczki zachowują stabilność w środowisku alkalicznym
i posiadają optimum pH w przedziale 9,0-11,0. Nie wymagają dla swo­
jej aktywności metali. Jest to bardzo ważna właściwość, ponieważ umoż­
liwia stosowanie proteinaz serynowych w środkach piorących, zawiera­
jących związki kompleksotwórcze, jak np. tripolifosforany. Światowa

produkcja proteinaz serynowych do środków piorących wynosi ok.

500 ton, w przeliczeniu na czyste białko. Handlowe preparaty zawierają
3-6% tego enzymu (tab. 1). Badania nad opracowaniem krajowej tech­
nologii produkcji detergentowej proteinaz są prowadzone w Instytucie
Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej przez dra T. Trzmiela i in­
nych pracowników tego instytutu i osiągnęły laboratoryjnie wielką ska­
lę, tzn. objętość 80 litrów podłoża hodowlanego. We współpracy z Insty­
tutem Chemii Przemysłowej stwierdzono, że nasz enzym, produkowany
na podstawie szczepu Bacillus, wyselekcjonowanego przez nas, w pełni
odpowiada wymaganiom stawianym przez producentów środków piorą­
cych i nie ustępuje enzymom importowanym ze strefy dolarowej.
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Tabela 1

Zawartość białka i cena (w markach RFN) niektórych handlowych
preparatów enzymatycznych s

Enzym

Względna cena

DM/kg
czystego białka

enzymat.

% Enzymu
w preparatach

handlowych

Forma

fizyczna

Glukoamylaza 70 5-10 ciecz

a-Amylaza 550 1-2 ciecz

Proteinaza do

detergentów 350 3-6 granulki

Izomeraza glu­
kozowa 825 5-10

immobilizowa-

ne granulki

Rennina cielęca
(chymozyna) 14000 0,1-0,2 ciecz

Rennina

mikrobiolo­
giczna 1800 0,2-0,4 ciecz1

Instytut Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej czyni starania

o kontynuację badań w większej skali w zakładzie przemysłowym.
Serynowe proteinazy i metaloproteinazy są produkowane na skalę

przemysłową ze szczepów rodzaju Bacillus, podczas gdy kwaśne pro­
teinazy aspartylowe otrzymuje się z grzybów, głównie z hodowli Mucor
i Endothea. Wytwarzanie i zastosowanie alkalicznych proteinaz bakte­
ryjnych przedstawione jest w artykule Galasa i Trzmiela w niniejszej
publikacji. Nad otrzymywaniem i zastosowaniem proteinaz aspartylo-
wych w serowarstwie badania w Polsce prowadzi prof. Antoni Polanow-

ski w Instytucie Biochemii Uniwersytetu Wrocławskiego. Najbardziej
zbliżony swoimi właściwościami do koagulującego mleko enzymu ren-

niny, występującego w podpuszczę cielęcej, jest enzym z Mucor.

Potencjalne zapotrzebowanie na mikrobiologiczną renninę jest tak

duże, że w wielu ośrodkach prowadzi się w przyspieszonym trybie pra­
ce nad genetyczną konstrukcją szczepów o zwiększonej produktywności,
co pozwoli na stosowanie nie oczyszczonego enzymu.

Proteinazy serynowe znajdują coraz szersze zastosowanie również

W przemyśle skórzanym do usuwania okrywy włosowej podczas wypra­
wy skór. W Polsce na dużą skalę wykorzystuje się proces enzymatycz­
nej depilacji głównie w wyprawie skór świńskich. Drugim — równie

ważnym procesem —• jest zmiękczanie skór, tzn. nadanie im odpowied­
niej miękkości; coraz częściej osiąga się ten cel na drodze enzymatycz-
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nej, przeprowadzając ten proces w środowisku alkalicznym. W trady­
cyjnych technologiach depilację i zmiękczanie skór osiąga się przez ich

zamaczanie w roztworze Na2S w Ca(OH)2. Alkaliczne środowisko zmięk­
cza skórę, a Na2S atakuje wiązania S-S w keratynie niszcząc włos.

Proces - jest łatwy do kontroli, jednak wysokie stężenie NagS (2%) jest
niebezpieczne dla pracujących i stwarza poważny problem ścieków. Pro-

teinazy serynowe z Bacillus przeprowadzają te procesy z zadowalającą
szybkością nawet w bardzo niskim stężeniu. Uzyskuje się skórę o pięknej
i równej powierzchni. Rosnące wymagania w zakresie ochrony środo­
wiska, wysokie koszty usuwania Na2S powodują, że proces enzyma­
tyczny depilacji i zmiękczania skór zdobywa coraz szersze uznanie

w wielu krajach i utrwala się przekonanie, że enzymy znajdują po­
wszechne zastosowanie w przemyśle skórzanym do odwłasiania, odweł-

niania, rozmarzania, wyprawiania i uszlachetniania okryw włosowych
skór futerkowych.

Innym potencjalnym zastosowaniem enzymów jest zastosowanie pre­
paratów celulaz do degradacji materiałów celulozowych z wytworzeniem
glukozy lub cukrów ulegających fermentacji. Celuloza występuje w po­
łączeniu z ligniną i hemicelulozą w stosunku 4:3:3. W przyrodzie jest
ona degradowana przez enzymy bakterii, grzybów, owadów i zwierząt
na olbrzymią skalę (miliony ton dziennie).

Enzymatyczna hydroliza celulozy na skalę przemysłową do cukrów

fermentujących jest nadal tylko atrakcyjną możliwością. Hydroliza ne­
gatywnej celulozy przebiega pod działaniem kompleksu enzymowego

zawierającego celobiohydrolazę, endoglukanazę, egzo-l,4-P-glukozydazę
i P-glukozydazę (celobiazę). Rola egzo-l,4-P-glukozydazy w kompleksie
celulolitycznym była do niedawna niedoceniana. Problem ten omówiony
jest dalej przez Galasa, Pyć i Romanowską.

Szybkość hydrolizy natywnej celulozy jest mała, ponadto występuje
inhibicja przez produkt, który musi być usuwany ze środowiska reakcji.
Wydaje się, że rozwiązanie problemu sprowadza się do wyselekcjono­
wania nadproducentów celulaz o wyższej produktywności od obecnie

znanych i zwiększenia podatności substratu na atak enzymu. Można

przyspieszyć przebieg reakcji przez rozpuszczenie celulozy w odpowied­
nim solwencie i przeprowadzenie następnie enzymatycznego rozkładu

polisacharydu w roztworze lub po wytrąceniu w postaci zawiesiny. Ten

sposób zwiększenia szybkości nie znalazł zastosowania na większą skalę
mimo, że daje możliwość uzyskania glukozy z 90% wydajnością przy
stężeniu substratu do 10%. Stosowane dotychczas rozpuszczalniki: tri-

etanoloamina, wodorotlenek kadmu, kwas fluorowodorowy i mieszaniny:
winian sodowy, wodorotlenek sodu, siarczyn sodu, a także stężony kwas

siarkowy są zbyt drogie i obciążają środowisko. Tak więc decydującym



8 Edward Galas

problemem w hydrolizie celulozy Jest mała podatność substratu na atak

enzymu. Jeśli ten problem znajdzie rozwiązanie, można będzie oczeki­
wać, że enzymatyczna degradacja celulozy będzie równie atrakcyjnym
procesem, jak enzymatyczna depolimeryzacja skrobi.

Pektynazy znajdują zastosowanie w przemyśle przetwarzającym owo­
ce i warzywa. Najszerzej są wykorzystywane w klarowaniu soków pro­
dukowanych z jabłek, grusz i winogron, w których pektyny wywołują
zmętnienie i podwyższoną lepkość. Usunięcie pektyn z soków jest ko­
nieczne przed ich koncentracją. Obróbka pektynazą pulpy zwiększa
wydajność soku. Pektynazy drobnoustrojowe znajdują zastosowanie w.

klarowaniu win i w procesach maceracji surowców roślinnych, gdzie
w wyniku rozłożenia międzykomórkowej pektyny umożliwiają uzyska­
nie pojedynczych komórek z tkanek owoców i warzyw.

W Polsce produkuje się enzymy pektynolityczne na skalę przemysło­
wą. Pokrywają one w dużym stopniu zapotrzebowanie krajowe. Temat

ten szczegółowo omawia artykuł Galasa, Kubik i Turkiewicz.

Druga, duża rynkowo grupa enzymów, również klasyczna jak pro-

teinazy, to karbohydrazy. Są bezkonkurencyjne w procesach hydrolizy
skrobi. W ostatnim 20-łeciu hydroliza skrobi dla uzyskania syropów
o różnorodnym składzie osiągnęła największe znaczenie spośród wszyst­
kich procesów przemysłowych wykorzystujących enzymy (tab. 2). Szcze­
gółowa kombinacja enzymów i warunków daje produkty o ściśle okreś­
lonych fizycznych i chemicznych właściwościach. Podstawowe procesy

enzymatycznej degradacji skrobi, występującej w dwóch formach: amy-

lopektyny i amylozy, przedstawione są na rys. 1 i 2. Niektórym bakte­
ryjnym enzymom stosowanym w hydrolizie skrobi: a-amylazie i enzy­
mom rozszczepiającym wiązania a-l,6-glukozydowe poświęcone są od­
dzielne artykuły w tej publikacji: E. Galasa i T. Bobowicz-Lassocińskiej
oraz E. Galasa, E. Kwapisz i J. Polaka.

Tabela 2

Zastosowanie enzymów w różnych dziedzinach przemysłu

Detergenty: proteinaza, amylaza

Skrobia: amylaza, glukoamylaza, izomeraza glukozowa

Mleczarstwo: mikrobiologiczna chymozyna, pepsyna, rennina

Przemysł spirytusowy: amylaza, glukoamylaza

Przemysł owocowy: pektynazy

Piekamictwo: amylaza, proteinaza

Inne: browarnictwo, odwłasianie, białko, cukier
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Rys. 1. Schematyczna struktura fragmentów amylopektyny i amylozy, przedsta­
wiająca wiązania ulegające hydrolizie pod działaniem różnych enzymów. Krążki
oznaczają reszty glukozy, przekreślone krążki odpowiadają grukozie z wolną grupą

redukującą: -> 1,6-a- wiązania; — 1,4-a- wiązania

r

Roxqalqzione i łiniokie.

olLgosacharycty
tluko- I

atnijlaza.|

lGlukoza.
Łluko'

LŁomern-
xa

Syrop z wysoka,
%awartoia'a. fruktozy

Skrobia
j (dak,teryjna. oCairujlaza

Grzybowa

łululanaza

Liniowe olwyosacharijcty
| /b-amylaza

Maltoza

Maltoza i maltotrioza

Rys. 2. Przemysłowy proces hydrolizy skrobi

Innym roślinnym polisacharydem o przemysłowym znaczeniu jest
dekstran, w którym dominują wiązania a-l,6-glukozydowe. Enzymatycz­
na degradacja dekstranów w sokach cukrowniczych przedstawiona jest
bardziej szczegółowo w artykule Galasa, Kubik i Sikory_

Przemysłowa produkcja bakteryjnej a-amylazy w Polsce jest oparta
na szczepie i technologii Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki

Łódzkiej. Z tego też Instytutu wyjdzie niebawem technologia pululanazy.
Na przestrzeni ostatnich 10 lat dużą uwagę przywiązuje się do badań

nad zachowaniem się enzymów w środowiskach o małej zawartości

wody. Przywykliśmy do podręcznikowych wiadomości, że enzymy są

aktywne w wodzie; okazało się, że wiele reakcji enzymatycznych może

przebiegać w środowiskach zawierających poniżej 1% wody. Przepro­
wadza się te reakcje przy udziale enzymu immobilizowanego na nośniku

utrzymującym wodę w stanie ciekłym. W tych warunkach enzym kata-
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lizuje reakcje w stosunkowo wysokiej aktywności wodnej, podczas gdy
zawartość wody w masie substratu jest bardzo niska. Reakcje enzyma­
tyczne w rozpuszczalnikach organicznych posiadają wyjątkowo duże zna­
czenie w syntezie organicznej, ponieważ środowisko reakcji praktycznie
pozbawione wody zabezpiecza aktywność enzymu i całkowicie zapewnia
wytworzenie wiązań chemicznych, które w wodzie uległyby pełnemu
rozkładowi.

W wodno-organicznych mieszaninach o wysokiej zawartości niewod-

nej komponenty obserwuje się przesunięcie równowagi odwracalnych
reakcji hydrolizy — syntezy w stronę syntezy, np. w reakcji bezpo­
średniej enzymatycznej syntezy peptydów przy zastąpieniu wody mie­
szaniną zawierającą 85% 1,4 butandiolu stała równowagi zwiększa się
80 razy. Można w ten sposób w enzymatycznej syntezie peptydu osiąg­
nąć wydajność 97%. Przeprowadzenie enzymatycznej reakcji w orga­
nicznych rozpuszczalnikach w wielu przypadkach jest możliwe w wy­
niku zastosowania suchych preparatów liofilizowanych enzymów. Wy­
kazano, że liofilizowane preparaty pewnych enzymów, solubilizowane

w rozpuszczalnikach organicznych, nie mieszających się z wodą, mają
katalityczną aktywność i niezmienioną specyficzność działania. Wynika
stąd, że suche preparaty enzymów, zawierające minimalną ilość wody
hydratacyjnej, zachowują swoje podstawowe właściwości w organicznych
rozpuszczalnikach.

Innym kierunkiem w zakresie katalizy w środowiskach bezwodnych
jest tzw. micelarna enzymologia. Odwrócone micele zawierają pewną
ilość wody hydratacyjnej, która zabezpiecza katalityczną aktywność en­
zymu zlokalizowanego w tych micelach. Zupełnie niedawno pojawił
się nowy sposób solubilizacji enzymów w rozpuszczalnikach organicz­
nych, chroniący je przed inaktywacją. Jest to tzw. kowalencyjna mo­
dyfikacja enzymu glikolem polietylenowym, mającym właściwości za-

rówio hydrofilowe, jak i hydrofobowe. Dzięki temu enzymy, takie jak
lipaza, chymotropsyna, katalaza, peroksydaza, stają się rozpuszczalno
i zachowują aktywność w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak:
benzen, toluen, chlorowęglowodory.

Najpoważniejsze rezultaty przy zostosowaniu dwufazowych wodno-
-organicznych układów osiągnięto w enzymatycznej syntezie peptydów,
reakcjach estryfikacji i transestryfikacji. Biosyntezie i zastosowaniu lipaz
uczestniczących w katalizie syntezy estrów kwasów tłuszczowych i trans­
formacji acylogliceroli poświęcony jest artykuł Antczaka, Krystynowicz
i Galasa. Grupa ta ma duże osiągnięcia w zakresie biosyntezy, oczysz­
czania, charakterystyki i zastosowania lipaz grzybowych, zwłaszcza w

odniesieniu do syntezy wiązań estrowych i laktonów kwasów tłuszczo­
wych, a także transformacji triacylogliceroli.
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Niektóre lipazy wykazują wymaganą specyficzność i odpowiednią
termostabilność. Na przykład firma Novo-Industri w oparciu o lipazę
z Mucor opracowała immobilizowany katalizator pod nazwą firmową
„Lipozyme”. Może on być stosowany w masie i na kolumnach, przeja­
wia 1,3-specyficzność wobec triglicerydów, wykazuje szeroką specyficz­
ność wobec kwasów, działa efektywnie w rozpuszczalnikach organicz­
nych, a także w stopionych kwasach tłuszczowych i tłuszczach w 60-80°C.

Nadaje się do stosowania w syntezie estrów i do modyfikacji tłuszczy
i olejów. Tak więc immobilizowane lipazy tnożna wykorzystywać na

skalę przemysłową w środowiskach bezwodnych.
Wytwarzane są również niespecyficzne lipazy mające zdolność do

pełnej wymiany reszt kwasowych w triglicerydach. Lipazy te mogą
całkowicie zastąpić stosowane dotychczas metody chemicznej transacy-
lacji.

Te szczególne właściwości lipaz z powodzeniem wykorzystano w prze­
mysłowej transacylacji tłuszczów dla celów spożywczych w układach,
w których komponenty są rozpuszczone w rozpuszczalnikach lub bez­
pośrednio w stopionych tłuszczach. Tą drogą otrzymywane są tłuszcze

o określonych właściwościach, np. masło kakaowe lub tłuszcze do pie­
czenia. W tabeli 3 przytoczono kilka firm, które zajmują się produkcją
namiastki masła kakaowego na drodze enzymatycznej transestryfikacji.

Wybrani producenci masła kakaowego przez transestryfikację
Tabela 3

Firma Surowce Źródło lipazy Warunki

Ajinomoto
(1982)

olej oliwkowy lub palmowy
ester etylowy kwasu steary­
nowego

Rhizopus
delemar

okresowo,
benzyna 40°C

Fuji Oil

(1983)
środkowe frakcje oleju pal­
mowego, ester etylowy kwasu

stearynowego lub palmityno­
wego

Rhizopus
japonicus

okresowo

45°C

Asohi Denka

(1983)
olej palmowy, kwas steary­
nowy

Rhizopus
delemar

okresowo,
40°C n-heksan

Unilever

(1983)
kwas palmowy, kwas mirys-
tynowy

Asp. niger ciągły reaktor

kolumnowy,
40°C

Transestryfikacja oleju oliwkowego i kwasu palmitynowego lub stea­
rynowego pod działaniem immobilizowanej lipazy z Rhizopus delemar

pozwala otrzymywać tłuszcze o różnej charakterystyce, np. o określonej
temperaturze topnienia.
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Lipazy znajdują również zastosowanie w otrzymywaniu optycznie
czynnych alkoholi i estrów z racematów przez bezpośrednią estryfikację
lub transestryfikację. Na przykład lipaza z Candida cylindracea w for­
mie immobilizowanej katalizuje stereospecyficzną estryfikację L-men-

tolu i kwasu 5-fenylowalerianowego w apolarnych rozpuszczalnikach:
cykloheksanie lub izooktanie.

Lipazy znajdują obecnie zastosowanie również w pralnictwie. Zupeł­
nie niedawno firma Novo wprowadziła nowy preparat enzymatyczny
pod nazwą „Lipolaze” przeznaczony do środków piorących. Enzym cha­
rakteryzuje się szczególnymi właściwościami: zachowuje swoją aktyw­
ność w przedziale pH od 6 do 11, przy czym maksymalną aktywność
przejawia w środowisku alkalicznym powyżej 10. Optymalna temp. 40°C

i w tej temperaturze zachowuje stabilność w szerokich granicach pH
od 6 do 10. Enzym ten produkują w hodowlach wgłębnych grzyby nitko­
wate alkalofilne. Organizmy te uzyskano metodami inżynierii gene­
tycznej.

Obecnie powstaje nowy kierunek w technologii enzymowej, a mia­
nowicie zastosowanie na skalę przemysłową enzymów przekształcających
nitryle do odpowiednich amidów lub, jeśli zachodzi taka potrzeba, do

kwasów karboksylowych. Handlowa nitrylaza firmy Novo Industri może

być użyta do hydrolizy nitryli z dużą wydajnością, uzyskując produkt
o wysokiej czystości. Przewiduje się wykorzystanie nitrylaz do produkcji
kaprolaktamu, prekursora nylonu 6. Związek ten można otrzymywać
z nitrylu adypinowego w wyniku jego enzymatycznego przekształcenia
w monoamid. Upowszechnienie tej metody napotyka na konkurencyjne
metody chemiczne, jednak bioproces ma dużą przewagę, ponieważ nie

zanieczyszcza środowiska.

Inny kierunek rysujący się obecnie w technologii enzymowej dotyczy
enzymów degradujących cyjanki. Przemysł chemiczny zużywa duże
ilości cyjanków (około 3 min ton/rok). Ponadto występują one w znacz­
nych ilościach w wielu surowcach do produkcji żywności i pasz. Ostatnio

coraz więcej uwagi udziela się zastosowaniu enzymów rozkładających
te związki. Główne obszary wykorzystania enzymów rozkładających cy­
janki: a) ich eliminowanie z odpadów przemysłu chemicznego, b) usu­
wanie cyjanków z odpadów przemysłu spożywczego, c) odtruwanie żyw­
ności i paszy.

Usuwanie cyjanków z różnych materiałów może polegać na ich kon­
wersji do amidu mrówkowego pod działaniem odpowiedniego enzymu
lub na enzymatycznej transformacji do kwasu mrówkowego. Przewiduje
się, że metody enzymatyczne detoksykacji cyjanków wyprą stosowane

dotychczas metody chemiczne. Na razie torują sobie drogę lipazy i nitry-
lazy, a te z kolei ułatwiają przebicie się innym enzymom.
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Perspektywy praktycznych zastosowań w przemyśle rysują się rów­
nież dla litycznych enzymów ścian komórkowych drobnoustrojów,
zwłaszcza w produkcji wytwarzanych przez grzyby białek, które nie

ulegają sekrecji z komórek. Problemaitykę badań w tej dziedzinie pre­
zentuje w swoim artykule Bielecki.
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WSTĘP

W ciągu ostatniego dwudziestolecia enzymy zdobyły poważną pozy­
cję w wielu przemysłowych procesach biochemicznych, czego wyrazem

jest wzrost handlowego znaczenia preparatów enzymatycznych. Według
niektórych danych [1] wartość ich produkcji w skali światowej prze­
kroczyła w 1987 raku 1 miliard dolarów. Prawie 3/5 tej wartości przy­
pada na enzymy produkowane w oparciu o hodowlę bakterii Bacillus (2].
Znanych jest aktualnie około 40 pozakomórkowych enzymów wytwa­
rzanych przez różne gatunki bakterii tego rodzaju [3, 4]. Spośród nich

na pierwsze miejsce pod względem znaczenia przemysłowego wysuwają
się alkaliczne proteinazy zwane subtilizynami, stosowane głównie do

wytwarzania enzymatycznych środków piorących. Ich roczna produkcja
przekracza 500 ton w przeliczeniu na czyste białko enzymatyczne, co

stanowi około 40% ogólnej ilości wytwarzanych w świecie enzymów (5].
Głównymi producentami preparatów proteinaz są: Dania, Holandia, Ja­
ponia, RFN i Stany Zjednoczone. Polska importuje preparaty proteinaz
dla całego przemysłu krajowego. Tylko w 1987 r. do produkcji enzy­
matycznych proszków piorących zakupiono w Holandii 53.1,5 tony pre­
paratu „Maxatase” za kwotę przekraczającą 4,5 min dolarów. Kilka

ośrodków krajowych podjęło, lub prowadzi, badania nad opracowaniem
własnej technologii wytwarzania preparatów proteinazowych dla rynku.
M.in. w Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej przy­
gotowuje się obecnie taką technologię do prób półtechnicznych.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ALKALICZNYCH PROTEINAZ

Proteinazy są to. enzymy z podklasy hydrolaz peptydowych, katali­
zujące reakcje hydrolitycznego rozerwania wiązań peptydowych w biał­
kach i peptydach. Biorąc za podstawę budowę centrum aktywnego po-
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dzielono je na cztery grupy: serynowe (EC 3.4.21.), cysternowe (EC
3.4.22.), aspartylowe (lub kwaśne — EC 3.4.23.) i metaloproteinazy (EC
3.4.24.). Alkaliczne proteinazy pozakomórkowe wytwarzane przez bak­
terie z rodzaju Bacillus należą do podklasy proteinaz serynowych
i w „Nomenklaturze Enzymów” |[6] umieszczone są pod numerem EC

3.4.21.14, jako subtilizyny. Obok alkalicznej proteinazy bakterie rodzaju
Bacillus wytwarzają pozakomórkową metaloproteinazę (EC 3.4.24.4), zwa­
ną zwyczajowo obojętną proteinazą z uwagi na jej optymalne pH dzia­
łania 7,3 l[7J. Ponadto w filtratach pohodowlanych B. cereus wyjątkowo
znaleziono proteinazę kwaśną [8J.

Alkaliczne proteinazy w zależności od szczepu bakterii Bacillus sto­
sowanego do ich wytwarzania mogą nieco różnić się właściwościami

fizyko-chemicznymi (optymalnym pH działania, masą cząsteczkową, pun­
ktem izoelektrycznym, stabilnością, składem aminokwasowym czy zdol­
nością do hydrolizy syntetycznych substratów). Na podstawie tych róż­
nic, Keay [9] podzielił subtilizyny na dwie grupy: subtilopeptydazy A

i subtilopeptydazy B. Subtilopeptydazy A (m.in. obejmujące subtilizyny:
Carlsberg, z B. lichenifórmis i B. pumilus) wykazują optimum pH 10,6
i zachowują 50% aktywności y pH 7,5; punkt izoelektryczny (pi) tych
enzymów wynosi 9,4-9,6; białko enzymatyczne zbudowane jest z 274 reszt

aminokwasowych i ma więcej treoniny, argininy, tyrozyny i alaniny
niż grupa suibtilopeptydaz B.

Subtilopeptydazy B (m.in. subtilizyny: Novo, BPN, z B. subtilis var.

amylosacchariticus i z B. subtilis NRRL-3411) charakteryzują się nie­
wielką zależnością aktywności od pH w przedziale 7-10,5. Optimum pH
wynosi 10,2, przy czym w pH 7,5 zachowane jest 78% aktywności enzy­
mu. Zbudowane są one z 275 reszt aminokwasowych, a i|ch punkt izo­
elektryczny mieści się w granicach pH 7,8-8,6.

Pomimo dość dużych różnic w sekwencji aminokwasów, wszystkie
subtilizyny mają bardzo zbliżoną strukturę przestrzenną l[10}. Przeja­
wiają one podobny mechanizm działania i mają takie samo centrum

aktywne, w którym decydującą rolę odgrywa seryna (11]. Wszystkie
też ulegają całkowitej inaktywacji przez diizopropylofluorofosforan DFP),
specyficzny inhibitor wszystkich proteinaz serynowych. Subtilizyny opor­
ne są na działanie wielu czynników denaturujących. Utrzymują one

aktywność proteolityczną i esterolityczną w stężonych roztworach mocz­
nika, etanolu czy dioksanu. Enzymy te nie tracą aktywności w środo­
wisku silnie alkalicznym, w obecności detergentów, wybielaczy tkanin

i środków piorących (12, 13],
Niektóre szczepy Bacillus pod wpływem pewnych czynników (np.

mutagennych), mogą wraz z subtilizynami uwalniać do podłoża hodowla­
nego alkaliczne proteinazy serynowe, będące w normlanych warunkach
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enzymami wewnątrzkomórkowymi (np. ISP-proteinazę, Bacillopeptyda-
zę F czy proteinazę Wj). Stwierdzono, że te wewnątrzkomórkowe pro­
teinazy są homologami subtilizyno-podobnych enzymów (14}. Znane są
również szczepy Bacillus wytwarzające alkaliczne proteinazy (aktywne
i stabilne w pH 11-12), nie będące homologami subtilizyn [15], Alka­
liczne proteinazy z grupy subtilizyno-podobnych mogą być wytwarzane
także przez niektóre szczepy Aspergillus, Streptomyces, Penicillium, czy
też przez Malbranchea. pulchella (16, 17, 18], Szczegółową klasyfikację
proteinaz alkalicznych zaproponował w 1974 roku M o r i h a r a [19].

WYTWARZANIE PREPARATÓW ALKALICZNEJ PROTEINAZY

Technologia produkcji alkalicznej proteinazy dzieli się na dwa głów­
ne etapy: proces biosyntezy enzymu przez bakterie i proces jego wy­
odrębniania z podłoża pohodowlanego bakterii. Proces biosyntezy alka­
licznej proteinazy z reguły pro wadzi się w oparciu o wgłębną hodowlę
bakterii z rodzaju Bacillus. Potencjalnie dobrymi „producentami” sub-

tilizyny są szczepy: B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B. amylo-
liąuefaciens (20, 21]. Od produktywności bakterii (ilości wytwarzanego
enzymu) zależy opłacalność produkcji i koszt końcowego preparatu.
Uzyskanie wysokowydajnego szczepu związane jest z wieloletnimi ba­
daniami (wyodrębnianie drobnoustrojów ze środowiska naturalnego, se­
lekcją, mutagenizacja i zastosowanie technik inżynierii genetycznej).
Szczepy produkcyjne są odpowiednio starannie przechowywane (na sko­
sach i w formie zliofilizowanej) i w określonych odstępach czasu uak­
tywniane.

Hodowlę bakterii prowadzi się w fermentorach na ciekłych pożyw­
kach o ściśle określonym składzie. Dla każdego szczepu bakteryjnego
(nawet w obrębie tego samego gatunku) skład pożywki należy dobierać

indywidualnie. Niedawno wykazano (22, 23], że hodowla czystych mor­
fologicznie wariantów B. subtilis na tym samym podłożu prowadzić może

głównie do syntezy obojętnej proteinazy lub wyłącznie alkalicznej.
Stwierdzono ponadto, że nawet niewielkie zmiany w składzie podłoża
(np. w stężeniu niektórych składników) mogą spowodować znaczne po­
lepszenie syntezy proteinaz.

Z substancji wchodzących w skład podłoża hodowlanego największy
wpływ na biosyntezę proteinaz mają związki stanowiące źródło węgla.
Mogą to być węglowodany w postaci poli-, oligo-, jak i monosacharydów.

Stężenie skrobi lub produktów jej lhydrolizy w środowisku hodowla­
nym może się wahać w granicach 0,1-15% [24]. Jako źródło węgla sto­
suje się również glukozę, maltozę, laktozę, sacharozę, glicerol oraz sole

organicznych kwasów (25, 26]. Jednakże niektóre z wymienionych cu-
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krów, zwłaszcza glukoza, u pewnych szczepów mogą powodować re­
presję kataboliczną syntezy proteinaz [27, 28]. Istotnym składnikiem

podłoża hodowlanego są substancje będące źródłem azotu. Mogą nimi

być zarówno substancje organiczne (mąka sojowa, białka, peptyny itp.),
jak i mineralne. Ogólnie uważa się, że do indukcji biosyntezy pozako-
mórkowych proteinaz niezbędna jest stała obecność w środowisku ho­
dowlanym białka-induktora [23, 29]. Wiele drobnouistrojów potrzebuje
do wzrostu i rozwoju substancji biologicznie czynnych (witamin, zasad

purynowych i pirymidynowych), których źródłem mogą być ekstrakty
kukurydziane, drożdżowe lub kiełki słodowe [26, 30, 31]. Stymulatorami
biosyntezy proteinaz mogą też być jony metali Mn+2, Ca+2, Fe+3, Zn+2

[25, 26].
Do czynników mających wpływ na biosyntezę proteinaz należy za­

liczyć także pH podłoża. Drobnoustroje produkujące alkaliczne proteina-
zy dobrze rozwijają się w środowisku obojętnym i słabo alkalicznym
[32, 33], Również temperatura hodowli mikroorganizmów ma wpływ
na syntezę enzymów. Dla bakterii z rodzaju Bacillus wytwarzających
alkaliczną proteinazę stosuje się dość szeroki zakres temperatur —

24-36°C [12, 35]. Odpowiednie stężenie tlenu rozpuszczonego w podłożu
jest następnym ważnym czynnikiem wpływającym na syntezę proteinaz
przez bakterie tlenowe. Niedostatecznie natlenione środowisko w czasie

hodowli bakterii z rodzaju Bacillus jest często przyczyną małej wy­
dajności biosyntezy proteinaz i innych pozakomórkowych enzymów
[31, 35],

Jak już wspomniano, hodowlę bakterii prowadzi się w fermentorach,
zwanych także bioreaktorami. Typowy fermentor przemysłowy [36, 37]
zbudowany jest ze stali kwasoodpornej, ma płaszcz grzejny (umożliwia­
jący zarówno sterylizację pożywki powyżej 100°C, jak i jej chłodzenie),
wyposażony jest w układ do pomiaru i regulacji temperatury, układ na­
powietrzająco-mieszający (mieszadło., bełkotka); układ do pomiaru i re­
gulacji pH oraz układ do „gaszenia” piany powstającej w czasie inten­
sywnego mieszania pożywki. Pożywkę napowietrza się sterylnym po­
wietrzem (cały proces hodowli bakterii prowadzony musi być w steryl­
nych warunkach). Pojemność ferinentorów przemysłowych waha się od

6 do 150 m3. Pożywkę zaszczepia się tzw. inoculum, 21-24 godzinną ho­
dowlą bakterii z mniejszego fermientora, stanowiącą materiał posiewowy
czystej kultury drobnoustrojów, Czas właściwej hodowli bakterii jest
różny i waha się od 24 do 27 godzin [13], a nawet do 72 godzin [2], Po

zakończeniu hodowli podłoże schładza się (przeważnie do 15°C) i pod-
daje obróbce w celu wyodrębnienia preparatu enzymatycznego. Pierw­
szym zadaniem jakie wyłania s:ię w tym etapie technologicznym jest
oddzielenie biomasy i części stałych f>odJoża od cieczy. W tym celu do
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podłoża pohodowlanego dodaje się odpowiednie czynniki koagulujące,
np. fosforan lub chlorek wapnia, polielektrolity {38, 39]'. Skoagulowane
osady biomasy oddziela się od cieczy przez wirowanie |[40], Często po­
dobny efekt uzyskuje się przez dodanie 2-4% ziemi okrzemkowej i filtra­
cję cieczy (2], Po oddzieleniu fazy stałej, ciecz kilkakrotnie filtruje się
do uzyskania całkowitej klarowności, a następnie przepuszcza przez fil­
try bakteriologiczne. Tym sposobem zapewnia się osiągnięcie czystości
mikrobiologicznej (jałowości) gotowego preparatu. Przesącze podłoży po-

hodowlanych zatęża się następnie do odpowiedniego stężenia. W ostat­
nich latach stosuje się proces ultrafiltracji, który nie tylko pozwala
zatężyć ciecz, ale i oddzielić od niej niskocząsteczkowe zanieczyszczenia
[5, 40, 41]. W starszych technologiach do tego celu stosuje się zatężanie
próżniowe w wyparkach.

Na etapie zatężenia kończy się proces technologiczny w przypadku
otrzymania ciekłych preparatów enzymatycznych. W końcowej fazie, do

gotowych koncentratów ewentualnie dodaje się stabilizatory, np. 10-20%

NaCl [2, 38]. Preparaty w stanie stałym otrzymuje się z częściowo za-

tężonych przesączy przez wytrącenia proteinazy rozpuszczalnikami orga­
nicznymi, wysalanie solami nieorganicznymi, liofilizację lub suszenie

rozpyłowe. Na przykład, preparaty proteinazy alkalicznej do enzyma­
tycznych proszków piorących najkorzystniej jest otrzymywać przez wy­
salanie siarczanem sodu {2, 42], Utworzony osad enzymu oddziela się
przez wirowanie lub filtrację, suszy w suszarkach próżniowych i miele

w młynkach kulowych. Od początku lat siedemdziesiątych preparaty
proteinazy alkalicznej do detergentów produkuje się w formie kapsuł-
kowanego granulatu, aby w ten sposób zmniejszyć rozpylanie enzymu
w powietrzu. W tej formie preparat enzymatyczny nie wywiera draż­
niącego i uczulającego działania na organizm ludzki i jest bezpieczny
w masowym stosowaniu.

ZASTOSOWANIE PREPARATÓW ALKALICZNEJ PROTEINAZY

Alkaliczne proteinazy znalazły już szerokie zastosowanie w różnych
gałęziach przemysłu (43, 44]. Pierwotnie proteinaz bakteryjnych uży­
wano do produkcji sucharów. Niewielkie ilości proteinaz stosuje się
w przemyśle rybnym w celu przyspieszenia dojrzewania solonych i ma­
rynowanych śledzi, a w przemyśle mięsnym w procesie dojrzewania
mięsa wołowego. Przemysł piwowarski wykorzystuje preparaty proteinaz
do stabilizacji klarowności piwa, w przemyśle paszowym stosuje się je
wraz z L-amylazą jako dodatek do pasz dla drobiu i bydła. Wysoka
aktywność i stabilność w alkalicznym środowisku daje możliwość zasto­
sowania alkalicznej proteinazy do depilacji skór, którą przeprowadza
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się w pH 9,0 {15, 45]. Z powodzeniem preparaty proteinaz stosuje się
w procesach oczyszczania ścieków przemysłowych, zawierających róż­
norodne substancje organiczne, w tym głównie białka {45]. Z innych
zastosowań można wymienić przemysł kosmetyczny, wykorzystujący pro-

teinazy jako dodatek do past do zębów, bądź razem z lipazami jako
składnik środków przeciwłupieżowych, do pielęgnacji skóry i włosów

itp. [45, 46].
Jednakże największe zastosowanie preparaty alkalicznej proteinazy

znalazły w przemyśle środków piorących [2, 47]. Od lat szukano łatwego
sposobu usuwania z powierzchni tkanin nierozpuszczalnych w wodzie

plam pochodzenia organicznego zawierających krew, tłuszcz, śluzy, skro­
bię itp. Problem ten rozwiązano dodając do środków piorących alka­
liczną proteinazę. Dodatek enzymu waha się w granicach 0,5-1%. O szcze­
gólnej przydatności i efektywności działania alkalicznej proteinazy w

środkach do prania decydują następujące jej właściwości: wysokie pH
i temperatura działania, trwałość w alkalicznym środowisku, względnie
wysoka termostabilność, niezależność aktywności od stężenia jonów Ca+2

i Mg+2, trwałość w roztworach wobec innych składników piorących.
Na rysunkach 1, 2, 3 i 4 oraz w tabeli 1 przedstawiono charakterystycz-

Rys. 1 Wpływ pH na aktywność preparatu „Protogal S”

Rys. 2. Wpływ temperatury na aktywność preparatu „Protogal S’
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Rys. 3. Wpływ temperatury na stabilność preparatu „Protogal S"

Rys. 4. Wpływ pH na stabilność preparatu „Protogal S”

Tabela 1

Stabilność preparatu “Protogal S” w roztworach zawierających substancje stoso­
wane w enzymatycznych środkach piorących

Składnik środka

piorącego

Udział

%w

proszku

Stężenie składnika

w 100 ml roztworu

wmg

Pozostała po 60 min.

inkubacji aktywność
enzymatyczna w stos,

do roztw. wodnego,
w%

Deterlon 20 200 46

Kosulfonat 15 150 93

Mydło 10 100 33

Rokafenon N-8 25 250 81

Rokanol RZ-12 20 200 83

Kaminox R2RM 5 50 17

Trójpolifosforan sodowy 30 300 92

Trójpolifosforan sodowy 40 400 37

Ergon B 3 30 80

Glikocel 3 30 64
Metakrzemian sodu 5 50 100

Szkło wodne 10 10 79

Węglan sodowy 10 100 70

Kwaśny węglan sodowy 20 200 91
Siarczan sodowy 15 150 62

Nadboran sodowy 15 .150 97

Podchloryn sodowy 5 50 70
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ne własności preparatu alkalicznej proteinazy, „Protogal S”, otrzymy­
wanego w skali wielkolaboratoryjnej (pojemność fermentora 150 dm3)
w Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej. Od kilku lat

prowadzi się na całym świecie badania zmierzające do opracowania
technologii otrzymywania alkalicznej proteinazy w formie unierucho­
mionej na nierozpuszczalnym nośniku. Pomimo, że w skali przemysło­
wej proces dotychczas nie został opanowany, znaleziono już potencjalne
możliwości zastosowania unieruchomionej proteinazy. I tak np. duże

nadzieje wiąże się z zastosowaniem unieruchomionej formy proteinazy
alkalicznej do produkcji penicyliny [48], do rozdziału syntetycznych, ra-

cemicznych pochodnych aminokwasów [48, 50], do otrzymywania syn­
tetycznych estrów [51].

Można przypuszczać, że w miarę doskonalenia metod unieruchomiania

alkalicznej proteinazy, jej preparaty znajdą się w powszechnym użyciu
w wielu gałęziach przemysłu.
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EGZO-1,4-P-GLUKOZYDAZA

W artykule niniejszym przedstawiono obecne poglądy na rolę w hy­
drolizie celulozy, najmniej poznanego składnika kompleksu celulolitycz-
nego — egzo-l,4-P-glukozydazy.

Szerokie studium dotyczące natury substratów celulozowych oraz ich

celulolizy zostało przeprowadzone przez Ce brat a [1], eksponującego
rolę w tym procesie trzech podstawowych składników kompleksu ce-

lulolitycznego: endogjukanazy, celobiohydrolazy i |3-glukozydazy. Niniej­
sze opracowanie poszerza przedstawione przez Cebrata wiadomości na

temat mechanizmu enzymatycznej hydrolizy celulozy, poprzez podkreś­
lenie w tym mechanizmie niedocenionej często roli egzo-l,4-p-glukozy-
dazy.

MECHANIZM DEGRADACJI CELULOZY

Grupa enzymów, katalizujących hydrolityczny rozkład celulozy i jej
pochodnych, została nazwana kompleksem celulolitycznym. Zgodnie
z obecnym stanem wiedzy, .kompleks celulolityczny składa się z czterech

typów hydrolaz [2]:
1. Celulazy, czyli endo-l,4-(J-glukanazy, dla której często w literaturze

stosuje się nazwę endoglukanaza (4-glukanohydrolaza-l,4-P-D-gluka-
nu, EC 3.2.1.4).

2. 1,4-0-Celobiozydazy celulozy, czyli egzo-celobiohydrolazy określanej
w literaturze jako celobiohydrolaza (celobiohydrolaza-l,4-0-D-glukanu
EC 3.2.1.91).

3. 1,4-P-Glukozydazy glukanu, czyli egzo-l,4-(3-glukozydazy (glukohyd-
• rolaza-l,4-P-D-glukanu, EC 3.2.1.74). Dla enzymu tego przyjęto w ni­

niejszym artykule skrótową nazwę egzo-fl-glukozydaza.
4. P-Glukozydazy, czyli celobiazy (glukohydrolaza-0-D-glukozydu, EC

3.2.1.21).
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W związku z ogromną złożonością kompleksu celulolitycznego, poglą­
dy dotyczące mechanizmu degradacji celulozy na przestrzeni wielu lat

ulegają ciągłym zmianom i do tej pory mechanizm ten nie jest w pełni
wyjaśniony. Większość proponowanych w literaturze schematów hydro­
lizy celulozy, uwzględnia w nim udział tylko trzech podstawowych skład­
ników kompleksu celulolitycznego: endoglukanazy, celobiohydrolazy i p-
-glukozydazy, pomija natomiast ważną rolę egzo-0-glukozydazy '[3, 4].

Przekonujący schemat enzymatycznej hydrolizy celulozy został za­
proponowany przez Kłosowa {5-8] (rys. 1).

Egzo -f>-glukozydaza

Endoglukanaza I Celobiohydrolaza ^-glukozydaza
s ———-

g„---------------
- G, - <;

\ Endoglukanaza i celobiohydrolaza____

Egzo-^glukozydaza

Rys. 1. Schemat enzymatycznej hydrolizy celulozy zaproponowany przez Kłosowa.
S — substrat celulozowy, Gn — celooligosacharydy, Gz — celobioza, G — glukoza

Zgodnie z koncepcją Kłosowa, endoglukanaza działa na substrat ce­
lulozowy w sposób nieuporządkowany, dając częściowo rozłożoną celu­
lozę nierozpuszczalną (podczas hydrolizy nierozpuszczalnych substratów)
oraz mieszaninę podstawionych celodekstryn (podczas hydrolizy rozpusz­
czalnych pochodnych celulozy, np. karboksymetylocelulozy (CMC)). Ce­
lobiohydrolaza oraz częściowo endoglukanaza odszczepiają hydrolitycznie
celobiozę od nieredukujących końców łańcuchów poli- lub oligosachary-
dów. P-Glukozydaza katalizuje hydrolizę celobiozy do glukozy. Wreszcie

egzo-(3-glukozydaza odszczepia reszty glukozy bezpośrednio od nieredu-

kującego końca łańcucha celulozy lub celooligosacharydów.
Rola egzo-fł-glukozydazy w hydrolizie celulozy została wcześniej już

dostrzeżona przez R e e s e’ a [9], który opracował metodę oznaczania

tego enzymu i wykazał jego obecność w wielu kompleksach enzymatycz­
nych (rys. 2).

„0 p-sontyAukłobcG
o\o\u\a3

""

kbrsboztys w .cp.o-0
^0 D-solo-totrtoKloteO

(3 oio\u\e3

Rys. 2. Schemat enzymatycznej hydrolizy celulozy zaproponowany przez Reese’a



Egzo~l,4-fi-glukoxydaza 27

Również wielu innych autorów [10], chociaż z niezwykłą ostrożnością,
uwzględniało udział egzo-(3-glukozydazy w mechanizmie rozkładu celu­
lozy, jednakże istotne wady metody Reese’a oznaczania tego enzymu

(trudno dostępny substrat) uniemożliwiały do lat osiemdziesiątych (do
momentu opracowania przez Kłosowa nowej metody jego oznaczania)
szczegółowe zbadanie tego zagadnienia.

Brak w literaturze określonego mechanizmu enzymatycznej hydro­
lizy celulozy wynika przede wszystkim z wykorzystania przez różnych
autorów kompleksów celulolitycznych o różnym składzie jakościowym
i ilościowym, różniących się szybkością hydrolizy celulozy. Prowadzi to

do wysuwania niejednoznacznych wniosków, opartych na wynikach po­
miarów oznaczania aktywności poszczególnych składników tego kom-,
pleksu w różnych warunkach i przy użyciu różnych substratów celulo­
zowych. Ponadto, większość autorów dokonujących analizy kinetyki enzy­
matycznej hydrolizy celulozy, rozpatruje oddzielnie efekty działania

każdego ze składników kompleksu celulolitycznego. Uproszczenie to, dla

większości rozpatrywanych przypadków, obarczone jest dużym błędem,
gdyż dla różnych kompleksów celulolitycznych etapy ograniczające szyb­
kość hydrolizy celulozy są różne. Poza tym szybkość hydrolizy celulozy
może ulegać zmianie w trakcie prowadzenia tego procesu.

ROLA EGZO-fl-GLUKOZYDAZY W HYDROLIZIE CELULOZY

Pomimo umieszczenia w „Nomenklaturze enzymów” egzo-P-glukozy-
dazy (EC 3.2.1.74), enzymu odszczepiającego cząsteczki glukozy od niere-

dukującego końca łańcucha celulozy, nieznany był do niedawna stopień
jego rozprzestrzenienia w większości kompleksów celulolitycznych różne­
go pochodzenia. W procesie enzymatycznej hydrolizy celulozy, część glu­
kozy winna więc być tworzona bez udziału 0-glukozydazy i ta część
glukozy powinna powstawać wskutek działania egzo-fJ-glukozydazy
(rys. 1). Wielu autorów [11, 12] uważa jednakże, że glukoza tworzy się
w zasadzie w wyniku działania P-glukozydazy oraz wewnątrzcząstecz-

kowego działania endoglukanazy i celobiohydrolazy na celooligosacha-
rydy. Specjalne badanie tego problemu przy użyciu ilościowych metod

kinetycznych prowadzone przez Sinicy na i in. [5, 13] pozwoliło na

stwierdzenie, że w literaturze nie jest doceniana rola egzo-fł-glukozydazy
w hydrolizie celulozy i że w wielu preparatach celulolitycznych, egzo-
-0-glukozydaza odgrywa większą rolę w tworzeniu glukozy niż (3-gluko-
zydaza.
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W celu oceny roli ęgzo-0-glukozydazy i P-glukozydazy w tworzeniu

glukozy z celulozy, K 1 o s o w i in. {5, 7, 8] określali kinetykę hydrolizy
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych substratów celulozowych, prowa­
dzonej przy użyciu różnych kompleksów celulolitycznych, przedstawio­
nych w tabeli 1.

Aktywność różnych kompleksów celulolitycznych

Tabela 1

Rodzaj preparatu Rodzaj mikroorganizmu

Aktywność [IU/g]

endoglu-
kanaza

egzo-/ł-glu-
kozydaza

/J-gluko-
zydaza

T. reesei 13/10 8,6 2,10 0,03
T. viride 44 4,8 1,20 0,05

Płyn pohodowlany * G. candidum 3C 0,7 0,14 1,30
T. longibrachiatum 1,8 0,38 0,03
A. terreus 17p 4,2 0,16 0,37
A. niger [20] 12,0 0,85 9,64

Prep. handlowe

Nagase (Japonia) 60 20 .17

Rapidase (Francja) 700 5 <1

Serva (RFN) A. niger 120 20 425

Sigma (USA) A. niger 110 <7 735

Koch- Light (W. Br.) A. niger 290 5 50

Sigma (USA) T. uiride 20 3 11

Novo (Dania) T. reesei 3000 350 20

T. lignorum 830 130 100

T. lignorum 830 200 270

Preparaty techniczne T. longibrachiatum 1000 175 70

oczyszczone metodą G. candidum 5700 250 90

filtracji w żelu G. candidum 4000 600 800

T. koningii 1300 180 57

A. awamori 170 240 6200

A. terreus 1160 120 130
7

* Aktywność [lU/ml]

Wiadomo, że jednym z produktów enzymatycznej hydrolizy celulozy
jest glukoza. Zgodnie z powszechnym do niedawna przekonaniem, glu­
koza ta tworzy się w zasadzie (a zdaniem niektórych autorów — wyłącz­
nie) w wyniku hydrolizy celobiozy (pośredniego produktu rozkładu ce­
lulozy) prowadzonej za pomocą [J-glukozydazy. Jednakże, czy (3-glukozy-
daza wszystkich przedstawionych w tabeli 1 kompleksów celulolitycznych
jest zdolna do tworzenia całej ilości glukozy w procesie hydrolizy ce­
lulozy? Gdyby tak było, wówczas w układzie reakcyjnym celobioza win­
na nagromadzić się w takim stężeniu, przy którym szybkość jej rozkładu

zgodnie ze stałą Michaelisa-Menten winna być równa szybkości tworze-
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nia glukozy. Jednakże teoretyczne stężenie celobiozy obliczone przy za­
łożeniu, że z niej powstaje cała ilość glukozy w mieszaninie reakcyjnej,
dla większości kompleksów celulolitycznych (przedstawionych w tab. 1)
znacznie przewyższa stężenie celobiozy i • oligosacharydów rzeczywiście
tworzących się w tej reakcji. Świadczy to o obecności w przedstawionych
kompleksach innego poza (3-glukozydazą enzymu, w wyniku działania

którego powstaje glukoza. Teoretyczne stężenie celobiozy oblicza się wg
wzoru [8]:

[G2]teot, = -_^------ . dl

2K3 j

gdzie: vst — stacjonarna szybkość tworzenia glukozy z CMC pod wpły­
wem kompleksu celulolitycznego,
K3 i V3 — stała Michaelisa-Menten i maksymalna szybkość dzia­
łania |5-glukozydazy w kompleksie celulolitycznym (wielkości usta­
lone doświadczalnie).

Względny udział P-glukozydazy i egzo-0-glukozydazy w hydrolizie
CMC do glukozy przedstawia tabeila 2 [7, 8]. Udział egzo-fJ-glukozydazy
w tym procesie określono z różnicy między szybkością tworzenia glukozy
ustaloną eksperymentalnie, a obliczoną teoretycznie wg wzoru [1],

Tabela 2

Porównanie roli egzo-/?-glukozydazy i (J-glukozydazy z różnych kompleksów celulolitycznych
w hydrolizie CMC do glukozy

Źródło enzymów Metoda oznaczania

Względny udział w hydrolizie
[%1

/ł-glukozydaza
egzo-j?-glu-
kozydaza

G. candidum 15-40 60-85

T. reesei 2 98
S. dimorphosporum obliczenia teoretyczne 5 95
T.. lignorum wg zależności [1] 15-40 60-85
T. koningii 20 80
T. longibrachiatum . 40 60

A. niger 70-100 0-30
A. foetidus 100 0

T. reesei selektywna inhibicja 8 92
T. longibrachiatum /3-glukozydazy 30 70
T. lignorum glukonolaktonem 70 30
A. foetidus 100 0
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Z przedstawionych danych wynika, że główny udział w tworzeniu

glukozy z CMC przez kompleks celulolityczny z Trichoderma i Geotri-

chum odgrywa egzo-p-glukozydaza. Natomiast kompleks celulolityczny
z Aspergillus tworzy glukozę głównie pod działaniem p-glukozydazy.

Przy użyciu przytoczonej wyżej metody nie można ustalić udziału

egzo-P-glukozydazy w hydrolizie celulozy dla preparatów celulolitycz-
nych o stosunkowo wysokiej aktywności fJ-glukozydaz, dla których
[Gzjteor, <[G2 + Gn]eksp . Kłos o w [5, 7, 8] stwierdził, że po dodaniu

niewielkich ilości P-glukozydazy do badanego kompleksu celulolitycz-
nego, szybkość tworzenia glukozy z CMC jest proporcjonalna do aktyw­
ności P-glukozydazy (rys. 3). Ekstrapolacja tej zależności do teoretycz­
nie zerowej zawartości P-glukozydazy w badanym kompleksie celuloli-

tycznym pozwoliła na wysunięcie wniosku, że glukoza tworzona jest w

badanym procesie nawet przy nieobecności p-glukozydazy. Dane te prze­
konująco wskazują na udział egzo-P-glukozydazy w hydrolizie karboksy-
metylocelulozy do glukozy.

Rys. 3. Wpływ ilości P-glukozydazy dodanej do kompleksu celulolitycznego, na sta­
cjonarną szybkość uwalniania D-glukozy z karboksymetylocelulozy. Symbol Ai

odpowiada aktywności egzo-p-glukozydazy

Rola egzo-P-glukozydazy w hydrolizie celulozy została również po­
twierdzona przez Kłosowa [8, 13] metodą selektywnego hamowania

działania P-glukozydazy zawartej w badanym kompleksie celulolitycz-
nym, przy użyciu D-glukono-l,5-8-laktonu. W ten sposób glukoza po­
wstająca w wyniku hydrolizy celulozy jest efektem działania egzo-P-
- glukozydazy zawartej w tym kompleksie. Określony powyższą metodą
udział egzo-P-glukozydazy w hydrolizie celulozy przedstawiono w ta­
beli 2 [8]. Wyniki te są porównywalne z uzyskanymi za pomocą poprzed­
nio opisanej metody,
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Szczegółowe badania dotyczące roli egzo-fl-glukozydazy i |l-glukozy-
dazy w hydrolizie celulozy wykazały [8, 13], że w miarę wzrostu stopnia
hydrolizy celulozy, ulega zmianie względna rola tych enzymów w two­
rzeniu glukozy (tab. 3).

Tabela 3

Wpływ czasu reakcji na zmiany roli egzo-/J-glukozydazy i /i-glukozydazy z różnych kompleksów
celulolitycznych w hydrolizie substratów celulozowych

Źródło enzymów
Czas reakcji

[h]

Udział egzo-j8-glukozydazy w tworzeniu

glukozy [%] z

CMC
bibuła

filtracyjna
celuloza

mikrokryst.

0,5 98 95 56

T. reesei 6 55 33 42

24 0 11 20

0,5 57 69 42

T. longibrachiatutn 6 46 33 —

24 0 20 —

0,5 70 38 30

T. lignorum 6 30 33 28.

24 0 25 25

Z danych przytoczonych w tabeli 3 widać, że w początkowym okre­
sie enzymatycznej hydrolizy substratów celulozowych, glukoza tworzona

jest głównie w wyniku działania egzo-fl-glukozydazy. W miarę upływu
czasu reakcji, udział egzo-fl-glukozydazy w tworzeniu glukozy ulega
wyraźnemu obniżeniu, na korzyść glukozy tworzonej pod wpływem fl-
-glukozydazy. Po ok. 24 godzinach tego procesu, glukoza tworzona jesit
głównie w wyniku działania fl-glukozydazy, a nie egzo-fl-glukozydazy.

Powyższe zjawisko tłumaczy się [8, 13] sukcesywnym obniżaniem

szybkości działania endoglukanazy, gdyż wraz ze wzrostem stopnia kon­
wersji celulozy, maleje ilość łatwo dostępnych części substratu do dzia­
łania tego enzymu. Ponieważ endoglukanaza limituje działanie egzo-fl-
-gluikozydazy w hydrolizie nierozpuszczalnych substratów celulozowych,
więc szybkość tworzenia glukozy w wyniku działania egzo-fl-glukozydazy
konsekwentnie zmniejsza się. Tymczasem fl-glukozydaza nadal, ze stałą
szybkością, hydrolizuje pośredni produkt hydrolizy — celobiozę do glu­
kozy, tym samym stopniowo zwiększając udział tego enzymu w two­
rzeniu ogólnej ilości glukozy.

W przypadku rozpuszczalnej karboksymetylocelulozy, endoglukanaza
stosunkowo szybko rozszczepia substrat, po czym praktycznie wstrzy­
muje swoje działanie, podczas gdy egzo-fj-glukozydaza i S-glukozydaza
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wolno wytwarzają glukozę. Ponieważ szybkość działania egzo-|3 -gluko-
zydazy stopniowo maleje w miarę skracania się łańcuchów podstawio­
nych celooligosacharydów, a specyficzność fl-glukozydazy w stosunku do

celobiozy jest stała, wzrasta więc względny udział tej ostatniej w two>-

rzeniu glukozy z rozpuszczalnego substratu celulozowego.
Zgodnie więc z przytoczonymi powyżej faktami, stopniowe obniżanie

roli egzo-(J-glukozydazy w hydrolizie celulozy, w miarę wzrostu stopnia
konwersji substratu, uwarunkowane jest parametrami kinetycznymi dzia­
łania poszczególnych składników kompleksu celulolitycznego prowadzą­
cego hydrolizę.

WPŁYW STRUKTURY SUBSTRATU NA SZYBKOŚĆ JEGO HYDROLIZY

Szybkość hydrolizy substratów celulozowych, prowadzonej przy uży­
ciu egzo-P-glukozydazy, w istotny sposób zależy od ich struktury we­
wnętrznej i maleje w następującej kolejności [8, 13]:: karboksymetyloce-
luloza — bibuła filtracyjna — mikrokrystaliczna celuloza. Na przykład,
szybkości tworzenia glukozy |[ixmol/(min. ■g)] z przedstawionych wyżej
substratów, przez egzo-P-glukozydazy różnych szczepów grzybów wyno­
szą odpowiednio: dla T. reesei — 55:21:9, dla T. longibrachiatum —

20:15:5 i dla T. lignorum — 16:35:0,25 (stężenie CMC — 3 g/1, a stężenie
substratów nierozpuszczalnych — 7,5 g/1, pH 4,5, temp. 20°C). Spadek
szybkości działania egzo-P-glukozydazy na substraty celulozowe w przed­
stawionym szeregu, odzwierciedla wzajemne zależności między fazami

limitującymi szybkość hydrolizy tych substratów o różnych strukturach

wewnętrznych.
Klosow i Sinicyn [8, 13] stwierdzili, że w procesie enzyma­

tycznej hydrolizy rozpuszczalnego substratu — karboksymetylocelulozy,
szybkość działania endoglukanazy na ten substrat jest znacznie większa
od szybkości działania na niego pozostałych składników kompleksu celu­
lolitycznego i nie limituje ona ogólnej szybkości tworzenia glukozy.
W tym przypadku, enzymami limitującymi szyhkość tworzenia glukozy
są 0-glukozydaza i (lub) egzo-fl-glukozydaza.

Z punktu widzenia etapów reakcji limitujących szybkość tworzenia

glukozy z rozpuszczalnej karboksymetylocelulozy, związek ten jest istot­
nie odpowiednim substratem do określania aktywności egzo-fl-glukozy-
dazy kompleksu celulolitycznego. Jeśli selektywnie zahamujemy działa­
nie (j-glukozydazy, np. za pomocą glukonolaktonu, wówczas szybkość
tworzenia glukozy z CMC limitowana jest tylko szybkością działania

egzo-fl-glukozydazy. Przedstawione fakty stanowią podstawę wykorzysta­
nia. CMC — rozpuszczalnej pochodnej celulozy — do oznaczania aktyw­
ności egzo-O-glukozydazy w kompleksie celulolitycznym (rys. 4).
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Rys. 4. Enzymy limitujące szybkość tworzenia glukozy z ■rozpuszczalnej karboksy-
metylocelulozy

Z kolei, w procesie' hydrolizy nierozpuszczalnych substratów celulo­
zowych, szybkość działania endoglukanazy ulega istotnemu obniżeniu

i może ona w znacznym stopniu limitować szybkość tworzenia glukozy
[8, 131 (rys- 5).

I----------- fi-glukozydaza------ ,

jyg

Rys. 5. Enzymy limitujące szybkość tworzenia glukozy z nierozpuszczalnej celulozy

Zgodnie z przedstawionym schematem, szybkość tworzenia glukozy
z nierozpuszczalnych substratów celulozowych, w obecności nadmiaru

glukonolaktonu, charakteryzuje aktywność endoglukanazy kompleksu ce-

lulolitycznego, a nie aktywność zawartej w tym kompleksie egzo-0-glu-
kozydazy. Przedstawiony fakt jest wskazówką do ostrożnego wyciągania
wniosków z analizy kinetycznej enzymatycznej hydrolizy nierozpuszczal­
nych substratów celulozowych.

METODY OZNACZANIA AKTYWNOŚCI EGZO-0-GLUKOZYDAZY

Egzo-P-glukozydazy, ze względu na brak do niedawna jednoznacznej
metody określania ich aktywności, są najmniej poznanymi składnikami

kompleksu celulolitycznego.
Oznaczanie aktywności egzo-(3-glukozydazy polega na określeniu ilości

glukozy uwolnionej przez ten enzym z odpowiedniego substratu, w od­
powiednich warunkach, w ciągu określonego czasu.

Pierwsza metoda oznaczania aktywności egzo-0-glukozydazy została

opracowana przez Reese’a [14] w 1969 r. Jako substrat niezbędny do

oznaczania aktywności tego enzymu, wykorzystał on celotetraozę. W me­
todzie tej nie została uwzględniona specyficzność substratowa enzymów
pochodzących z różnych źródeł i możliwość (w pełni prawdopodobnego)
udziału endoglukanazy w hydrolizie celotetraozy. Są to, obok wykorzy­
stania kosztownego substratu — celotetraozy, niewątpliwe wady przed-
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stawionej metody. Tym niemniej praca Reese’a miała duże znaczenie,
wykazała bowiem obecność egzo-fJ-glukozydazy w wielu kompleksach
cełulolitycznych różnego pochodzenia.

Dopiero ok. 10 lat później, Klosow i in. [5, 6, 7, 13, 15] opracowali
trzy metody oznaczania aktywności egzo-(3-glukozydazy w kompleksach
cełulolitycznych, w których w znacznym stopniu wyeliminowali wady
występujące w metodzie Reese’a oznaczania aktywności tego enzymu.
W charakterze substratu do działania egzo-fł-glukozydazy został wyko­
rzystany rozpuszczalny substrat celulozowy — karboksymetyloceluloza
lub produkt jej częściowej hydrolizy. W pierwszych dwóch metodach

wykorzystuje się fakt tworzenia glukozy z karboksymetylocelulozy pod
działaniem dwóch enzymów kompleksu celulolitycznego: egzo-^-gluko-
zydazy i fl-glukozydazy. W pierwszej z metod podwyższa się aktywność
3-glukozydazy w stosunku do egzo-fł-glukozydazy przez dodatek oczysz­
czonego preparatu (ł-glukozydazy pochodzącego z innego źródła i ekstra-

poluje się liniową zależność szybkości tworzenia glukozy od aktywności
B-glukozydazy, do hipotetycznego kompleksu celulolitycznego nie zawie­
rającego (5-glukozydazy (rys. 3 i 6). W drugiej metodzie, obniża się se­
lektywnie aktywność 0-glukozydazy za pomocą specyficznego inhibitora

D-glukono-l,5-8-laktonu (rys. 7). W trzeciej metodzie oznaczania aktyw­
ności egzo-P-glukozydazy wykorzystuje się celodekstryny selektywnie
rozkładane przez ten enzym. Zaproponowana przez Kłosowa karboksy­
metyloceluloza i celodekstryny są doskonałymi substratami do szybkich
metod oznaczania aktywności egzo-(l-glukozydazy.

Rys. 6. Wpływ ilości (3-glukozydazy dodanej do kompleksu celulolitycznego, na

stacjonarną szybkość uwalniania D-glukozy z karboksymetylocelulozy. Symbole Ai
i Az określają odpowiednio aktywności egzo-3-glukozydazy i celobdohydrolazy
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Stężenie glukonolaktonu -102 [ Ml

Rys. 7. W.pływ stężenia D-glukano-l,5-6-laktonu dodanego do kompleksu celuloli-

tycznego, na stacjonarną szybkość uwalniania D-glukozy z karboksymetylocelulo-
zy (1) i celobiozy (2)

CZYNNIKI REGULUJĄCE BIOSYNTEZĘ EGZO-fJ-GLUKOZYDAZY

Regulacja biosyntezy kompleksu enzymów celulolitycznych, prowa­
dzonej przez mikroorganizmy, znajduje się w ostatnim czasie w centrum

problematyki biokonwersji celulozy. Poznanie zasady regulacji biosyn­
tezy tych enzymów pozwoli na otrzymanie preparatów celulolitycznych
o określonym, żądanym składzie. Spośród składników kompleksu celulo-

litycznego, najmniej poznany jest problem regulacji biosyntezy egzo-0-
glukozydazy.

Szerokie badania dotyczące regulacji biosyntezy egzo-fl-glukozydazy
przez A. terreus, A. niger i T. reesei prowadzone były przez O k u n i e -

w a [17, 18}, Galasa [19, 20 i Far kas [21]. Autorzy wykazali indu­
kujący wpływ celulozy na biosyntezę tego enzymu. O k u n i e w [17]
stwierdził, że biosynteza egzo-fJ-glukozydazy przez A. terreus prowadzo­
na jest tylko w podłożach zawierających celulozę, nie zachodzi zaś w pod­
łożach zawierających łatwo przyswajalne źródła węgla — cukry proste,
a także karboksymetylocelulozę. Stwierdził on ponadto, że enzym ten

w trakcie hodowli mikroorganizmów jest w pełni wydzielany przez nie

do podłoża hodowlanego, a regulacja jego biosyntezy kontrolowana jest
poprzez represję katabolięzną oraz indukcję. Spośród wielu poddanych
ocenie metylowych pochodnych cukrów, najlepszym induktorem biosyn­
tezy egzo-P-glukozydazy przez A. terreus okazał się metylocelobiozyd.

ZAKOŃCZENIE

W związku z ciągłym wzrostem zainteresowania enzymatyczną hydro­
lizą celulozy do glukozy, rośnie liczba prac dotyczących egzo-fUgluko-
zydazy. Wydzielenie tego enzymu z kompleksu celulolitycznego i otrzy-
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manie jego dobrze oczyszczonego preparatu, w znacznym stopniu
ułatwiłoby rozwiązanie problemu enzymatycznej hydrolizy celulozy.
Enzymu tego jednak do tej pory nie udało się selektywnie wydzielić
z kompleksu celulolitycznego, głównie ze względu na brak, do niedawna,
jednoznacznej metody określania jego aktywności. Szerokie prace nad

tym enzymem prowadzone w Instytucie Biochemii i Fizjologii Mikro­
organizmów AN ZSRR zostały uwieńczone opracowaniem metody jego
oznaczania, co pozwoliło już obecnie na częściową jego charakterystykę
i z pewnością umożliwi w najbliższym czasie pełne poznanie natury
tego enzymu.
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DROBNOUSTROJOWE ENZYMY PEKTYNOLITYCZNE

I ICH ZASTOSOWANIE

W artykule przedstawiono charakterystykę substancji pektynowych
i degradujących je enzymów, omówiono przemysłowe metody produkcji
drobnoustrojowych preparatów pektynolitycznych oraz podstawowe moż­
liwości ich zastosowania.

SUBSTANCJE PEKTYNOWE

Substancje pektynowe stanowią grupę strukturalnych roślinnych he-

teropolisacharydów odpowiedzialnych za utrzymywanie spójności tkanek.

Występują głównie w przestrzeni międzykomórkowej (blaszce środko­
wej) oraz w pierwotnej ścianie komórek roślinnych.

Głównym monosacharydem wchodzącym w skład substancji pekty­
nowych jest kwas D-galakturonowy, którego reszty są w różnym stopniu
zestryfikowane metanolem. W znacznie mniejszych ilościach występują
w substancjach pektynowych reszty innych cukrów prostych, takich jak
glukoza, galaktoza, mannoza, ramnoza, ksyloza, arabinoza, fukoza i kwas

glukuronowy (rys. 1) (1J. W skład substancji pektynowych wchodzą
więc takie polisacharydy, jak poligalakturonidy o różnym stopniu meto-

ksylacji, ramnogalakturonidy, arabany, galaktany i arabanogalaktany.
Ich struktura została stosunkowo dobrze poznana.

W poligalakturonidach reszty kwasu D-galakturonowego są połączone
wiązaniami 1,4-a-glikozydowymi w długie łańcuchy o spiralnej struktu­
rze [2]. Wysokomolekularny kwas poligalakturonowy, w niewielkim tyl­
ko stopniu zestryfikowany metanolem (do 10%), jest zwany kwasem

pektynowym. Rozpuszcza się on w wodzie tylko w postaci alkalicznych
soli, pektynianów [1]. Kwasy poligalakturonowe o wyższym stopniu
metoksylacji są to rozpuszczalne w wodzie pektyny. Pektyny o niskim
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Rys. 1. Monosacharydy wchodzące w skład substancji pektynowych. 1 — D-glukoza,
2 — D-galaktoza, 3 —• D-mannoza, 4 — kwais D-glukuronowy, 5 — kwas D-galak-

turonowy, 6 — L-ramnoza, 7 — D-ksylOza, 8 — L-arabinoza, 9 — L-fukoza [1]

stopniu metoksylacji, zawierające wg Gierschnera (1] poniżej 50%

reszt zestryfikowanego metanolem kwasu D-galakturonowego, zwykle
35-40% {2], tworzą z jonami wapnia wypadające z roztworów żele [1, 2].
Cechą charakterystyczną pektyn o wysokim stopniu metoksylacji (ponad
50% {!]) jest zdolność do tworzenia żeli w środowisku kwaśnym i przy

dużym stężeniu sacharozy (50-70%), która działając odwadniająco ułatwia

asocjację łańcuchów pektyny i[2j. Wyróżnia się pektyny wolno zastyga­
jące, w których stopień estryfikacji reszt kwasu D-galakturonowego
mieści się w granicach 55-65% i pektyny szybko zastygające, zestryfi-
kowane w 70-80% [2].

Według Mohra (3], w skład blaszki środkowej komórek roślinnych
wchodzą kwasy pektynowe o bardzo niskim stopniu estryfikacji, usie-

ciowane jonami Ca2+ i Mg2+ (rys. 2), natomiast w pierwotnej ścianie

komórkowej występuje nierozpuszczalna protopektyna, zbudowana z pek­
tyn o wyższym stopniu metoksylacji, połączonych z innymi składnikami,
wśród których najważniejsze to ramnogalakturonidy, arabanogalaktany
I i II oraz arabany.

Ramnogalakturonidy, wchodzące w skład protopektyny, są 'zbudowa­
ne z jednostek kwasu D-galakturonowego połączonych wiązaniami 1,4-a
w łańcuchy, w które są wplecione w sposób przypadkowy reszty ramno-

zy połączonej wiązaniami 1,2-a i 1,4-a (rys. 3a) [1], Związki te zawierają
łańcuchy boczne o różnej długości i składzie (rys. 3b) [4],
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Rys. 2. Model struktury pektyny blaszki środkowej, wg Mohra [3]

W arabanogalaktanach I jednostki D-galaktozy połączone wiązaniami
1.4-0 tworzą łańcuch główny, z którym wiązaniami 1,3-a łączą się łań­
cuchy boczne zbudowane z reszt arabinozy, połączonych wiązaniami
1.5- a (ryc. 3c). Polisacharydy te są związkami o charakterze obojętnym.
Arabanogalaktany II zawierają w głównym łańcuchu reszty D-galakto­
zy, połączone wiązaniami 1,3-0, w krótkich łańcuchach bocznych zaś

reszty L-arabinozy połączone między sobą wiązaniami 1,3-0 i poprzez

reszty D-galaktozy związane z łańcuchem głównym wiązaniami 1,6-0
(rys. 3d).
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W arabanach reszty L-arabinozy są w łańcuchu głównym połączone
wiązaniami 1,5-a, zaś w odgałęzieniach zawierających pojedyncze reszty
tego cukru, wiązaniami 1,3-a (rys. 3e).

Uważa się, że nierozpuszczalność protopektyny tkanek roślinnych
wynika nie tylko z jej wysokiego powinowactwa do jonów Ca2+. i Mg2+,
sieciujących sąsiadujące łańcuchy pektyn, ale jest również spowodowana
występowaniem wiązań wodorowych pomiędzy grupami karboksylowy­
mi reszt kwasów uronowych a grupami hydroksylowymi reszt cukro­
wych celulozy i hemicelulozy oraz resztami hydroksyaminoacylowymi
białek ściany komórkowej. Wpływają na nią ponadto liczne oddziaływa­
nia van der Waalsa między protopektyną i innymi składnikami ściany
komórkowej oraz oddziaływania między obojętnymi resztami monosa-

charydów łańcuchów bocznych protopektyny i resztami aminoacylowy-
mi białek ściany komórkowej [5], Nierozpuszczalność protopektyny wy­
nika też z fizycznego przeplecenia jej składników z innymi polimerami
pierwotnej ściany komórkowej [2].

Stwierdzono, że podczas dojrzewania owoców i niektórych warzyw

następuje częściowe przekształcenie się nierozpuszczalnej protopektyny
w rozpuszczalną pektynę [2].

Tabela 1

Zawartość pektyn w niektórych owocach i warzywach [2]

Surowiec Zawartość pektyn, % s.m.

Winogrono 0,2-1,0
Jabłko 0,5-1,6
Grejpfrut 1,6-4,5
Cytryna, 3,0-4,0

— miąższ 25

Rzepa 10

Burak cukrowy, miąższ 30

Synteza substancji pektynowych w roślinach zachodzi we wczesnych
stadiach wzrostu, podczas zwiększania powierzchni ściany komórkowej
[6J. Zawartość pektyn w niektórych owocach i warzywach przedstawio­
no w tabeli 1 |[2J.

Rys. 3. Schematy struktury substancji pektynowych pierwotnej ściany komórkowej
roślin [4]: a — połączenie reszt ramnozy, występujących w łańcuchu głównym
ramnogalakturonidu, b — struktura głównego (1) i bocznych (2) łańcuchów ramno­
galakturonidu, c — struktura arabanoglukanów I, d — struktura arabanogluka-

nów II, e — struktura- arabanów
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Cechują się one, zależnie od pochodzenia, różnym stopniem metoksy-
lacji i polimeryzacji, który jest jedną z ich charakterystycznych właści­
wości. Masa cząsteczkowa pektyn waha się od 20 do 360 kDa i jest za­
leżna od metody ich wyodrębniania [7-9]. Aby otrzymać charaktery­
styczną dla danego materiału roślinnego pektynę, należy ją ekstrahować

w łagodnych warunkach, gdyż w zależności od pH, temperatury i czasu

ekstrakcji, z tego samego materiału można otrzymać pektyny różniące
się nie tylko masą cząsteczkową, ale również ilością łańcuchów bocznych
oraz grup metoksylowych [7].

Pektyny rozpuszczają się w wodzie dając lepkie roztwory, a ich roz­
puszczalność jest tym większa im wyższy stopień estryfikacji lub niższy
stopień polimeryzacji {10]. Wspomniana poprzednio zdolność żelowania

pektyn w odpowiednich warunkach jest od dawna wykorzystywana przy

produkcji dżemów i deserów. Jest ona tym większa, im większa masa

cząsteczkowa pektyny. Pektyny poddawane hydrolizie kwasowej w nis­
kiej temperaturze tracą nieuronowe cukry oraz ulegają demetoksylacji
[11], co wykorzystuje się przy otrzymywaniu niskometoksylowanych
pektyn i całkowicie zdemetoksylowanego kwasu poligalakturonowego,
zwanego również kwasem pektowym. Podczas działania na pektyny
rozcieńczonymi zasadami, w niskiej temperaturze następuje hydrolitycz-
ne odszczepienie grup metoksylowych, w wyższej zaś depolimeryzacja
łańcucha [11, 12].

ENZYMY PEKTYNOLITYCZNE — KLASYFIKACJA, CHARAKTERYSTYKA,
WYSTĘPOWANIE

Enzymy degradujące substancje pektynowe są wytwarzane przez roś­
liny i wiele mikroorganizmów. Należą do nich enzymy deestryfikują-
ce i depolimeryzujące. W klasyfikacji enzymów depolimeryzujących
uwzględniono mechanizm ich działania (hydrolityczny lub transelimina-

cyjny), rodzaj degradowanego substratu (pektyna lub kwas pektowy)
oraz pozycję (endo lub egzo) rozszczepianego wiązania glikozydowego
w łańcuchu.

Nie wszystkie dotąd opisane w literaturze enzymy pektynolityczne
uwzględniono w klasyfikacji, przede wszystkim ze względu na niepełną
ich charakterystykę. Sklasyfikowano następujące enzymy [13]: pektyno-
esterazę (EC 3.1.1.11), poligalakturonazę (EC 3.2.1.15), egzopoligalakturo-
nazę (EC 3.2.1.67), egzopoli-a-D-galakturonozydazę (EC 3.2.1.82), liazę
pektatową (EC 4.2.2.2), liazę pektynową (EC 4.2.2.10), liazę egzopoliga-
lakturonianową (EC 4.2.2.9) i liazę oligogalakturonidową (EC 4.2.2.26).
Można się spodziewać, że wkrótce zostaną sklasyfikowane dalsze enzy­
my pektynolityczne, takie jak polimetylogalakturonaza (PMG) opisana
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m.in. przez Batemana '[14] 4 Rexową-Benkową [15], egzo-

polimetylogalakturonaza, egzoliaza pektynianowa i oligogalakturonaza,
której dwa typy wyizolowali z Bacillus sp. Nage1 i Hasegawa
[16, 17], Jeden z nich hydrolizuje nienasycone [16], drugi zaś nasycone
[17] oligogalakturonidy. Obydwa są enzymami wewnątrzkomórkowymi.

Według Whitakera [4] do enzymów związanych z degradacją
substancji pektynowych należy też zaliczyć arabanazy, m.in. a-L-ara-

binofuranozydazę (EC 3.2.1.55), katalizującą terminalne rozszczepienie
arabanu. Enzym ten preferuje hydrolizę wiązań bocznych 1,3-a, a w dal­
szej kolejności wiązań 1,5-a głównego łańcucha arabanu (rys. 4). Jego
obecność w preparatach pektynolitycznych stosowanych do klarowania
soków owocowych jest niekorzystna, ponieważ dobrze rozpuszczalny w

sokach wyjściowy araban przechodzi w wyniku hydrolizy wiązań 1,3-a
w słabo rozpuszczalny i wolnohydrolizujący 1,5-a-araban, tworzący trud­
ne do usunięcia zmętnienia.

o

hoh2c
OH

Iłys. 4. Hydroliza arabanów przez a-L-arabinofuranozydazę, wg Whitakera [4]

Pektynoesterazy (PE), hydrolizujące wiązania estrowe w pektynie
z uwolnieniem alkoholu metylowego, występują u wielu roślin i drobno­
ustrojów. Szczególnie wysoką aktywność wykazują pektynoesterazy owo­
ców cytrusowych i pomidorów [18]. Są one wytwarzane również przez
niektóre bakterie, m.in. rodzaju Xantomonas i Clostridium oraz liczne

grzyby mikroskopowe rodzajów Aspergillus, Penicillium i innych (tab. 2).
Pektynoesterazy wykazują wysoką specyficzność względem zmetoksylo-
wanych reszt kwasu galakturonowego w pektynie, potrafią również

hydrolizować, chociaż o wiele wolniej, i inne wiązania estrowe, np. utwo­
rzone z udziałem alkoholu etylowego, propylowego i allilowego [19].
Pektynoesterazy roślinne atakują cząsteczkę pektyny od redukującego
końca, albo też obok wolnej grupy karboksylowej [20] i dalej działają
wzdłuż łańcucha, dając obszary poligalakturonidu łatwo tworzące sole

wapniowe [21], Podobnie działa enzym z Fusarium ozysporum [22], na­
tomiast pektynoestęraza z Clostridium multifermentans atakuje pektynę
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tylko od redukującego końca łańcucha [23]. Pektynoesterazy roślin ce­
chują się optymalnym pH działania w zakresie 6-9 i[18], grzybów —

3,5-7,0, bakterii — 7,0-9,0 [22, 24]. Enzymy wytwarzane przez grzyby
są zwykle bardziej termostabilne od bakteryjnych [22, 24], Stosunkowo

dobrze zostały zbadane pektynoesterazy owoców cytrusowych, które de-

estryfikując pektynę mogą powodować wytrącanie się pektatów lub

pektynianów wapnia. Jest to zjawisko korzystne przy produkcji kla­
rownych soków cytrusowych, a niepożądane przy otrzymywaniu soków

o trwałych zmętnieniach [18]. Natywne pektynoesterazy owoców cytru­
sowych należy inaktywować, gdy owoce te wykorzystuje się do pro­
dukcji pektyn. Zapobiega to otrzymywaniu niskozmetoksylowanych pro­
duktów.

Endopoligalakturonazy (endo-PG), zwane potocznie poligalakturona-
zami, hydrolizują wewnętrzne wiązania 1,4-a w kwasie pektowym w

sposób nieuporządkowany, wytwarzając oligogalakturonidy. Powodują
szybki spadek lepkości substratu dzięki hydrolizie zaledwie kilku pro­
cent wiązań glikozydowych. Stopień i szybkość hydrolizy maleje ze

wzrostem stopnia estryfikacji substratu, ponieważ enzymy te rozszcze­
piają jedynie wiązania glikozydowe sąsiadujące z wolną grupą karbo­
ksylową [22]. Poligalakturonazy są znacznie mniej aktywne w hydrolizie
oligogalakturonidów [25]. Końcowymi produktami ich działania na kwas

pektowy są mono-, di- i trigalakturonidy. Enzymy te są wytwarzane
przez rośliny wyższe (pomidory, grusze i inne), grzyby mikroskopowe,
bakterie (tab. 2) i niektóre drożdże. Ich optymalne pH mieście się w gra­
nicach 4-5,5 i może zależeć od wielkości cząsteczki substratu, np. poli-
galakturonaza z drożdży w hydrolizie kwasu pektowego wykazywała
optymalne pH 4,4, zaś w hydrolizie kwasu tetragalakturonowego —

3,4 [26]. Niektóre z tych enzymów wykazują znaczną termostabilność,
np. poligalakturonaza z Asp. niger zachowywała ok. 30% aktywności po
30 min. inkubacji w 80°C w pH 6,0 [27]. Większość scharakteryzowanych
endopoligalakturonaz to enzymy o średniej masie cząsteczkowej w za­
kresie 30-40 kDa [2],

Sklasyfikowane dwie egzopoligalakturonazy różnią się mechanizmem

działania: jedna z nich (EC 3.2.1.67, egzo-PG) uwalnia od nieredukują-
cego końca kwasu pektowego kolejne reszty kwasu D-galakturonowego,
druga (EC 3.2.1.82, egzo-PG-2) odszczepia od nieredukującego końca

digalakturonidy. Znaleziono je w roślinach wyższych, pleśniach i bak­
teriach [18]. Enzymy te wykazują podobne jak endopoligalakturonazy
optymalne pH w zakresie 4,0-6,0 [28, 29].

Liazy pektynowe (PMGL) rozszczepiają na drodze transeliminacji
wewnętrzne wiązania 1,4-a-glikozydowe w pektynie, nie działają nato­
miast na kwas pektowy. Wytwarzają je prawie wyłącznie pleśnie [30, 31],
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Tabela 2

Mikroorganizmy, produkujące enzymy pektynolityczne [2]

Producent
Enzym

PE PG PGL PMG PMGL OG OGL

Bacillus sp + +

B. sp Rk9 +

B. subtilis +

B. polymyxa +

B. pumilus +

B. sphaericus +

B. stearothermophilus
•

+

Erwinia aroideae + + +

E. carotovora + + +

Pseudomonas sp + +

P. fluorescens +

P. marginalis + + . +

Xanthomonas sp + +

X. campestris + +

X. cyanopsidis +

Clostridium multifermentans + +

C. aurantibutyricum + +-

C. felsineum + +

Cytophaga johnsonii +

C. deprimata +

C. albogilva +

Streptomyces nitrosporeus +

Trichoderma koningii +

T. pseudokoningii +

Cercospora arachidicola +

Cephalosporium sp +

Aspergillus niger + + + +

A. sojae +

A. saito +

Fusarium culmorum +

F. oxysporum +

F. solani + +

Penicillium expansum +

P. italicum +'

P. digitatum + + +

P. chrysogenum + +

Rhizoctonia fragariae +

Rh. solani + +

Rhizopus arrhizus +

Najlepszymi substratami dla tych enzymów są wysokozestryfikowane
pektyny, ulegające depolimeryzacji w miejscach sąsiadujących z grupa­
mi metoksylowymi [18]. Optymalne pH liaz pektynowych leży w za­
kresie 5-8,5. Ich powinowactwo do substratów wzrasta ze wzrostem

stopnia estryfikacji w pH 5-6, zaś spada ze zmniejszeniem się długości
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łańcucha. Przy niższych wartościach pH liazy pektynowe wykazują
wzrost powinowactwa do pektyn o niskim stopniu metoksylacji [32].

Liazy pektatowe (PGL) rozszczepiają wewnętrzne wiązania glikozy-
dowe w kwasie poligalakturonowym, lecz nie działają na pektyny. Są
one wytwarzane przez rośliny wyższe, grzyby, a przede wszystkim bak­
terie (tab. 2). Ich optymalne pH jest zasadowe i leży w zakresie 8-10

[33, 34], Wymagają obecności jonów wapnia w środowisku, [33], które

przypuszczalnie stabilizują natywną konformację cząsteczki enzymu, na

co wskazywać może np. podwyższona termostabilność enzymu z B. pu-
milus [35] w ich obecności. Przypuszcza się, że substratem odpowiednim
dla tych enzymów są długie łańcuchy poligalakturonidóiw połączonych
mostkami wapniowymi [36].

Liazy egzopoligalakturonianowe (egzo-PGL) odszczepiają na drodze

transeliminacji nienasycone dimery od redukującego końca kwasu poli-
galakturonowego. Wykazują wysokie optymalne pH działania (8-9,5) i są

aktywowane przez jony wapniowe [37-40]. Dobrymi producentami tych
enzymów są Erwinia dissolnens, Streptomyces oraz Fusarium.

Liazy oligogalakturonidowe (OGL) uwalniają 'nienasycone końcowe

reszty kwasu D-galakturonowego z oligogalakturonidów i wolniej
z kwasu pektowego. Ich substraty mogą mieć nasycony i nienasycony
charakter. Enzymy te są wytwarzane przez wiele mikroorganizmów,
w tym Erwinia i Pseudomonas [41, 42].

Na rysunku 5 przedstawiono sposób działania głównych enzymów
pektynolitycznych na cząsteczkę pektyny i kwasu pektowego, na rys. 6 —-

hydrolityczny i transeliminacyjny rozkład substancji pektynowych.

COOH

|X

Rys. 5. Schemat działania enzymów pektynolitycznych na cząsteczkę pektyny i kwa­
su pektowego, wg Pilnika i Rombouts [181

liaza pektatowa



Drobnoustrojowe enzymy pektynolityczne 49

COOH COOH COOH COOH

OH OH OH OH

poligalakturonaza

liaza pektatowa

OH OH OH OH

liaza pektynowa

Rys. 6. Hydrolltyczny i transeliminacyjny rozkład substancji pektynowych, wg
Pilnika i Rombóuts [18]

PRZEMYSŁOWA PRODUKCJA ENZYMÓW PEKTYNOLITYCZNYCH

W przemysłowej produkcji enzymów pektynolitycznych wykorzysty­
wane są głównie grzyby mikroskopowe, w szczególności z rodzaju Asper­
gillus [43-45], produkujące pozakomórkowo kompleks enzymatyczny,
obejmujący różnorodne hydrolazy i liazy substancji pektynowych.
W kompleksie tym najbardziej pożądanymi ze względu na praktyczne
wykorzystanie preparatów pektynolitycznych są enzymy depolimeryzu-
jące, natomiast wysoka aktywność pektynoesterazy jest zwykle nieko­
rzystna z uwagi na uwalniany przez nią metanol, którego obecność

w produktach spożywczych nie jest wskazana.

W praktyce przemysłowej wykorzystuje się dwie zasadniczo różniące
się metody otrzymywania enzymów pektynolitycznych: w hodowli wgłęb­
nej lub powierzchnioiwej drobnoustroju (rys. 7). W hodowli wgłębnej,
prowadzonej w fermentorach, stosuje się podłoża ciekłe, zawierające
ustalone źródła węgla i azotu oraz określone sole mineralne. Najczęściej
używanymi źródłami węgla są: glukoza, melasa, mąka kukurydziana,
otręby pszenne. W charakterze źródeł azotu wykorzystuje się sole amo­
nowe, ekstrakt kukurydziany, pogoń po destylacji alkoholu lub ekstrakt

drożdżowy [46]. Stymulatorami biosyntezy enzymów pektynolitycz­
nych są wprowadzane do podłoża surowce o wysokiej zawartości pek­
tyn, takie jak wysłodki buraczane, Wytłoki jabłkowe, skórki owoców

«
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cytrusowych [47, 48]. Wydajność pektynaz jest najwyższa w hodowlach

o niskim pH (3,5-4) [43, 49], W hodowli powierzchniowej zasadniczym
składnikiem podłoża są otręby pszenne obok odpowiedniego źródła azotu,
induktorów enzymów pektynolitycznych i soli mineralnych. Wszystkie
składniki podłoża miesza się z wodą w takiej ilości, aby pozostało ono

wilgotne, ale nie strąciło pulchności. Tego typu hodowle prowadzi się
albo w komorach z umieszczonymi w nich perforowanymi kuwetami,
wypełnionymi cienką warstwą wilgotnego podłoża, albo też w poziomach,
obracających się bębnach o średnicy kilku metrów, wypełnionych podło­
żem do połowy. Po zaszczepieniu podłoża zawiesiną zarodników, urzą­
dzenia są przedmuchiwane sterylnym powietrzem, a proces wzrostu

grzyba prowadzi się w temperaturze 30-32°C. Odpowiednią wydajność
biosyntezy enzymów pektynolitycznych osiąga się zwykle w ciągu 3-7 dób

wzrostu drobnoustrojów.
Po hodowli wgłębnej enzymy obecne w podłożu oddziela się od bio­

masy na drodze wirowania lub filtracji. W przypadku hodowli powierzch­
niowej ekstrahuje się je wodą z dodatkiem odpowiednich stabilizatorów,
stosując ekstrakcję w przeciwprądzie, ewentualnie biomasę wraz z pod­

suszenie
i mielenie

I
Surowy preparat

enzymatyczny

Ekstrakcja
wodą

Filtracja
i wirowanie

i

Wodny ekstrakt

Zatężanie
pod zmniejszonym

ciśnieniem

Wytrącanie
solami lub

rozpuszczalnikami

Dodanie
stabilizatorów

Suszenie

---- -- Suszenie —*- Mielenie

Preparat
ciekły

(koncentrat )

I

Preparat
stały

Preparat
ciekły

Rys. 7. Ogólny schemat technologiczny przemysłowej produkcji enzymów pektyno­
litycznych, wg Kilara [46]
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łożem suszy się w odpowiednich warunkach i stosuje jako surowy pre­
parat enzymatyczny. Oddzieloną od biomasy ciecz pohodowlaną lub

ekstrakt wodny z grzybni zatęża się w urządzeniach wyparnych i po
dodaniu stabilizatorów przechowuje w postaci koncentratu, bądź też

otrzymuje się z nich preparaty enzymatyczne w postaci stałej, stosując
wysalanie siarczanem amonowym, sodowym czy chlorkiem sodowym lub

wytrącanie takimi rozpuszcalnikami organicznymi jak izopropanol, ace­
ton, etanol, metanol. .Wytrącone osady białek enzymatycznych suszy

się w niskiej temperaturze i przy obniżonym ciśnieniu, stosuje się też

suszenie rozpyłowe. Suchy preparat po rozdrobnieniu jest łączony w ce­
lu standaryzacji aktywności pektynolitycznej z odpowiednimi wypeł­
niaczami. Stosuje się tu zwykle żelatynę, kazeinę, glukozę, sacharozę,
laktozę, skrobię, mąkę.

W tabeli 3 zestawiono najważniejsze handlowe preparaty enzymów
pektynolitycznych. Należy zaznaczyć, że wszystkie te preparaty zawie­
rają domieszki innych enzymów. Najczęściej są to celulazy, amylazy,
hemicelulazy, proteazy, arabanazy i galaktanazy. Ryhek enzymów pek­
tynolitycznych jest stosunkowo mały, ale bardzo konkurencyjny, a ich

produkcja wzrasta. W USA w 1982 r. wartość wszystkich produkowa­
nych preparatów enzymatycznych wynosiła ok. 57,7 min dolarów, w tym
preparatów pektynolitycznych ■2.2 min [46],

Handlowe preparaty enzymów pektynolitycznych
Tabela 3

Nazwa preparatu Pochodzenie

Clarizyme Francja
Igrazyme M-10 Szwajcaria
Clerzyme USA

MRS-Pectinase RFN

Panzym super RFN

Pectinex Szwajcaria
Pektinol Bj RFN

Pectolyase Japonia
Pectolase Dania

Rochament P RFN

Sparck-1 USA

Ultrazyme-100 Szwajcaria
iUltrazyme SE 604 Szwajcaria
Biozym P RFN

Pectinol 41-P i D USA

Mazerase PG-237 Węgry
Effectase Jugosławia

iPectawamorin P 10 ZSRR

Pectafoetidin ZSRR
Pectinaza Bułgaria
Pektopol P i PT Polska
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W Polsce preparaty pektynolityczne o handlowej nazwie Pektopol
są wytwarzane w ZPOW „Pektowin” w Jaśle, począwszy od końca lat

sześćdziesiątych. Trzeba podkreślić, że była to pierwsza uruchomiona

na skalę przemysłową produkcja enzymów w naszym kraju. Roczna

produkcja Pektopolu przekracza 250 ton, jednakże ilość ta nie zaspo­
kaja potrzeb rynku krajowego i musi być uzupełniana importem.

Od dawna wiadomo, że poważnym źródłem enzymów pektynolitycz-
nych może być przemysł kwasu cytrynowego. Szczepy A. niger nagro­
madzają znaczne ilości tych enzymów podczas fermentacji cytrynowej
w hodowlach powierzchniowych na pożywce melasowej [50-53], Badania

naszego zespołu [54] wykazały, że aktywność enzymów pektynolitycz-
nych syntetyzowanych przez A. niger podczas fermentacji' cytrynowej
w krajowych wytwórniach jest wysoka, a skład kompleksu pektynoli-
tycznego korzystny (małe ilości pektynoesterazy). Chociaż w końcu fer­
mentacji przeważająca ilość enzymów pektynolitycznych (ok. 80-90%)
znajduje się w brzeczce fermentacyjnej, jednakże też grzybnia A. niger
stanowi liczące się ich źródło. Prowadzono wiele prac mających na celu

opracowanie metod wyodrębniania tych enzymów z brzeczki, obok kwa­
su cytrynowego (51-53, 56, 57], jak również z odpadowej grzybni [50, 55].
W opracowywaniu metod otrzymywania preparatów pektynolitycznych
z surowców po fermentacji cytrynowej duże nadzieje należy wiązać
z wykorzystaniem procesu ultrafiltracji [56], który przy dostępńości
właściwych membran, mógłby być prostą i tanią metodą rozdziału enzy­
mów i kwasu cytrynowego w brzeczce oraz zatężania i oczyszczania
ekstraktów enzymatycznych z grzybni.

ZASTOSOWANIE ENZYMÓW PEKTYNOLITYCZNYCH

Preparaty pektynolityczne znajdują zastosowanie głównie w prze­
myśle spożywczym, przede wszystkim owocowo-warzywnym przy pro­
dukcji różnorodnych przetworów, jak również w przemyśle winiarskim.

Przy traktowaniu zmiażdżonych owoców i warzyw preparatami enzy­
mów. dąży się do częściowego lub nawet całkowitego rozpłynnienia
surowców stosowanych w produkcji pulp i nektarów, zwiększenia wy­
dajności soku i właściwej ekstrakcji substancji barwnych i zapachowych:
natomiast w produkcji soków zastosowanie preparatów enzymów o od­
powiednim składzie powinno prowadzić do zmniejszenia lepkości soków

przed ich zatężaniem, ułatwiać ich klarowanie, filtrację i stabilizację.
Gdy celem technologii jest rozpłynnienie surowca, jak np. przy pro­
dukcji puree dla dzieci oraz nektarów i soków ze stabilnym zmętnie­
niem, stosowane preparaty powinny mieć własności macerujące, tj. za­
wierać obok enzymów pektynolitycznych określone ilości celulaz i he-
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micelulaz. Preparaty takie określa się często mianem maceraz. Podczas

przygotowywania zatężonych nektarów traktowanie surowca macerazą
musi być ściśle kontrolowane, aby depektynizacja nie była zbyt głę­
boka [58] i nie przyczyniała się do spadku stabilności zmętnienia.

Ostatnio preparaty pektynolityczne stosuje się coraz szerzej w prze­
mysłowym wyodrębnianiu soku i substancji aromatycznych z owoców

cytrusowych. W procesie tym po termomechanicznym rozdrobnieniu

surowca prowadzi się jego obróbkę enzymatyczną [59]. W produkcji
soków są wykorzystywane nie tylko handlowe preparaty pektynolitycz­
ne pochodzenia pleśniowego, lecz również natywne enzymy występujące
w roślinach, czego przykładem może być zastosowanie enzymów pomi­
dora w otrzymywaniu soków marchwiowych i buraczanych [60].

Najstarszym i największym odbiorcą handlowych preparatów pek-
tynolitycżnych są producenci klarownych soków owocowych. Badania

nad klarowaniem soków jabłkowych z udziałem różnych enzymów pek-
tynolitycznych nie dały odpowiedzi, które z nich odgrywają najistot­
niejszą rolę w tym procesie [61, 62]. Neubeck [63] i Yamashi

[64] uzyskiwali dobre efekty klarując sok jabłkowy mieszaniną poli-
galakturonazy i pektynoesterazy, zaś I s h i i [65] osiągnął podobne wy­
niki stosując oczyszczoną liazę pektyny. Wykazał on również [65], że

przy depektynizacji soku jabłkowego w pH 3,5 z udziałem poligalakturo-
nazy i pektynoesterazy flokulacja zmętnień następowała w momencie,
gdy ok. 30% wiązań estrowych i tylko 5% glikozydowych pektyny uległo
hydrolizfe. Analiza składników zmętnień wykazała, że są to kompleksy
białkowo-węglowodanowe, w których pod powierzchnią ujemnie nała­
dowanych białek, pektyn i innych węglowodanów znajdują się dodatnio

naładowane białka. Częściowa hydroliza tej ujemnie naładowanej powło­
ki powoduje odkrycie dodatnio naładowanych powierzchni, dzięki czemu

następuje przyciąganie cząsteczek i kłaczkowanie.

Według badań Drzazgi i Mitek [66], w wyniku depektynizacji
soków jabłkowych preparatami Pektopol P i PT, w ciągu 4 godzin pro­
cesu następuje częściowa deestryfikacja pektyn i ich degradacja do

cząsteczek o masie ok. 35 kDa, które nie wykazują zdolności żelowania

podczas otrzymywania koncentratów soków.

Szybkość procesu klarowania zależy od pH, temperatury, stężenia
enzymu i czasu jego działania. Niektóre preparaty enzymatyczne za­
wierają domieszkę 0,005-0,01% żelatyny, która, z jednej strony tworzy
kompleksy żelatynowo-taninowe pomocne przy klarowaniu, z drugiej
zaś, usuwa inhibitor pektynaz — taninę [67].

Soki, szczególnie jabłkowe, wytwarzane na początku sezonu, zawie­
rają znaczne ilości skrobi, stąd w ich klarowaniu stosuje się preparaty
zawierające a-amylazę o niskim optymalnym pH. Jędrychowska
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i in. [68] najlepszy efekt klarowania uzyskiwali stosując preparat Pek-

topol PA, zawierający kompleks enzymów pektynolitycznych i amylo-
litycznych. W usuwaniu pektyn z soków można wykorzystywać też

wyłącznie pektynoesterazę, a powstający kwas pektowy wytrącać w for­
mie nierozpuszczalnych pektatów. Klarowanie można też prowadzić do­
dając do soku kwas pektowy z jonami wapnia. Obserwuje się wówczas

współtrącanie pektatu wapnia wraz z innymi cząsteczkami [58].
Duże ilości preparatów pektynolitycznych zużywa przemysł winiar­

ski podczas produkcji win zarówno gronowych, jak i owocowych z ja­
błek, gruszek i owoców jagodowych. Użycie tych preparatów jest ko­
rzystne, zwłaszcza przy produkcji win czerwonych fermentujących na

miazdze [69, 70], Ujemną stroną stosowania preparatów pektynolitycz­
nych w winiarstwie jest wzrost zawartości metanolu w winach [71].

Enzymy pektynolityczne mogą być również wykorzystywane poza

przemysłem spożywczym, np. w procesach konserwacji drewna i w ma­
ceracji łodyg lnu. W pierwszym przypadku chodzi o usunięcie substancji
pektynowych w celu zwiększenia przepuszczalności włókna drzewnego
[72], co ułatwia wchłanianie konserwantów. Uważa się, że proces ten

powinno się prowadzić zanurzając materiał drzewny w specjalnych zbior­
nikach w kąpieli wodnej, szczepionej bakteriami o uzdolnieniach pekty­
nolitycznych [73].

Do obróbki łodyg lnianych powinno stosować się według Ł o b a n o -

k a i in. [74] preparaty pektynolityczne o niewielkiej aktywności celu-

lolitycznej, co pozwala otrzymać włókno o wysokiej wytrzymałości. Pre­
paraty o odpowiednim dla przemysłu lniarskiego składzie otrzymywano
z Penicillium. digitatum 24, Aspergillus carbonarius 11 i Aspergillus allia-

cens 497. Opisywano również [75] proces maceracji słomy lnianej w ką­
pielach szczepionych Clostridium felsineum. .

-
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ENZYMATYCZNA DEGRADACJA DEKSTRANÓW
W SOKACH CUKROWNICZYCH

Dekstrany są wielkocząsteczkowymi rozgałęzionymi polimerami glu­
kozy pochodzenia bakteryjnego, zawierającymi głównie wiązania 1,6-a-

-glikozydowe, a obok nich wiązania typu 1,2-a, 1,3-a i 1,4-a. Biochemia

dekstranów jest przedmiotem licznych badań, ponieważ wodne roztwory
tych polisacharydów mają własności zbliżone do własności osocza krwi

i mogą być wykorzystywane jako roztwory krwiozastępcze nie wywołu­
jące aglutynacji krwinek czerwonych, a zwiększające objętość osocza.

Oprócz tego, odpowiednio sporządzone preparaty dekstranu znajdują za­
stosowanie w chromatografii filtracyjnej.

Otrzymywanie dekstranu nawet w dużych ilościach nie jest kosztow­
ne. Jest on wytwarzany przez bakterie z rodziny Streptococcaceae, z ro­
dzajów Leuconostoc (1, 2] i Streptococcus l[3, 4] z disacharydu sacharozy.
Bakterie Streptococcus mutans, wchodzące w skład normalnej flory ja­
my ustnej, wydzielają enzym dekstranosacharazę, przetwarzającą sacha­
rozę w dekstran. Polisacharyd ten otacza zęby powłoką zabezpieczającą
bakterie przed działaniem śliny (dekstran nie jest rozkładany przez amy-

lązy śliny). Fruktoza jako substancja odżywcza dla bakterii, ulega prze­
mianie do kwasu mlekowego, który szkodliwie oddziaływując na szkliwo

i zębinę powoduje niszczenie zębów. Poza tym powstawanie dekstranu

może być przyczyną poważnych trudności technologicznych podczas
otrzymywania sacharozy wówczas, gdy przerabiane są uszkodzone i za­
infekowane surowce. W procesie otrzymywania cukru z trzciny cukro­
wej surowiec musi być szybko przetwarzany, gdyż w sprzyjających
warunkach klimatycznych miejsca cięcia roślin łatwo ulegają zakaże­
niom, w tym również bakteriami dekstranotwórczymi. W cukrownictwie

buraczanym dekstran pojawia się w takich okresach, w których po

przejściowych falach mrozu, w ciągu dłuższego czasu utrzymują się
dodatnie temperatury. W takich warunkach uszkodzone przez mróz bu­
raki ulegają infekcjom. Bakterie z rodzaju Leuconostoc (L. mesentero-
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ides, L. deztranicum) przetwarzają sacharozę w dekstran, a takie bak­
terie jak Aerobacter laevanicum, Bacillus subtilis, B. polymyza —

w lewan.

Kondensację glukozowej części sacharozy do dekstranu powoduje
enzym z grupy glikotransferaz — 2-glukozylotransferaza a-l,6-glukan:D-
-fruktoza (EC 2.4.1.5):

n C12H22Ou + HORH(C6H10O5)n + OR+n C6H12O8,
sacharoza dekstran fruktoza

a fruktozowej części do lewanu — 6-fruktozylotransferaza [3-2,6-fruk-
tan:D-glukoza (EC 2.4.1.10):

n Ci2H22On+HOR -> H(C6H10Os)n+ —OR +n C6H12O6,
sacharoza lewan glukoza

gdzie: HOR — cukier (glukoza, fruktoza, sacharoza, maltoza itp.) Lewan

jest również wysokocząsteczkowym polisacharydem, ale jego mocno roz­
gałęziona budowa sprawia, że cząsteczki lewanu są znacznie bardziej
sferyczne niż dekstranu [5].

W zamarzniętych i odtajałych burakach szybko wzrasta zawartość

dekstranu, lewanu i cukrów redukujących, przy jednoczesnym spadku
zawartości sacharozy [6]. Wg B e r g k v i s t a [7] w odtajałych bura­
kach, po 6-15 dobach ich przechowywania w 10-12°C, ilość dekstranu

może dochodzić do 5000-32 000 mg/kg.
Zawarte w przerabianych surowcach polisacharydy przechodzą w pro­

cesie ekstrakcji do soku surowego (dyfuzyjnego). Badania nad wpływem
występujących w sokach różnych ilości dekstranu, pektyn oraz lewanu

[8, 9) na opory podczas filtracji osadów posaturacyjnych wykazały, że

największy wpływ na ten proces wywiera dekstran. Hamowanie filtracji
polega na adsorbowaniu się dekstranu na tkaninach filtracyjnych w po­
staci śluzowatego osadu oraz na tworzeniu się w jego obecności drobno-

krystalicznego węglanu wapnia. Według V u k o w a '[9], dekstran za­
warty w soku w ilości 800 ppm powoduje prawie całkowite zahamowa­
nie procesu filtracji. Opory filtracji maleją z obniżeniem się masy czą­
steczkowej polimeru i są minimalne, gdy jego m.cz. wynosi 104-4X104

daltenów l[8].
Inne ujemne strony obecności dekstranu w sokach cukrowniczych

to obniżony stopień odzyskania sacharozy i powstawanie jej nietypo­
wych, długich kryształów [10].

W ostatnich latach obserwuje się coraz większe zainteresowanie moż­
liwością użycia dekstranaz do degradacji obecnych w sokach cukrowni­
czych glukanów. Nazwą dekstranaza (EC 3.2.1.11) są określane enzymy
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hydrolizujące w dekstranie wiązania 1,6-a-glikozydowe. Właściwymi
enzymami dla przemysłu cukrowniczego są endodekstranazy hydrolizu­
jące wewnątrzłańcuchowe wiązania cząsteczki polimeru i powodujące
szybki spadek lepkości roztworów. Enzymy takie są wytwarzane przez

szereg bakterii zarówno tlenowych ,[11, 12], jak i beztlenowych [13, 14],
a przede wszystkim przez grzyby nitkowate, głównie z rodzaju Penicil-

lium [15, 17] i Aspergillus [18, 19]. Dekstranazy różnego pochodzenia
charakteryzują się optymalnym pH mieszczącym się w przedziale 5-6
i optymalną temperaturą w granicach 50-60°. Ze względu na te właś­
ciwości dekstranazy mogą być zastosowane w produkcji cukru w czasie

ekstrakcji, albo po uzyskaniu soku surowego, tzn. wtedy, gdy pH obra­
bianego materiału (5,8-6,6) jest odpowiednie dla działania tych enzymów.
W niektórych krajach, np. w Danii i Japonii, podczas kampanii w 1985 r.

degradowano dekstran występujący w burakach przez systematyczne
dodawanie dekstranazy do ekstraktora [20] lub do soku surowego, prze­
pływającego z ekstraktora do zbiornika nawapnienia wstępnego [8].
W cukrowniach duńskich wprowadzano 20-25 ppm dekstranazy firmy
NOVO na 1/3 wysokości ekstraktora (licząc od miejśca wprowadzenia
zimnej krajanki), gdzie temperatura wynosiła 65°C. Obserwowane wcześ­
niej opory filtracji, powodujące obniżenie mocy przerobowej cukrowni

do 2/3 szybkości maksymalnej, ustępowały po 2 godz. od momentu wpro­
wadzenia enzymu. W cukrowni japońskiej enzym dodawano do soku

surowego wypływającego z ekstraktora, a czas przebywania soku w ru­
rach łączących ekstraktor ze zbiornikiem nawapniania wstępnego był
wystarczający dla uzyskania odpowiedniego stopnia rozkładu dekstranu.

Według obliczeń wykonanych na podstawie badań laboratoryjnych
stwierdzono, że dekstran zawarty w soku w ilości 500 ppm ulega rozło­
żeniu w ciągu 10 min. pod działaniem 10 ppm, preparatu japońskiej
dekstranazy w optymalnych warunkach temperatury (60°C) i pH (5,5).

Badania Ło ba nok a i in. [21] nad możliwością użycia dekstranaz

z Asp. insuetus, Asp. ustus, Pen. piscarium i Spić, uiólacea do depoli-
meryzacji wysokomolekularnego dekstranu L. mesenteroid.es, dodanego
do soku w ilości 10 000 ppm, lub dekstranu wytworzonego w zainfeko­
wanym soku wykazały, że najlepszy jest enzym z Asp. insuetus i (do­
danie go w ilości 0,1 mg/1 soku dyfuzyjnego powoduje znaczny spadek
lepkości już w ciągu pierwszych dwóch minut działania enzymu.

Prowadzone w Instytucie Przemysłu Cukrowniczego [22] próby nad

zastosowaniem japońskiej dekstranazy do degradacji dekstranu w soku

dyfuzyjnym i wpływem dodawanego enzymu na proces oczyszczania
soków wykazały zwiększenie ilości usuniętych niecukrów oraz 2-3-krotny
wzrost współczynnika sedymentacji osadów posaturacyjnych.
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W Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej od kilku
lat prowadzone są badania nad biosyntezą endodekstranazy przez szczep
Penicillium funiculosum 72. Optymalne pH działanie tego enzymu wy­
nosi 5,4-5,5, temperatura — 50 °C :[23J. Te właściwości dekstranazy są

korzystne z punktu widzenia jej przydatności w przemyśle cukrow­
niczym.

W naszych badaniach nad degradacją polisacharydów w sokach cu­
krowniczych stosowaliśmy preparaty otrzymywane w hodowli na po­
żywce mineralnej z sacharozą, zaszczepionej miąższem zainfekowanego
buraka oraz wysokocząsteczkowy dekstran z kultur L. mesenteroides.

Stwierdziliśmy, że wprowadzenie 3j * dekstranazy do 100 ml soku za­
wierającego 10 000 ppm dekstranu powoduje w ciągu 30 min. obniżenie

lepkości z 8-10 cP do około 2,3 cP. Dla porównania, lepkość roztworu

dekstranu 40 000 rozpuszczonego w soku dyfuzyjnym, nie wywierającego
już wpływu na proces filtracji, wynosi 2,1 cP (24],

* Za jednostkę aktywności dekstranazy przyjęto ilość enzymu, która z dekstra­
nu 110 uwalnia cukry redukujące ekwiwalentne 1 umolowi izomaltozy w ciągu
1min., wtemp.45°CiwpH5,4.

Na podstawie uzyskanych wyników przeprowadziliśmy wstępne wy­
liczenie zapotrzebowania na dekstranazę w przypadku przerobu bura­
ków zawierających dekstran. Biorąc pod uwagę, że w ciągu 30 dni naj­
większego zagrożenia infekcjami przerabia się około 5400 t soku suro­
wego, zastosowanie 3 j dekstranazy na 100 ml soku oznaczałoby ko­
nieczność użycia około 324 t surowego preparatu dekstranazy (śr. aktyw­
ność cieczy pohodowlanej wynosi 500 j). Dla uzyskania takiej ilości

preparatu należałoby przeprowadzić około 80 cykli produkcyjnych 3-5-
-dobowych, w 5000 1 fermentorze. Powyższe kalkulacje są bardzo przy­
bliżone i w przypadku wystąpienia wczesnych fal mrozu (październik,
listopad), okres dodawania enzymu, a tym samym jego ilość, musiałyby
wzrosnąć. Należy wziąć również pod uwagę, że ilość stosowanego w do­
świadczeniach dekstranu była wysoka, prawdopodobnie wyższa od ilości

najczęściej występującej w sokach dyfuzyjnych. W takich przypadkach
potrzebna ilość enzymu ulegnie oczywiście odpowiedniemu zmniejszeniu.

♦
♦*

Doc. dr. E. Waleriańczykowi, dr. inż. J. Marczyńskiemu
i mgr. inż. S. Zarzyckiemu serdecznie dziękujemy za udostępnia­
nie materiałów dotyczących stosowania dekstranaz w przemyśle cu­
krowniczym.
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ZASTOSOWANIE METOD GENETYCZNYCH

W POSZUKIWANIU I KONSTRUKCJI BAKTERII

WYDAJNIE WYTWARZAJĄCYCH a-AMYLAZY

WSTĘP

Doskonalenie szczepów produkcyjnych stanowi jeden z węzłowych
problemów, warunkujących rozwój biotechnologii. Ostatnie lata to okres

intensywnych poszukiwań nowych, bardziej efektywnych metod ulep­
szania szczepów. Do najnowszych i najbardziej znaczących zaliczyć na­
leży: metody mutagenezy i (lub) racjonalnego skriningu (rational screen-

ing) oraz metody inżynierii genetycznej. Tradycyjna metoda mutagenezy
i skriningu losowego (random screening), choć bardzo pracochłonna,
uważana jest w dalszym ciągu za efektywną. Omówieniu tych metod

w odniesieniu do bakterii rodzaju Baeillus, doskonalonych w kierunku

poprawy ich uzdolnień do nadprodukcji a-amylazy, poświęcona będzie
niniejsza praca.

. a-Amylaza 4-glukanohydrolaza 1,4-a-glukanu (EC 3.2.1.1) jest enzy­
mem szeroko wykorzystywanym w przemyśle. Hydrolizuje wiązania
1,4-a-glikozydowe amylozy, amylopektyny i glikogenu. Z jej użyciem
nieodłącznie związane są technologie wytwarzania takich produktów jak
glukoza, syropy fruktozowe, napoje alkoholowe, pieczywo, wyroby cu­
kiernicze, koncentraty spożywcze, przetwory owocowe, tkaniny baweł­
niane, papier, leki i inne. Znaczenie przemysłowe tego enzymu ciągle
rośnie.

Duże ilości a-amylazy wydzielają niektóre gatunki bakterii, grzybów
nitkowatych i promieniowców. Obecnie do produkcji preparatów a-amy­
lazy na skalę przemysłową najpowszechniej wykorzystywane są bakterie.

Produkują one enzym o wysokiej termostabilności. Na użytek techno­
logii wymagających zastosowania a-amylaz aktywnych w środowisku

kwaśnym, produkowane są a-amylazy pleśniowe. Zakresy optymalnych
temperatur i pH a-amylaz wytwarzanych przez wybrane gatunki bak­
terii i grzybów nitkowatych przedstawiono w tabeli 1.
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Własności wybranych a-amylaz pochodzenia mikrobiologicznego

Tabela 1

Mikroorganizm
Optymalna

temperatura, °C
Optymalne

pH
Źródło literatury

Aspergillus niger 50 4-5 Minodaiin. [1]

B. subtilis NA 64 55 5-7 Yamane iin. [2]

B. subtilis E 11 65 5,5-7 Galas i in. [3]

B. amyloliąuefaciens F 65 5-9 We1ker i in. [4]

B. stearothermophilus
Donk, szczep. B.S. 1 65 5-6 Ogasahara i in. [5]

B. licheniformis
NCIB 6346 90 5-10 Morgan i in. [6]

B. licheniformis T 106
----- *-----------------------------

75 5,5-7,5 Galas i in. [7]

W ostatnich latach intensywnie poszukuje się drobnoustrojów wy­
twarzających a-amylazy o szczególnych właściwościach, tj. mających
dużą termostabilność, działających w różnych zakresach pH, opornych
na działanie detergentów, stabilnych w obecności niskich stężeń jonów
wapnia.

Niewątpliwym osiągnięciem w dziedzinie poszukiwań źródeł termo-

stabilnej a-amylazy było wyizolowanie przez S a i t o [8] szczepu B. li­
cheniformis produkującego enzym o optymalnej temperaturze działania

90°C, tj. wyższej o około 20°C w porównaniu z wszystkimi wcześniej
poznanymi a-amylazami bakteryjnymi. Właściwość ta ma istotne zna­
czenie praktyczne. Temperatura żelowania większości powszechnie sto­
sowanych skrobi: kukurydzianej, pszennej, ziemniaczanej, wynosi około
80°C. Zachowanie pełnej aktywności preparatu powyżej tej temperatury
znacznie usprawnia hydrolizę substratu. Enzym B. licheniformis jest
stabilny przy bardzo małych stężeniach jonów wapnia, rzędu kilku

mg/dm3. Czyni go to bardzo przydatnym do produkcji syropów frukto-

zowych, ponieważ w tych stężeniach jony wapnia nie zakłócają działa­
nia izomerazy glukozowej. Jedną z mniej korzystnych właściwości tego
enzymu jest jego wysokie optymalne pH działania 6,0-9,0. Komplikuje
to proces produkcji glukozy, ponieważ glukoamylaza skutecznie działa

przy pH 4,5.
W piśmiennictwie przedmiotu wymieniane są szczepy bakterii pro­

dukujące a-amylazy acidofilne. Opisane w pracach Buonacore iin.

[9] i U c h i n o i in. [10] a-amylazy szczepów B. acidocaldarius najwyż­
szą aktywność wykazują przy pH 4,5-6,5.

Efektem poszukiwań szczepów produkujących a-amylazy alkalofilne

było, między innymi, wyizolowanie szczepów Pseudomonas stutzeri [11]
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i B. alcalophilic subsp. halodurans [12] produkujących a-amylazy aktyw­
ne w pH odpowiednio 8 i 10.

Większość szczepów bakterii używanych obecnie do produkcji a-amy­
lazy na skalę przemysłową uzyskana została na drodze mutagenizacji.
Efekty mutagenizacji i skriningu losowego, bądź racjonalnego, szczepów
rodzaju Bacillus opisane zostały między innymi w pracach B a i 1 e y a

i in. [13], Saito [14], Yonedy i in. [15], Sas a kie go i| in. [16],
Hitotsuyanagiego i in. [17]. Uzyskane przez tych autorów mu­
tanty produkowały a-amylazę z wydajnością 2-10-krotnie większą w po­
równaniu ze szczepami wyjściowymi. W części wymienionych prac (15,
17] mutanty wykorzystano jako materiał do transformacji. Y o n e d a

i in. [15, 18] po przeprowadzeniu serii transformacji z użyciem mutanta

B. subtilis uzyskali szczep wytwarzający a-amylazę w ilości 250-krotnie

większej w stosunku do szczepu rodzicielskiego. Poddanie kolejnym
cyklom mutagenizacji i transformacji mutantów B. subtilis pozwoliło
Hit o t suy anagiemu iin. [17] uzyskać szczep wydzielający a-amy­
lazę w ilości 1500-2000-krotnie większej w porównaniu ze szczepem

wyjściowym.
Rozwój technik inżynierii genetycznej stworzył szerokie, nowe moż­

liwości zarówno w dziedzinie badań poznawczych, jak i praktycznych
zastosowań. Opracowanie metod syntezy, sekwencjonowania oraz klo­
nowania fragmentów DNA pozwala wyjaśnić genetyczne czynniki od­
powiedzialne za wydajną syntezę i technologicznie istotne właściwości

enzymu. Świadomie wprowadzane zmiany w materiale genetycznym
drobnoustrojów dają szansę dalszego zwiększenia wydajności biosyntezy
w warunkach przemysłowych.

Historia poszukiwań metod ulepszania szczepów produkujących a-

- amylazę jest bardzo długa. W naszym artykule pragniemy pokazać to

co w tej historii najnowsze i najciekawsze. Ograniczymy się więc do

badań z lat siedemdziesiątych i osiemdziesiątych, dotyczących ulepszania
szczepów Bacillus metodami mutagenizacji i racjonalnego skriningu oraz

transformacji. Omówione zostaną najważniejsze zagadnienia związane
z transformacją Escherichia coli i B. subtilis. Przedstawione zostaną rów­
nież wyniki prac nad doskonaleniem bakterii metodami rekombinacji
genetycznej.

DOSKONALENIE SZCZEPÓW METODAMI MUTAGENIZACJI
I RACJONALNEGO SKRININGU

Opracowywanie nowych technologii biosyntezy mikrobiologicznej
zmusza do prowadzenia intensywnych poszukiwań szczepów o szczegól­
nych uzdolnieniach metabolicznych. W czołowych laboratoriach biotech­
nologicznych świata izoluje się ogromne ilości drobnoustrojów, również
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z gatunków, które dotychczas pozostawały poza zainteresowaniem ba­
daczy. Szczepy te poddaje się wielu próbom przy użyciu najnowocześ­
niejszych, zautomatyzowanych aparatów, za pomocą których badana jest
ich aktywność w wielu kierunkach. Szybkiej analizy danych i wyboru
najwartościowszych izolatów dokonuje się przy użyciu technik kompu­
terowych na podstawie odpowiednich banków danych. Wybrane szczepy
kierowane są do dalszych badań i poddawane zabiegom mającym na

celu ich udoskonalenie, tj. spowodowanie, aby stały się wydajnymi pro­
ducentami pożądanego metabolitu, były stabilne, miały niewyszukane
wymagania pokarmowe itp. Przez długie lata podstawową metodą ulep­
szania szczepów była mutagenizacja z zastosowaniem wybranych che­
micznych lub (i) fizycznych mutagenów połączona z następującym po

niej skriningiem losowym. W literaturze są przykłady, że ta pracochłon­
na metoda, określana często terminem „szukanie igły w stogu siana”,
może dać dobre efekty. I tak, Baileyowi i in. [13] udało się uzyskać
w wyniku cyklu mutagenizacji szczepu B. subtilis UV, etylenoimina,
etylenoimina+UV, nitrozoguanidyna) mutanta produkującego dwukrot­
nie więcej a-amylazy w porównaniu ze szczepem wyjściowym. Dodać

przy tym należy, że szczep wyjściowy był dobrym producentem enzymu.

Mimo intensywnych badań mających na celu wyjaśnienie mechaniz­
mów mutagenezy, procesów reperacji DNA, mechanizmów kontroli eks­
presji genów, biochemicznej regulacji dróg metabolicznych, przystępując
do mutagenizacji często nie można przewidzieć, jakiego typu mutacja
na poziomie molekularnym jest wymagana dla poprawy określonych
właściwości danego szczepu. Ten w dużym stopniu przypadkowy dobór

warunków mutagenizacji, czasochłonne selekcje zachęcają badaczy do

poszukiwania nowych metod skriningu mąteriału poddanego mutageni-
.zacji, zapewniających szybsze i łatwiejsze wyłonienie najwartościow­
szego mutanta. Postęp w tej dziedzinie uzależniony jest w dużym stop­
niu od rozwoju badań nad mechanizmem regulacji biosyntezy określo­
nego produktu i od pomysłowości eksperymentatora. Chodzi o to, by
wykorzystując wybrane zależności biochemiczne i genetyczne stworzyć
takie warunki skriningu, w których wzrost niepożądanych kultur był
ograniczony, a tym samym selekcja najlepszych — ułatwiona. Taką
formę przesiewu określa się terminem racjonalnego skriningu (rational
screening). Termin ten użyty był po raz pierwszy przez Elandera

w 1979 r. [19]. Opracowane do chwili obecnej metody racjonalnego
skriningu podzielono na bezpośrednie i pośrednie [20],

Metodyka bezpośredniego, racjonalnego skriningu, podobnie jak prze­
siewania losowego, polega na określeniu konkretnej interesującej nas

aktywności metabolicznej szczepu, przy czym selekcji dokonuje się w
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warunkach, w których aktywność ta jest sztucznie ograniczona. Metody
pośrednie polegają na prowadzeniu przesiewów w tak dobranych wa­
runkach by móc wyodrębnić szczepy np.: o obniżonej wrażliwości na

duże stężenie gromadzonych produktów, o zwiększonej oporności w sto­
sunku do wybranych związków toksycznych, nie podlegające katabolicz-

nej represji, posiadające bardziej przepuszczalną ścianę komórkową.
Z danych przytoczonych w artykułach przeglądowych Rowlandsa

[20, 21] z 1984 r. wynika, że dzięki zastosowaniu nowoczesnych metod

selekcji mutantów, uzyskano wiele imponujących efektów, głównie dla

szczepów produkujących antybiotyki. Mniej jest informacji dotyczących
ulepszania szczepów wytwarzających enzymy pozakomórkowe. Są one

jednak równie interesujące i reprezentatywne. Bardzo dobre efekty ra­
cjonalnego skriningu uzyskali S a i t o i in. [14], stosując do rozsiewu

kultury B. licheniformis po mutagenizacji nitrozoguanidyną podłoże za­
wierające dodatek glukozy w stężeniach od 0,5 do 2%. Autorom udało

się wyizolować kilka mutantów produkujących a-amylazę z wydajnością
2-10-krotnie większą w stosunku do szczepu wyjściowego. Mutanty te

w mniejszym stopniu podlegały katabolieznej represji w porównaniu ze

szczepem wyjściowym. Wydajnie produkowały a-amylazę w obecności

glukozy w podłożu fermentacyjnym w stężeniach nawet 2%, podczas gdy
wyjściowy szczep B. licheniformis 584 tracił zdolność do syntezy enzymu

już w obecności 0,5% dodatku tego cukru. Jest również interesujące, że

faza intensywnej biosyntezy a-amylazy u części mutantów rozpoczynała
się znacznie wcześniej, w porównaniu ze szczepem wyjściowym. W ho­
dowli szczepu B. lichenżformis 584 enzym był wydzielany głównie w póź­
nej fazie stacjonarnej. Wybrane mutanty intensywnie produkowały
enzym już w fazie wzrostu wykładniczego.

Znaczny postęp w opracowywaniu nowych metod skriningu dla ulep­
szania bakterii produkujących a-amylazę stanowiło wprowadzenie do

podłoży selekcyjnych dodatku wybranych antybiotyków: tunikamycyny,
ampicyliny, streptomycyny i cykloseryny. Stało się to możliwe dzidki

postępowi w badaniach wyjaśniających mechanizmy regulacji biosyn­
tezy enzymów pozakomórkowych. Wiadomo już, że produkcja pozako-
mórkowej a-amylazy u B. subtilis regulowana jest przez kilka genów:
gen regulatorowy amyR [22], gen struktury amyE [23], gen amyS [24],

papS \[24], papM [25], tmrA [26]. Według Nomury i in. i[26] biosyn­
teza enzymu uzależniona jest od oporności komórek na tunikamycynę,
tj. obecności genów tmrA i tmrB. Gen tmrA, ściśle związany z genem

struktury a-amylazy, bezpośrednio odpowiada za jej produkcję. Gen

tmrB, zlokalizowany w końcowej części genu a-'amyłazy, nie ma bezpo­
średniego wpływu na produkcję enzymu. Hitotsuyanagi iin. [17]
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stwierdzili, że obecność dodatkowych genów: C-108, odpowiedzialnego za

oporność w stosunku do cykloseryny i A-2, warunkującego oporność
w stosunku do ampicyliny powodowała znaczne zwiększenie ilości wy­
twarzanej a-amylazy u szczepu wyposażonego we wcześniej wymienione
geny. Dodatkowe geny C-108 i A-2 nie są bezpośrednio odpowiedzialne
za produkcję a-amylazy, jakolwiek ich obecność, na skutek efektu sy-

nergistycznego, znacznie wzmaga wydzielanie enzymu.

W 1976 r. Saski i in. [16], po mutagenizacji nitrozoguanidyną
szczepu B. subtilis NA 64, selekcjonowali mutanty w pożywce z dodat­
kiem minimalnego, hamującego wzrost stężenia tunikamycyny, antybio­
tyku o działaniu antywirusowym, hamującego też wzrost bakterii gram-
-dodatnich, drożdży i grzybów. B. subtilis jest jednym z najbardziej
wrażliwych gatunków na ten antybiotyk. Prawdopodobnie, nabycie opor­
ności w stosunku do tunikamycyny związane jest z wytworzeniem takiej
struktury ściany komórkowej, która umożliwia wydajniejsze wydzielanie
a-amylazy. Użycie go w podłożu selekcyjnym pozwoliło autorom na

uzyskanie mutanta B7, produkującego a-amylazę z wydajnością pięcio­
krotnie większą w porównaniu ze szczepem macierzystym.

Analogiczne próby prowadzone przez Hitotsuyanagiego iin.

[17] w 1977 r. dla szczepu B. subtilis 6160 z zastosowaniem racjonalnych
skriningów na pożywkach z cykloseryną i ampicyliną pozwoliły na uzys­
kanie mutantów produkujących a-amylazę w ilościach kilkakrotnie więk­
szych w stosunku do szczepu wyjściowego. Mutant oporny na cyklo-
serynę produkował 5-krotnie więcej enzymu w porównaniu ze szczepem
6160, zaś oporny w stosunku do ampicyliny — sześciokrotnie więcej
niż szczep wyjściowy. Mutanty te wykazywały również zwiększoną zdol­
ność do produkcji proteinaz. Dzięki wprowadzeniu do szczepu B. subtilis

6160 (amyR3) następujących genów: amyS, papS, tmr7, N-26 i C-108,
uzyskano szczep produkujący a-amylazę z wydajnością 1500-2000-krot-

nie większą w porównaniu ze szczepem wyjściowym. Tak duży wzrost

zdolności szczepu do produkcji a-amylazy w wyniku przeprowadzonych
zabiegów autorzy tłumaczą występowaniem synergizmu w działaniu

wprowadzonych genów.
W Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej przepro­

wadzono cykl mutagenizacji szczepu B. licheniformis produkującego a-

-amylazę o wysokiej termostabilności, stosując w podłożach selekcyj­
nych po mutagenizacjach dodatki następujących antybiotyków: ampicy­
liny, cykloseryny i tunikamycyny [7]. Wykonano łącznie piętnaście
mutagenizacji przy użyciu nitrozoguanidyny. Po siedmiu z nich selekcję
mutantów prowadzono w podłożu z ampicyliną, po sześciu i—: z cyklo­
seryną, po dwóch — z tunikamycyną. Przebadano łącznie około 3000 klo­
nów, wśród których znaleziono kilkadziesiąt produkujących a-amylazę
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z wydajnością o 50-140% większą w stosunku do szczepu wyjściowego.
Najlepsze spośród uzyskanych mutantów produkują a-amylazę o aktyw-

Rys. 1. Schemat zabiegów mutagenizacyjnych prowadzonych dla szczepu B. licheni-

formis BI' [7]

ności 1700-1800 j FS/cm3. Efekty uzyskane w poszczególnych etapach
mutagenizacji i skriningach obrazuje rys. 1. Próby ulepszania szczepu
B. licheniformis są kontynuowane.

KLONOWANIE GENÓW a-AMYLAZY

Bakterie rodzaju Bacillus wytwarzają pozakomórkowe amylazy róż­
niące się między sobą właściwościami i specyficznością działania. Posz­
czególne szczepy mogą produkować kilka amylolitycznych enzymów. Izo­
lacja szczepu produkującego jedną tylko amylazę o określonych właści­
wościach jest trudna do osiągnięcia metodami skriningu. W odróżnieniu

od tego, klonowanie fragmentu DNA stanowiącego gen struktury takiego
pojedynczego enzymu, o pożądanych cechach a-amylazy, w dobrze po­
znanym pod względem genetycznym organizmie-gospodarzu, jak np.
E. coli czy B. subtilis, w dużym stopniu ułatwia charakterystykę nowych
amylaz, a także pozwala na znaczne zwiększenie wydajności ich syntezy.

W ciągu ostatnich dziesięciu lat ukazało się wiele publikacji dono­
szących o klonowaniu genów a-amylazy wytwarzanej przez mezofilne

i termofilne gatunki rodzaju Bacillus w E. coli i B. subtilis (tab. 2).



70 Edward Galas, Ewa Kwapisz, Jacek Polak

Klonowanie genów a-amylazy

Tabela 2

Organizm-dawca Organizm-gospodarz Literatura

B. amyloliąuefaciens B. subtilis [27]
B. coagulans E. coli [28]
B. licheniformis B. subtilis [29-31]

E. coli [31]
B. stearothermophilus B. subtilis [32]

‘B. stearothermophilus [32]
E. coli [33, 34]

B. subtilis B. subtilis [35-37]
E. coli [38]

ESCHERICHIA COLI JAKO ORGANIZM-GOSPODARZ

Klonowania genu a-amylazy w E. coli dokonywano w celu zbadania

przebiegu biosyntezy tego enzymu w obcym organizmie, a także dla

wstępnego scharakteryzowania genu. W większości przypadków nie

obserwowano wzrostu wydajności biosyntezy enzymu u nowego gospo­
darza, jakkolwiek T s u k a g o s h i i in. [34] donieśli o trzykrotnym
zwiększeniu aktywności amylolitycznej w wyniku wprowadzenia genu
pochodzącego od B. stearothermophilus. We wszystkich cytowanych pra­
cach, komórki E. coli wytwarzały białka enzymatyczne cechujące się
takimi samymi właściwościami jak syntezowane przez organizmy rodzi­
cielskie. Nie ulegały również zmianom optymalna temperatura działania

i termostabilność enzymów, ani zależność aktywności od pH środowiska.

W przypadku a-amylazy B. licheniformis [31] badania immunologiczne
dały identyczny wynik dla białek wytwarzanych przez komórki dawcy
jak i biorcy genu.

Próby lokalizacji syntezowanej a-amylazy wykazały, że większość
białka gromadzona jest wewnątrz komórek E. coli, a dokładniej w prze­
strzeni peryplazmatycznej, niezależnie od stosowanego gatunku dawcy
genu. Ilość enzymu, oznaczana po usunięciu ściany komórkowej, w sto­
sunku do całkowitej aktywności sklonowanego genu, wynosiła 82-85%

dla B. coagulans [28], ponad 96% dla B. licheniformis i[31] i 80-82% w

przypadku B. stearothermophilus [34]. Pozakomórkowa aktywność a-

-amylazy, oznaczona w płynie pohodowlanym, stanowiła 1-6% aktywności
całkowitej. Wysoki poziom peryplazmatycznej aktywności enzymu wska­
zuje na podobieństwo informacji genetycznej warunkującej transport
białek przez błonę cytoplazmatyczną u gramdodatnich bakterii rodzaju
Bacillus i gramujemnych E. coli [39], Niewielka ilość a-amylazy wy­
dzielanej na zewnątrz praktycznie wyklucza możliwość użycia E. colt

jako przemysłowego producenta enzymu.
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W badaniach poznawczych organizm ten jest bardzo wygodny ze

względu na dostępność wielu, dobrze scharakteryzowanych systemów
wektorowych, stabilne utrzymywanie rekombinowanego DNA w komór­
kach oraz stosunkowo prostą metodę transformacji.

Y a n g i in. [38] używali E. coli jako gospodarza w procesie izolo­
wania genu a-amylazy B. subtilis, a następnie po wydzieleniu odpo­
wiedniego fragmentu DNA, określili jego pełną sekwencję nukleotydową.
Natomiast M i el en z [33], klonując w E. coli, dowiódł, że w badanym
przez niego szczepie B. stearothermophilus, w przeciwieństwie do innych
organizmów-producentów, gen a-amylazy zlokalizowany jest w natural­
nie występującym plazmidzie. Innych, interesujących informacji dostar­
czyły badania fizjologii komórek E. coli 188 zawierających gen a-amy­
lazy pochodzącej od B. coagulans [40]. Otrzymane wyniki sugerują
istnienie szkodliwego wpływu syntezy i wydzielania enzymu na wzrost

tego szczepu bakteryjnego, szczególnie w podłożach zawierających mal­
tozę lub glicerol jako jedyne źródło węgla.

BACILLUS SUBTILIS JAKO ORGANIZM-GOSPODARZ

Bakterie rodzaju Bacillus wzbudzają rosnące zainteresowanie ze

względu na możliwości stworzone dzięki rozwojowi techniki rekombi­
nacji DNA. Mogą się one przyczynić do lepszego zrozumienia mecha­
nizmów genetycznych i biochemicznych biosyntezy i pozakomórkowego
wydzielania substancji białkowych, w tym także białek enzymatycznych.
Powinno to ułatwić osiągnięcie wyższego poziomu wytwarzania przez
bakterie enzymów o odpowiednich właściwościach.

B. subtilis jest najlepiej genetycznie poznanym gatunkiem wśród

gramdodatnich bakterii [41]. Opracowane i sprawdzone są dla niego
także metody klonowania DNA [42].

Najbardziej zaawansowane badania genetyczne dotyczące nadproduk-
cyjności a-amylazy u B. subtilis prowadzone są w pracowniach japoń­
skich. Ich obiektem był wydajny pod tym względem szczep B. subtilis

NA64, otrzymany metodami mutagenizacji i transformacji [17]. Geny
tego szczepu, regulatorowy amyR2 i struktury amyE klonowano wekto­
rem fagowym, a następnie reklonowano wektorem plazmidowym w

B. subtilis [37]. Cykl transformacji doprowadził do wyizolowania i okreś­
lenia sekwencji 2,3 kb (tysięcy par zasad) fragmentu DNA kierującego
syntezą a-amylazy. Dalsze prace doprowadziły do ustalenia regionów
tej sekwencji spełniających określone funkcje w procesie biosyntezy
białka. Wyodrębniono między innymi region promotorowy oraz fragment
kodujący peptyd sygnałowy [43]. Sekwencja ta składająca silę z 41 ami­
nokwasów umożliwia transport białka a-amylazy przez błonę cytoplaz-
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matyczną. W celu porównania mechanizmów sekrecji białka w bakte­
riach gramdodatnich i gramujemnych, fragment promotorowy i sygna­
łowy połączono z genem struktury penicylinazy, a następnie sprawdzono
ekspresję takiego hybrydowego DNA w E. coli [39]. Podobne próby
wykonywano również wykorzystując analogiczne sekwencje pochodzące
od B. amyloliguejaciens, osiągając ekspresję genu penicylinazy w B. sub­
tilis [44]. Pozytywne wyniki obu eksperymentów wskazują na możliwość

wykorzystania regulujących biosyntezę amylazy sekwencji do konstrukcji
uniwersalnych wektorów sekrecyjnych, służących klonowaniu innych
poszukiwanych białek i peptydów.

Duże zainteresowanie termostabilnymi enzymami bakterii z rodzaju
Bacillus, a wśród nich a-amylazami, skłoniło do prób przenoszenia ko­
dujących te białka genów do B. subtilis w celu zwiększenia wydajności
ich biosyntezy [29-31, 45], W Irlandii [29] dokonano przeniesienia genu

wysokotermostabilnej a-amylazy z B. lichenijormis FDO2 do B. subtilis,
w wyniku czego nastąpił około 20-krotny wzrost wydajności biosyntezy
tego enzymu u nowego gospodarza. Pomyślny rezultat zachęcił autorów

do wykorzystania, jako dawcy genu, innego szczepu B. lichenijormis
RPO2, dzięki czemu osiągnęli oni wydajną biosyntezę enzymu o bardzo

korzystnych właściwościach. Optymalna temperatura działania została

podwyższona z 93°C do 100°C, i — co zaskakujące — aktywność a-amy­
lazy po ogrzewaniu do 80°C w ciągu 10 minut wzrosła o 7%. Analiza

restrykcyjna fragmentów DNA zawierających gen amylazy każdego ze

szczepów B. lichenijormis, dała identyczny obraz. Zróżnicowanie włas­
ności tych dwóch preparatów uwarunkowane jest najprawdopodobniej
punktowymi zmianami w składzie aminokwasowym [30].

Należy również wspomnieć o mniej pomyślnych eksperymentach klo­
nowania termostabilnych amylaz w B. subtilis. Rezultatem przeniesienia
genu a-amylazy'z B. stearothermophilus CU21 do B. subtilis było czte­
rokrotne obniżenie jej aktywności, jakkolwiek jego wprowadzenie do

innego szczepu tego samego gatunku co dawca DNA, spowodowało pię­
ciokrotny wzrost wydajności biosyntezy enzymu w stosunku do osiąga­
nej przez organizm rodzicielski [32], Uzasadnieniem takiego wyniku może

być mała liczba kopii rekombinowanego plazmidu, niski poziom ekspresji,
czy też ograniczona wydajność sekresji białka u innego gatunku bakterii.

Innym poważnym problemem towarzyszącym klonowaniu jest sta­
bilność hybrydowego, plazmidowego DNA w komórkach nowego gospo­
darza. Joyet i in. I[31], klonując gen a-amylazy B. lichenijormis, za­
obserwowali dużą stabilność plazmidu u E. coli wobec bardzo małej
u B. subtilis. W hodowlach bez kanamycyny (czynnik selekcjonujący
transformanty), już po pięciu generacjach, jedynie 50% komórek zacho­
wywało antybiotyczną oporność oraz zdolność do syntezy a-amylazy.
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Równoczesna utrata wymienionych cech świadczy o „gubieniu” całych
rekombinowanych plazmidów. Takie zjawisko określane jest jako nie­
stabilność segregacyjna. Stosowany w tej pracy wahadłowy wektor klo­
nujący, zdolny do replikacji w E. coli i B. subtilis, wyróżnia się znaczną

wielkością — 12,1 kb, w czym można upatrywać jednej z przyczyn jego
niewielkiej stabilności. Mała trwałość strukturalna plazmidowego DNA,
obserwowana była też w przypadku klonowania genu a-amylazy B. coa-

gulans [28].
Problem małej stabilności klonowanych genów może być rozwiązany,

lub w dużym stopniu ograniczony, dzięki zastosowaniu integracyjnych
systemów wektorowych. Umożliwiają one integrację genów do chromo­
somu gospodarza, a następnie ich amplifikację, w wyniku czego może

być osiągany znaczny wzrost wydajności biosyntezy białek.

Jednym z pierwszych przykładów takiego rozwiązania jest klonowa­
nie genu a-amylazy B. amyloliąuefaciens H w nadprodukcyjnych szcze­
pach B. subtilis l[46J. Gen włączono do genomu bakteriofaga 03T, w wy­
niku czego otrzymano bakteriofag zdolny do lizogenii i wydajnej repli­
kacji w B. subtilis. Bakterie lizogenne nadprodukcyjnych szczepów
B. subtilis wytwarzały bardzo dużą ilość a-amylazy obydwu typów
B. amyloliąuefaciens H i B. subtilis.

Określenie mechanizmu genetycznej amplifikacji regionu zawierają­
cego geny AmyE i tmrB było przedmiotem badań w japońskich pra­
cowniach [47-50], Furusato i in. [48] włączali geny amylazowego
regionu do lizogennego faga B. subtilis pil. W wyniku transdukcji re-

kombinowanego faga do B. subtilis, a następnie hodowli w podłożu z do­
datkiem tunikamycyny, osiągano amplifikację klonowanego regionu do

10 kopii. Ilość a-amylazy wytwarzanej przez transduktanty wzrastała

około 20-krotnie w stosunku do wydajności szczepu-gospodarza i ponad
2-krotnie w stosunku do dawcy genów. Szczegółowe badania doprowa­
dziły do wniosku, że nadprodukcja a-amylazy i oporność na tunikamy-
cynę u wcześniej otrzymywanych mutantów i transformantów tmrA7

mogłyby być wynikiem równoczesnej amplifikacji genu AmyE i genu
tmrB [49]. W wyniku dalszych eksperymentów wykluczono obecność

genu tmrA w chromosomie B. subtilis, a mutację tmrA7 uznano za spe­
cyficzne strukturalne zmiany DNA indukujące amplifikację genów [50].

Eksperyment przeprowadzony przez Albertini iin. [51] polegał
na transformacji kompetentnych komórek B. subtilis plazmidem pRHA39
niezdolnych do replikacji w organizmie gospodarza i przenoszącym gen

a-amylazy B. subtilis. Selekcja transformantów opornych na chloramfe­
nikol doprowadziła do wyizolowania szczepów z plazmidem zintegrowa­
nym z chromosomem w miejscu homologii. W wyniku hodowli bak­
terii na pożywkach zawierających wzrastające stężenie antybiotyku
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(5-50 pg/ml) nastąpiła amplifikacja genu do około 10 kopii. Konsekwen­
cją tego był znaczny wzrost wydajności syntezy a-amylazy, będący w ko­
relacji z ilością kopii genu.

Ostatnim przykładem stosowania chromosomalnej integracji genu są

wyniki fińskiej pracy [52] będącej kontynuacją badań omawianych
w następnym rozdziale. Kompetentne komórki B. subtilis transformo­
wane były pulą plazmidów niezdolnych do replikacji w tym organizmie,
z których każdy zawierał: gen a-amylazy B. amyloliąuefaciens, gen na­
dający oporność na chloramfenikol, jak również niewielkie fragmenty
chromosomalnego DNA B. subtilis. W wyniku transformacji otrzymano
kilka szczepów zawierających gen a-amylazy w dwóch kopiach, zinte­
growanych z chromosomem w miejscach homologii. Szczepy te wytwa­
rzały a-amylazę w ilościach porównywalnych z tymi, jakie otrzymano
dla wielokopiowego plazmidu zawierającego ten sam gen. Chromosomal-

ne kopie genu były zwielokrotnione do 8 kopii poprzez amplifikację ros­
nącym stężeniem antybiotyku lub w wyniku powtórnej transformacji.
Osiągnięto 8-krotny wzrost wydajności syntezy enzymu w stosunku do

szczepów rodzicielskich. Synteza a-amylazy u otrzymanych szczepów
przebiegała wolniej, dłuższa była także faza produkcyjna w stosunku

do szczepów zawierających wolne, wielokopiowe plazmidy. Stwierdzono

jednak dobrą stabilność tych szczepów po 42 h wzrostu w podłożu bez

dodatku antybiotyku.

STOSOWANIE REKOMBINOWANYCH SZCZEPÓW W SKALI PRZEMYSŁOWEJ

Inżynieria genetyczna stwarza obecnie możliwość zwiększania ilości

kopii określonych genów na drodze klonowania ich w wielokopiowych
plazmidach lub integracji chromosomalnej. Wprawdzie pojawiają się
doniesienia o klonowaniu genów amylazy E. coli i B. subtilis, niemniej
dotychczas istnieje bardzo niewiele informacji odnośnie przemysłowego
zastosowania laboratoryjnych wyników takich eksperymentów. Przy­
puszczalnie większość z nich sprawdzana jest także w większej skali,
być może nawet przemysłowej, jednakże dane na ten temat, prawdopo­
dobnie ze względu na ich poufność, nie są publikowane. Technologiczne
wykorzystywanie konstruowanych szczepów może być także utrudnione

ze względu na istniejące w niektórych krajach surowe przepisy zwią­
zane ze stosowaniem organizmów zawierających rekombinowany DNA.

Także niestabilność rekombinowanych plazmidów może być prawdopo­
dobnym czynnikiem zniechęcającym do przemysłowego stosowania szcze­
pów genetycznie modyfikowanych.

W tym kontekście na omówienie zasługuje cykl fińskich badań roz­
poczętych w uniwersyteckiej pracowni, a następnie kontynuowanych
w laboratoriach przemysłowych i na linii produkcyjnej firmy Alko Ltd.
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[27, 53-55]. Źródłem genu a-amylazy był w tych doświadczeniach prze­
mysłowo wykorzystywany szczep' B. amyloliąuefaciens. Głównym celem

pierwszego etapu badań było określenie struktury i sprawdzenie ekspresji
tego genu w B. subtilis. W wyniku wklonowania go plazmidowym wek­
torem osiągnięto pięciokrotny wzrost wydajności biosyntezy enzymatycz­
nego białka u nowego gospodarza, w stosunku do wydajności wykazy­
wanej przez dawcę genu, oraz 2500-krotne zwiększenie aktywności szcze­
pu biorcy. Właściwości syntetyzowanego białka były identyczne z pro­
dukowanym przez organizm rodzicielski [27],

Zrekombinowany szczep B. subtilis wydawał się odpowiadać wymo­
gom przemysłowej produkcji a-amylazy, w związku z czym dalsze
badania prowadzone były w Alko Ltd. W śkali laboratoryjnej w reakto­
rze o pojemności 8 dm3 i półprzemysłowej (10 m3) sprawdzano różne

warianty podłoża w poszukiwaniu jego najtańszej wersji (53]. Rekombi-

nowany szczep przewyższał wydajnością biosyntezy a-amylazy B. amylo­
liąuefaciens, dotychczasowego producenta enzymu, wówczas gdy podłoże
hodowlane zawierało dużą ilość łatwo przyswajalnego źródła azotu.

Zmiany wymagał również proces sterylizacji ze względu na rozkład ter­
miczny niektórych składników podłoża. Poza tym, zasadniczym proble­
mem, wymagającym rozwiązania, było opracowanie warunków zapew­
niających stabilne utrzymywanie plazmidów w komórkach bakteryjnych
rekombinowanego szczepu B. subtilis. W większości fermentacji prze­
mysłowych, podłoża hodowlane nie mogą zawierać antybiotyków, których
obecność stabilizuje plazmidowy DNA w komórce. W przypadku wy­
twarzania a-amylazy rekombinowany szczep powinien utrzymywać plaz­
midy, przy braku antybiotycznej selekcji, przez 25-40 generacji do roz­
poczęcia najintensywniejszej fazy produkcyjnej. W próbach laboratoryj­
nych po 50 generacjach stwierdzono mniej niż 1% komórek, które utra­
ciły plazmidy [54]. Niektóre klony pobierane w końcowej fazie hodowli

wykazywały również niestabilność strukturalną. Wprawdzie wykazywały
one oporność w stosunku do kanamycyny, kodowaną w stosowanym
wektorze klonującym, jednak wytwarzały śladowe tylko ilości enzymu.
W wyniku analizy restrykcyjnej określono zakresy delecji uszkadzają­
cych amylazowy region w poszczególnych plazmidach.

Ostatnim etapem tego cyklu prac było zastosowanie rekombinowa­
nego szczepu B. subtilis do przemysłowej produkcji a-amylazy [55]. Jako

głównych składników podłoża produkcyjnego użyto namaku kukury­
dzianego i modyfikowanej skrobi. Możliwość utraty rekombinowanych
plazmidów ograniczono stosując proces dwuetapowy. W pierwszym, obej­
mującym hodowle w reaktorach o objętościach do 150 dm3, prowadzono
je w obecności antybiotyku, a następnie otrzymaną kulturą szczepiono
fermentor o pojemności 2,7 m3 i w końcu 60 m3 podłoża bez, dodatku
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kanamycyny. Tym sposobem ograniczono do 12 liczbę generacji hodo­
wanych przy braku antybiotycznej selekcji.

Wydajność biosyntezy a-amylazy w skali przemysłowej była o ponad
60% większa w stosunku do poziomu osiągniętego przez dawcę genu

Według autorów opisanej technologii, jest to pierwsze doniesienie o po­
myślnym wykorzystaniu rekombinowanego szczepu Bacillus do produkcji
enzymu w skali przemysłowej.
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MIKROBIOLOGICZNE ENZYMY HYDROLIZUJĄCE WIĄZANIA
a-l,6 GLUKOZYDOWE. MOŻLIWOŚCI ZASTOSOWANIA

WSTĘP

Większość rodzajów skrobi mających znaczenie przemysłowe zawiera
4-5% wiązań a-l,6 glukozydowych. Wiązania te stanowią barierę lub

znacznie opóźniają działanie enzymów hydrolizujących skrobię, takich

jak: a-amylaza, 0-amylaza czy glukoamylaza. Zastosowanie enzymów
działających specyficznie na wiązania a-l,6 glukozydowe w skrobi, ta­
kich jak pululanaza czy izoamylaza łącznie z w/w enzymami prowadzi
do całkowitej degradacji skrobi, a stosowanie odpowiednich kombinacji
tych enzymów pozwala uzyskać żądany produkt: glukozę, maltozę lub

fruktozę gdy zastosujemy dodatkowy enzym — izomerazę glukozową.

WYSTĘPOWANIE

Enzymy rozszczepiające wiązania a-l,6 glukozydowe w punktach roz­
gałęzień amylopektyny i glikogenu po raz pierwszy zostały wyizolowane
z drożdży [1], Do chwili obecnej podobne enzymy znaleziono u szeregu
roślin wyższych (2, 3], ssaków '[31] oraz u wielu mikroorganizmów
(tab. 1).

KLASYFIKACJA

Grupę enzymów katalizujących hydrolizę wiązań a-l,6 glukozydo­
wych w skrobi i glikogenie oraz produktach ich degradacji Norman

i in. [30] ipodzielili zgodnie z ich specyficznością substratową na trzy
grupy:
— Amylo- 1,6-glukozydazy EC 3.2.1.33 (6-a-D-glukanohydrolazy dekstry­

ny) * izolowane u organizmów wyższych, hydrolizujące wiązania a-l ,6
w środku łańcucha, od którego uwalniają pojedyncze jednostki glu­
kozowe:. U ssaków po działaniu fosforylazy na glikogen powstają
granicz :ne dekstryny zawierające 4 jednostki glukozowe Dla dalszej
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\
Tabela 1

Występowanie mikrobiologicznych enzymów hydrolizująćych wiązania a-l,6
glukozydowe

Mikroorganizm
Rodzaj
enzymu

Odnośnik do

literatury

Aerobacter aerogenes pululanaza 4,6,7,8,9
Aspergillus niger izopululanaza 27

Arthrobacter globiformis izopululanaza 28

Klebsiella aerogenes (NCIB 418,
NCIB 5938, NCIB 8017) pululanaza 10

K. pneumoniae NCTC 9633 pululanaza 10

K. rhinoscleromatis NCTC 5046 pululanaza 10

K. ozaenae NCTC 5050 pululanaza 10

Bacillus alvei pululanaza 11

B. amyloliąuefaciens izomylaza 12

B. cereus pululanaza 11

B. cereus var. mycoides pululanaza .13

B. circulans pululanaza 11

B. firmus pululanaza 11

B. macerans pululanaza 11, 14

B. polymyxa pululanaza 11

Bacillus sp. No 202-1 pululanaza 15

B. stearothermophilus pululanaza 11

Cytophaga sp. izoamylaza 16

Escherichia coli izomylaza 17

E. intermedia izoamylaza 9
Pseudomonas saccharophila pululanaza 18

Ps. sp. SB 15 izoamylaza 19, 21

Ps. amyloderamosa SB 15 izoamylaza 38 '

Ps. deramosa SB 15 izoamylaza 20
Ps. stutzeri pululanaza 22

Streptococcus mitis pululanaza 23

Streptomyces sp. No 28 izoamylaza 24

Str. sp. No 280 pululanaza 25
Thermus aguaticus YT 1 pululanaza 26

degradacji dekstryna musi zostać zmodyfikowana przez działanie

4_a-D-glukanotransferazy (enzymu przenoszącego reszty maltotriozo-

we na pozycję 1,4-a innego łańcucha). W tak zmodyfikowanej dekstry­
nie zostają odsłonięte pojedyncze jednostki glukozowe, na które może

bez przeszkód działać amylo-l,6-glukozydaza (rys. 1). Podobny spo­
sób działania amylo-l,6-glukozydazy izolowanej z drożdży Saccharo-

myces cerevisiae przedstawili Lee i Carther ![4]. Najmniejszym
substratem, który może hydrolizować amylo-l,6-glukozydaza jest roz­
gałęziony pentasacharyd 63-a-glukozylomaltotetraoza [32].
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Glikogen

Fósforylaza

0- glukoza
— - wiqzanie of-1.4 glukozydowe
■•--wiązanie oc-1.6glukozydowe

Rys. 1. Działanie amylo-1,6 glukozydazy na glikogen [30]

— Do drugiej grupy Norman zaliczył mikrobiologiczne i roślinne pu-

lulanazy (R — enzym izolowany ze słodu jęczmienia) EC 3.2.1.41

(6-glukanohydrolazy dekstryny) *. Specyficznym substratem dla tej
grupy enzymów jest pululan: liniowy polimer składający się zasad­
niczo z maltotriozowych jednostek połączonych wiązaniem a-l,6, pro­
dukowany pozakomórkowo przez szczep Pullularia pullulans (Aureo-
basidium pullulans) (rys. 2). Dokładniejsze badania struktury pulula-
nu przez Catleya iin. [36, 37] oraz Taguchi iin. [35] wy­
kazały obecność jednostek maltotetraozowych w ilości nie większej
jak 7%.

Bakteryjna i roślinna pululanaza hydrolizuje w pululanie wewnątrzr-
łańcuchowie wiązania a-l,6 uwalniając cząsteczki maltotriozy oraz

serię maltotriozylowych oligosacharydów, ale tylko w początkowym
etapie reakcji. Końcowym produktem hydrolizy jest maltotrioza.

Najmniejszym substratem hydrolizowanym przez pululanazę są te-

trasacharydy (rys. 3). Aktywność enzymatyczna pululanazy uzależ­
niona jest od obecności w substracie wiązań a-l,4, łączących co

najmniej dwie jednostki glukozowe [4, 38], Do grupy tej zaliczono

również izopululanazę EC 3.2.1.54 (pululan-4-glukanohydrolazę) hy-
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(mattotrioza)

(izopanoza)

0 (glukoza)

Produkt

końcowy

Rys. 2. Działanie enzymów hydrolizujących pululan

(panoza)

Substrdt

oXo-0

drolizującą wiązania a-l,4 glukozydowe w pululanie w pobliżu wiązań
a-l,6 i uwalniającą w końcowym etapie reakcji izopanozę. Należy
tu także a-amylaza izolowana z Thermoactinomyces vulgaris [33]
i Bacillus stearothermophilus KP 1064 [42] atakująca wiązania a-l,4
i hydrolizująca pululan do panozy.

'

Enzym

Amylo -1.6 - glukozydaza

R-enzym

Pululanaza

Izoamylaza

Rys. 3. Najmniejsze substraty hydrolizowane przez enzymy odcinające wiązania
a-l,6 glukozydowe [30]

10-0 0-0-0 o-o

0-0 0 0-0

— Trzecią grupę stanowią izoamylazy EC 3.2.1.68 (6-glukanohydrolazy
glikogenu) *. Ta grupa enzymów hydrolizuje wszystkie a-l,6-między-
łańcuchowe wiązania w glikogenie i amylopektynie, a nie działa [19,
21] lub działa tylko w ograniczonym stopniu [34] na pululan. Izoamy-
lazy są bardziej aktywne w stosunku do glikogenu niż do amylopek-
tyny, a więc są bardziej specyficzne do krótszych łańcuchów. Naj­
mniejszym substratem degradowanym przez izoamylazy jest penta-
sacharyd 63-O-a-maltozylomaltoza. Obecność co najmniej trzech reszt

a-D-glukozy w łańcuchu B lub C subsfratu jest kcmieczna do ujaw­
nienia aktywności tego enzymu [7].
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WŁAŚCIWOŚCI

Manners i in. (39) zwracają uwagę na to, że właściwe umiejsco­
wienie wiązań a-l,6 w substracie jest ważnym czynnikiem wpływają­
cym na aktywność enzymatyczną Wiszystkich enzymów hydrolizujących
wiązania a-l ,6 glukozydowe.

Nelson i in. [40] oraz K a i n u m a i in. [7] porównywali działa­
nie pululanazy z Klebsiella pneumoniae i izoamylazy z Pseudomonas

amyloderamosa na różne rodzaje substratów (tab. 2).

Tabe1a2

Działaniie pululanazy i izoamylazy na różne rodzaje substratów

Substrat
7

Względny stopień hydrolizy, %

izoamylaza pululanaza
Pululan b. niski 100,00
Amylopektyna 100,00 15,00
(1 Graniczne dekstryny

amylopektymy 80,30 56,90
Glikogen z oskryg 124,00 1,00
fi Graniczne dekstryny gliko-

genu z ostry g 214,00 - 10.20

ó3-0-a-Maltozyl!omaltotrioza 2,80 22,00
63-0-a-Maltotrk szylomaltotrioza 9,70 162,00
63-0-a-Maltotric >zylomalto-

tetraoza 33,00 146,00
63-0-a-Maltozyb omaltotrioza

hub
62-0-a-Maltotrio zylomaltoza 0 8,60
63-0-a-Maltozylc >maltotetraoza 6,90 43,00

Pululanaza z K. pneumoniae wykazuje dużą aktywność w stosunku
do: pululanu, 63-O-a- maltotriozylomaltotriozy i 63-0-«-maltotriozylo-mal-
totetraozy, a nieznaczną w stosunku do glikogenu. Natomiast izoamyla-
za z Ps. amyloderamtosa największą aktywność wykazuje w stosunku do

Etmylopektyny i glikogenu. Jest regułą, że pululanazy izolowane z róż­
nych mikroorganizmów, np. z Aerobacter aerogenes [41], B. macerans

[14]i B. cereus var. mycoides [13], Streptomyces sp. No 280 [25] itp.
(z wyjątkiem pululanazy izolowanej z B. polymyza i B. sp. 202-1 [15])
wykazują słabe powu nowactwo do glikogenu, a dużą aktywność w sto­
sunku do pululanu. A imylopektyna jest hydrolizowana przez ten enzym
z różną intensywności? ł w zależności od mikroorganizmu, z którego enzym
izolowano. Adams i Priest [14] zaobserwowali, że pululanaza izo­
lowana z B. maceran .s tylko w niewielkim stopniu degraduje amylo-
pektynę i glikogen, na itomiast f-graniczne dekstryny glikogenu i amylo-
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pektyny hydrolizowane są przez ten enzym prawie całkowicie. Autorzy
sugerują, że większe rozgałęzienia ograniczają dostęp enzymu do sub-

stratu. Natomiast izoamylaza z Pseudomonas sp. SB 15 [21], Cytophaga
sp. [16], B. amyloliąefaciens [12] itp. hydrolizuje wiązania a-l,6-glukozy-
dowe w glikogenie i amylopektynie, a nie działa na pululan. P-graniczne
dekstryny glikogenu i amylopektyny hydrolizowane są przez ten enzym

tylko w nieznacznym stopniu.
Niektóre właściwości enzymów hydrolizujących wiązania a-l,6-glu-

kozydowe przedstawiono w tabeli 3.

Niektóre właściwości enzymów hydrolizujących wiązania a-l,6 glukozydowe

Tabela 3

Mikroorganizm

Optimum
pH

stabilność

Ciężar

cząstecz­
kowy
kDa

Odnośnik

do

literaturypH
temp.
[°C]

Pululanaza:

Aerobacter aerogenes 5,0-6,0 47,5-55,0 5,0-11,5 56-145 8, 43, 44, 45

B. cereus var. mycoides 6,0-6,5 50 7,0-8,7 110 13

4,5-5,0 60 4,5-6,0 — 46

B. polymyxa 6,0-7,0 45 5,5-7,0 48.

B. sp. 202-1 8,5-9,0 55 6,5-11,0 92 15

Esterichia intermedia 5,5 45 — — 43

Streptomyces sp. No 280 5,0-6,0 50 — —- 25

Streptococcus mitis 5,5-5,8 30 1■— — 23

Thermus aguaticus YT-1 6,4 80-100 6,2-6,7 80-83 26

Izoamylaza
Cytophaga sp. 5,5 40 —

" 120 16

E. coli 5,6-6,4 45-50 — — 17

E. intermedia 6,0 47 —

.

— 9

■Pseudomonas sp. SB 15 3,0-4,0 52 3,5-5,5 .94 19, 21, 43

Saccharomyces cereuisiae 6,0 25 — — 47

Streptomyces sp. No 28 5,0 60 5,5-7,5 24

Optimum pH dla działania pululanaz mieści się w granicach 4,5-7,0
z wyjątkiem pululanazy produkowanej przez Bacillus sp. 202-1, której
optimum pH zawarte jest między 8,5 a 9,0 [15],

Oprócz S. mitis [23] i Thermus aquaticus YT-1 ([26] pululanazy mają
optimum temperatury w granicach 45-55°C. Pulnlanaza S. mitis ma

optimum temp. 30°C, natomiast dla pululanazy izolowanej z Thermus

aquaticus YT-1 zawarte jest między 80-100°C [26]. Ciężar cząsteczkowy
badanych pululanaz szacowano, w zależności od stosowanej metody
i rodzaju enzymu (pozakomórkowy, wewnątrzkomórkowy), od 48 do
145 kDa. 1
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Optimum pH izoamylaz mieści się w granicach 5,0-6,4, z wyjątkiem
izoamylazy Pseudomonas sp. SB-15, która wykazuje najwyższą aktyw­
ność enzymatyczną w pH pomiędzy 3,0 a 4,0 [19, 21, 43]. Optimum temp,
izoamylaz zawarte jest między 40 i 52°C, z wyjątkiem izoamylazy
Saccharomyces cerevisiae, która wykazuje maksymalną aktywność w

temp. 25°C i izoamylazy Streptomyces sp. No 28, której opt. temp, wy­
nosi 60°C. Izoamylazy są stabilne w zakresie pH 3,5-7,5.

GLUKOAMYLAZA

Omawiając grupę enzymów hydrolizujących wiązania a-l,6 glukozy­
dowe nie sposób ominąć glukoamylazy EC 3.2.1.3 (1-4-a-D-glukohydro-
lazy glukanu) *

enzymu rozcinającego wiązania a-1,4 od nieredukującego
końca łańcucha w: amylozie, amylopektynie, pululanie i glikogenie. Glu­
koamylazy mogą katalizować także rozkład wiązań a-l,6, oraz wiązań
a-l,3 [57]. W efekcie działania tego enzymu na w/w substraty powstają
cząsteczki glukozy. Glukoamylaza hydrolizuje wielocukrowce z większą
szybkością gdy ostatnia reszta glukozowa połączona jest z pozostałą
częścią wielocukrowca wiązaniem a-l,4. I tak wiązanie a-l,4 w maltozie

ulega hydrolizie ok. 15 razy szybciej niż wiązanie a-l,3 nigerozy i 28 ra­
zy szybciej niż wiązanie a-l,6 izomaltozy. Ponieważ glukoamylaza od-

szczepia stopniowo od łańcuchów wielocukrowca po jednej cząsteczce
glukozy, zatem długość łańcuchów maleje powoli i duża lepkość roz­
tworu utrzymuje się przez długi czas. Glukoamylaza działa szybciej na

skrobię rozpuszczoną i częściowo zdegradowaną do dekstryn i oligosa-
charydów o przeciętnej redukcyjności 8-12 DE (DE — równoważnik

glukozowy), a jeszcze lepiej gdy redukcyjność wynosi ok. 25 DE.

Fleming [58] podzielił glukoamylazy na 2 grupy.
— Do pierwszej grupy zaliczył enzymy hydrolizujące całkowicie skrobię

i P-graniczne dekstryny do glukozy.
— Do drugiej grupy te enzymy, które hydrolizują skrobię tylko w 80%,

a ^-graniczne dekstryny w 40%.

Panoza i a-graniczne dekstryny są całkowicie rozkładane przez obie

grupy enzymów. Fleming zwraca uwagę, że efektywność hydrolizy wie-

locukrów przy udziale glukoamylazy jest zależna od ciężaru cząsteczko­
wego i struktury substratu. I tak szybkość hydrolizy uzależniona jest
od pozycji wiązań a-l,6 w substracie, np. początkowa szybkość hydrolizy
maltotriozy, 6-a-maltozyloglukozy i 3-a-maltozyloglukozy wynosi odpo­
wiednio 360, 260 i 140 [59].

Glukoamylazy są enzymami spotykanymi głównie u grzybów (tab. 4).
Enzymy te występują również w organizmach zwierzęcych: w wątrobie,
w mięśniach, w sercu itp.
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W warunkach naturalnych glukoamylaza działa na skrobię W spo­
sób ograniczony [60], Zaobserwowano l[61, 62], że amyloza jest czynni­
kiem ograniczającym hydrolizę skrobi przez glukoamylazę. Sposób de­
gradacji ziaren zbożowej i kukurydzianej skrobi przy użyciu glukoamy-
lazy I i II z A. niger oraz enzymu izolowanego z R. nweus przedstawili
w swojej pracy Smith i Lineback ([63]. Niektóre właściwości glu-
koamylaz izolowanych z różnych rodzajów grzybów przedstawiono w ta­
beli 4.

MOŻLIWOŚCI WYKORZYSTANIA ENZYMÓW HYDROLIZUJĄCYCH WIĄZANIA
a-l ,6 GLUKOZYDOWE

Zainteresowanie grupą enzymów rozkładających wiązania a-1,6 glu­
kozydowe wzrosło w momencie zastosowania pululanazy w badaniach

struktury amylopektyny i glikogenu [55, 56]. Obecnie enzymy znoszące

rozgałęzienia w skrobi takie jak: pululanaza, izoamylaza i glukoamylaza
znalazły zastosowanie w przemysłowej produkcji syropów o dużym stę­
żeniu glukozy i maltozy [30, 46, 48, 49, 50, 51] oraz w produkcji krysta­
licznej glukozy, maltozy i maltotriozy ze skrobi [43, 52, 53]. W przyszłości
znajdą one zastosowanie w produkcji małokalorycznego piwa (piwa o ma­
łej zawartości niefermentowalnych cukrów) [54].

Większość skrobi o znaczeniu przemysłowym zawiera 14-25% amy-

lozy i 75-80% amylopektyny [49] (tabela 5). Amylopektyny są rozgałę­
zionymi polisacharydami zawierającymi liniowy łańcuch zbudowany
z członów a-l,4 D-glukozy połączony z a-l,6 glukozydowymi wiązania­
mi. Rozgałęzione końce zawierają 20-25% D-glukozowych jednostek, tak

więc amylopektyny zawierają 4-5% wiązań a-l,6 glukozydowych [46],
W przemyśle skrobiowym skrobia przetwarzana jest do cukrów (glu­
kozy, maltozy), dekstryn lub syropów (glukozowych, maltozowych) na

drodze hydrolizy: kwasowej, kwasowo-enzymatycznej lub enzymatycz­
nej. Uzyskiwane hydrolizaty są wykorzystywane jako źródło węgla w

procesach fermentacyjnych lub, ze względu na swe właściwości fizyczńe,
są stosowane jako środek słodzący w wielu produktach spożywczych
i piwowarskich.

Enzymatyczna degradacja skrobi dzięki swym zaletom (duża specy­
ficzność i wydajność oraz mniejsza zawartość produktów ubocznych)
coraz skuteczniej wypiera hydrolizę kwasową. Gdy na skrobię działamy
a-amylazą, frakcja amylopektyn jest degradowana tylko częściowo.
Punkty rozgałęzione zawierające wiązania a-l,6 glukozydowe są oporne
na działanie a-amylazy, a ich obecność uniemożliwia hydrolizę sąsied­
nich wiązań a-l,4. Przedłużone działanie a-amylozy na amylopektynę
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Tabela 5

Zawartość amylozy i amylopektyny w różnych rodzajach skrobi

Surowiec
% Zawartość

amylopektyny amylozy

Kukurydza 79-72 21-28

Woskowa kukurydza 99 1

Ziemniak 82-77 18-23

Pszenica ■81-75 19-25

Jęczmień 81-78 19-22

Ryż 86-81 14-19

Tapioka 83-81 17-19

powoduje powstawanie a-granicznych dekstryn, które nie ulegają dal­
szej degradacji. Natomiast gdy na amylopektynę działamy P-amylazą
hydroliza. całkowicie ustaje, gdy zostanie osiągnięty punkt rozgałęziony
powstają P-graniczne dekstryny. Glukoamylazy mogą hydrolizować wią­
zania a-l,6 glukozydowe w amylopektynie, ale czas reakcji jest bardzo

długi [79].
Łączne zastosowanie dwóch enzymów: glukoamylazy i pululanazy

(albo izoamylazy) lub P-amylazy i enzymu odcinającego odgałęzienia
zwiększa wydajność hydrolizy i znacznie skraca jej czas. Stosowanie

różnych kombinacji enzymatycznych pozwala uzyskiwać szereg dokład­
nie zdefiniowanych chemicznie produktów o określonych właściwościach

fizycznych. Pululanaza i izoamylaza zostały wykorzystane w przemysło­
wej produkcji glukozy (rys. 4) [30] i maltozy ze skrobi.

Rysi. 4. Enzymatyczna/ konwersja skrobi do glukozy

i
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PRODUKCJA SYROPÓW O DUŻYM STĘŻENIU GLUKOZY

I KRYSTALICZNEJ D-GLUKOZY

W procesie produkcji krystalicznej D-glukozy ze skrobi (rys. 5) sto­
suje się bakteryjną a-amylazę do otrzymywania zmodyfikowanej skrobi

o małej wartości DE oraz do produkcji szeregu maltodekstryn o okreś­
lonej redukcyjności.

1
zawiesina skrobi

Upłynnianie oe-amylaza bakteryjna

Glukoamylaza i
Scukrzanie pululanaza (lub izoamylaza)

Filtracja węgiel aktywny
oczyszczanie

Krystalizacja
lub suszenie

Rys. 5. Schemat produkcji krystalicznej D-glukozy ze skrobi

Łączne zastosowanie dwu enzymów: glukoamylazy i pululanazy (lub
izoamylazy) w procesie scukrzania skrobi do glukozy skraca czas hydro­
lizy z 72-96 do 30-40 godzin, co czyni proces bardziej ekonomicznym
i zmniejsza ryzyko niepożądanych infekcji. Stężenie substratu może zo­
stać zwiększone z 32 do 40% s.m., co daje oszczędności energetyczne
w procesie zatężania. Łączne zastosowanie glukoamylazy i enzymów
odcinających odgałęzienia pozwala też zmniejszyć ilość użytej gluko­
amylazy o ok. 50%, co zapobiega niepożądanej polimeryzacji D-glukozy
do izomaltozy i w efekcie końcowym daje wzrost poziomu D-glukozy
o 0,5-2,0%. Syropy o dużym stężeniu glukozy są produktem wyjściowym
do otrzymywania krystalicznej D-glukozy, jak również do produkcji
syropów o dużej zawartości fruktozy HFCS (high-fructose corn syrups)
lub krystalicznej fruktozy, która jest ok. 40% słodszym cukrem od sa­
charozy. W celu uzyskania syropów fruktozowych syropy o dużym stę­
żeniu glukozy poddaje się działaniu izomerazy glukozowej. Enzym ten

o nazwie handlowej Sweetzyme produkowany jest w skali przemysłowej
przez duńską firmę NOVO Industri A/S. W Stanach Zjednoczonych
w ostatnim dziesięcioleciu obserwuje się ciągły wzrost produkcji syro­
pów o dużym stężeniu fruktozy, podczas gdy produkcja glukozy i syro­
pów o dużym stężeniu glukozy utrzymywana jest na prawie stałym
poziomie.
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PRODUKCJA SYROPÓW O DUŻYM STĘŻENIU MALTOZY

I KRYSTALICZNEJ MALTOZY

Obecnie obserwujemy na świecie, a w szczególności w Japonii, zwięk­
szone zainteresowanie otrzymywaniem maltozy i syropów o dużym stę­
żeniu maltozy (52]. W 1978 roku wielkość produkcji maltozy i syropów
o dużym stężeniu maltozy w Japonii wynosiła około 20 tysięcy ton,
a w Stanach Zjednoczonych w 1985 roku produkcja tych syropów wy­
nosiła 4 miliony ton [81]. Maltoza dzięki zaletom smakowym, małej
higroskopijności, ciepłostabilności i małej lepkości w roztworze coraz

częściej wypiera stosowaną dotychczas w wielu gałęziach przemysłu glu­
kozę i sacharozę.

Produkcją maltozy zainteresowany jest:
— przemysł farmaceutyczny (maltoza może być użyta do iniekcji do­

żylnych u diabetyków, ...),
— przemysł cukierniczy (maltozę stosuje się do wyrobu cukierków,

ciast itp.),
— przemysł piwowarski (w produkcji małokalorycznego piwa),
— przemysł owocowo-warzywny (syropy o wysokim stężeniu maltozy

są szczególnie przydatne w produkcji kandyzowanych owoców, gala­
retek, dżemów, ...).

Syropy o dużym stężeniu maltozy w sposób konwencjonalny otrzy­
muje się z upłynnionej skrobi przez działanie P-amylazy (pochodzenia
roślinnego — z soi, lub mikrobiologicznego, np. z B. cereus var. myco-

ides). Jednostki maltozowe uwalniane są stopniowo z zewnętrznej gałęzi
łańcucha do momentu osiągnięcia punktu rozgałęzionego (wiązania a-l,6
glukozydowego), po czym hydroliza enzymatyczna ustaje i powstają p-

-graniczne dekstryny. Maksymalna ilość maltozy, którą można uzyskać
ze skrobi tą metodą, wynosi 60% l[46].

Jednoczesne zastosowanie dwu enzymów: P-amylazy i pululanazy (lub
izoamylazy) zwiększa wydajność do 80-88% (43]. Obecnie w skali prze­
mysłowej enzymy odcinające odgałęzienia w skrobi (hydrolizujące wią­
zania a-l,6 glukozydowe) produkują na świecie takie firmy, jak NOVO

Industri A/S (Promozyme, DBG, AMG), ABM Chemicals Ltd. i inne.

W Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej opracowa­
no technologię produkcji ciepłostałej a-amylazy („Amylogalu”) i wdro­
żono w ZPOW „Pektowin” w Jaśle. Obecnie w tymże Instytucie
prowadzi się badania nad otrzymywaniem enzymów hydrolizujących wią­
zania rozgałęziające w Skrobi. Wyodrębniono szczep Aerobacter aeroge-
nes G nagromadzający pozakomórkowo duże ilości pululanazy [82].
Enzym ten jest wytwarzany w skali wielkolaboratoryjnej; określa się
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jego właściwości katalityczne i przydatność w transformacjach skrobi,
pululanu i innych polisacharydów. Przewiduje się jego zastosowanie

w przemyśle skrobiowym zwłaszcza w tych procesach, w których za­
chodzi konieczność znoszenia rozgałęzień w amylopektynie i pokrewnych
oligo- i polisacharydach.
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BIOSYNTEZA I ZASTOSOWANIE LIPAZ I ESTERAZ
W SYNTEZIE ESTRÓW I TRANSFORMACJI ACYLOGLICEROLI

Jak wiadomo, enzymy przejawiają swoją aktywność w środowisku

wodnym. Jednak udowodniono, że można przeprowadzić wydajnie reak­
cję enzymatyczną w środowisku zawierającym mniej niż 1% wody. Me­
toda polega na immobilizacji enzymu na nośniku utrzymującym wodę
na swej powierzchni w stanie ciekłym, tak, że enzym reaguje w w|a-

runkach stosunkowo dużej aktywności wody. Badania te oprócz dużych
walorów poznawczych mają również znaczenie dla zastosowania prak­
tycznego lipaz i esteraz jako katalizatorów reakcji estryfikacji. Metodę
tę można stosować do otrzymywania różnorodnych estrów kwasów kar­
boksylowych, jak również interestryfikacji tłuszczów w układach, w któ­
rych składniki są rozpuszczone w rozpuszczalnikach organicznych lub

bezpośrednio w stopionych substratach. Nie ma w tym nic zaskakują­
cego, gdy rozpatrzymy potencjalne korzyści, jakie daje przeprowadzenie
reakcji biokatalitycznych w mieszaninach rozpuszczalników wodno-orga-
nicznych, czysto-organicznych lub bez udziału rozpuszczalników. Należą
do nich:
— stosunkowo duża rozpuszczalność wielu związków w rozpuszczalni­

kach organicznych;
—• zdolność odwracania reakcji hydrolitycznych w reakcje,syntezy;
— duża specyficzność działania;
— możliwość uniknięcia udziału niepożądanych reakcji ubocznych, jak

również hamowania przebiegu reakcji przez substrat lub produkt;
—■stosunkowa łatwość odzyskiwania produktu i biokatalizatora z syste­

mów zawierających fazę organiczną;
— mała, w porównaniu z metodami tradycyjnymi, energochłonność pro­

cesu.

Z drugiej strony, zastosowanie rozpuszczalników organicznych do syn­
tezy bioorganiczmej jest poważnie ograniczone, ponieważ wiele z nich

powoduje obniżenie aktywności lub nieodwracalną denaturację enzymów.
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BIOSYNTEZA LIPAZ I ESTERAZ

Zgodnie z zaleceniami Międzynarodowej Unii Biochemicznej z 1961 r.

lipazy zdefiniowano jako hydrolazy estrów glicerolowych ![1J. Różnią
się one od innych enzymów właściwością działania na substraty nie­
rozpuszczalne w wodzie, co decyduje o przebiegu reakcji na powierzchni
rozdziału faz z szybkością zależną od wielkości tej powierzchni .[2, 3].
Enzymy hydrolizujące estry innych niż glicerol alkoholi zaliczono do

esteraz [4]. W świetle aktualnych badań, lipazy oprócz zdolności hydro­
lizy acylogliceroli mogą wykazywać aktywność w reakcji syntezy róż­
norodnych estrów kwasów karboksylowych, nie koniecznie glicerydów.

'W
Enzymy lipolityczne nie są poznane w takim stopniu, jak niektóre

enzymy przemiany białek i węglowodanów. Dane odnośnie lipaz drob­
noustrojowych są często wyrywkowe i przeciwstawne, ponieważ uzyska­
no je stosując różne substraty o niejednakowym stopniu dyspersji, wy­
korzystując drobnoustroje rosnące na różnych podłożach hodowlanych,
z różnych stadiów wzrostu lub stosując preparaty różniące się stopniem
czystości. Charakteryzując więc lipazy drobnoustrojowe, należy mówić
o każdej z nich z osobna, w zależności od jej pochodzenia. Większość
drobnoustrojowych producentów lipaz należy do rodzajów Aspergillus, Pe-

nicillium, Rhizopus, Bacillus, Pseudomonas, Candida. Całokształt badań

obejmuje: selekcję wysokoaktywnych szczepów, optymalizację podłoża
hodowlanego i warunków hodowli, otrzymanie preparatów enzymatycz­
nych o wymaganym stopniu czystości i określenie ich właściwości. Istot­
nym warunkiem decydującym o wyizolowaniu szczepów o dużej wy­
dajności jest określenie zależności aktywności od rodzaju substratu
i emulgatora. Okazało się bowiem, że np. rozpowszechniona metoda

oznaczania aktywności z wykorzystaniem emulsji oleju oliwkowego w

alkoholu poliwinylowym nie zawsze pozwala na ujawnienie aktywności
szczepów '[5, 6]. Zdolność mikroorganizmów do produkcji lipazy, jak
i właściwości enzymu zależą w dużym stopniu od składu podłoża ho­
dowlanego. W wielu pracach podkreśla się istotny wpływ tłuszczowców

na poziom aktywności lipazy, np.: mąki sojowej, ekstraktu sojowego
i innych {5, 7, 8, 9, 10]. Stwierdzono, że te same lipidy dodane do podło­
ża hodowlanego mogą być inhibitorami lub aktywatorami biosyntezy
lipazy w zależności od rodzaju drobnoustroju wytwarzającego enzym.
I tak np.: aktywność lipolityczna Candida paralipolytica, Torulopsis
ernobu, Geotrichum candidum, G. asteroides wzrastała po dodaniu ole­
jów do podłoża hodowlanego. Te same lipidy hamowały produkcję lipazy
w hodowli szczepów Penicillium roquejorti, Pseudomonas fragi. Stwier­
dzono również, że zdolność do indukowania biosyntezy lipazy zależała
nie tylko od rodzaju drobnoustroju i budowy chemicznej samego induk-
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tora, ale i od składu podłoża hodowlanego stosowanego do wzrostu

szczepów.
O biosyntezie lipaz decydują również warunki aeracji, temperatura

i pH podłoża hodowlanego. Lipazy i esterazy w zależności od miejsca
nagromadzenia w podłożu hodowlanym możemy podzielić na pozakomór-
kowe [5, 11, 12, 13] i wewnątrzkomórkowe [2, 3, 5]. W porównaniu z li­
pazami pozakomórkowymi, lipazy wewnątrzkomórkowe drobnoustrojów
poznane są w znacznie mniejszym stopniu ze względu na' trudności

związane z ich wydzieleniem z komórki.

Dawranow iin. [14, 15, 16] wykazali, że szczep Ooaspora lactis

jest wysokoaktywnym producentem lipazy oraz, że biosyntezę tego enzy­
mu indukują tłuszcze roślinne i kwasy tłuszczowe. Nagromadzenie lipazy
wewnątrz- i pozakomórkowej następuje wraz ze wzrostem i rozwojem
grzybka, osiągając maksimum w początkowej fazie wzrostu stacjonarnego.
Stwierdzono, iż badany szczep wydziela lipazy o różnych molekularnych
formach, z których jedna odpowiada lipazie pozakomórkowej oraz we­
wnątrzkomórkowej, zlokalizowanej w przestrzeni peryplazmatycznej,
druga — lipazie silnie związanej z błoną cytoplazmatyczną.

Wysokowydajny producent lipazy Rhizopus microsporus charaktery­
zuje się również zdolnością biosyntezy kilku molekularnych form tego
enzymu [17, 18], W wyniku wydzielenia i oczyszczenia lipaz poza- i we­
wnątrzkomórkowych stwierdzono, że badane enzymy są izoenzymami
złożonymi z podjednostek A (m.cz. 12,5 kDa) i B (m. cz. 15 kDa) w róż­
nym stosunku. Stwierdzono ponadto, że badany szczep wydziela do pod­
łoża 3 lipazy o budowie glikoproteidowej z większą zawartością reszty
cukrowej, w porównaniu z izoenzymami lipazy wewnątrzkomórkowej.
Wydzielone enzymy różniły się optymalnymi wartościami pH i tempe­
ratury.

Lipazy o różnych molekularnych formach wydzielono również z ho­
dowli szczepu Rh. japonicus. Miały one jednakową masę cząsteczkową,
różne punkty izoelektryczne, zbliżone wartości optymalnego pH i tem­
peratury oraz podobną specyficzność substratową [19]. Jak donoszą
I w a i i in. [20, 23], szczep Rh. delemar wydziela podczas hodowli trzy
formy lipaz: A, B i C. Udział tych form zależy od składu aminokwaso-

wego białkowego surowca zawartego w podłożu. I tak np.: w obecności

7,5% ekstraktu mąki sojowej zwiększał się udział formy B, a zmniejszał
formy C. Bardzo zbliżone właściwości oczyszczonych lipaz B i C w po­
równaniu z lipazą A sugerują, że szczep Rh. delemar produkuje tylko
dwie lipazy — A i C. Forma B tworzy się z formy C związanej z fosfo-

lipidem, który może być uwolniony w procesie oczyszczania lub uwal­
niania z komórki.

ł
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Szczep Rh. arhizus wydziela do podłoża dwie formy lipaz, z których
pierwsza może przekształcać się w drugą w czasie dłuższego przechowy­
wania w temp. 20°C [21]. Zmiana ta spowodowana była odszczepieniem
frakcji glikoproteidowej o m.cz. 10 kDa. Zdolność do tworzenia kilku

molekularnych form lipaz jest również własnością szczepu Aspergillus
niger [22].

Interesujące wyniki badań lipaz Penicillium cyklopium przedstawili
I w a i i in. [23}. Stwierdzili oni, że szczep ten wydziela do podłoża
lipazy w dwóch formach — A i B. W końcowej fazie hodowli wraz ze

wzrostem wartości pH do ok. 8,5 następuje inaktywacja lipazy B, sta­
bilnej w zakresie pH 4,0-6,5. Wydzielone i oczyszczone do homogennej
postaci formy A i B różniły się optymalną wartością pH, optymalną
temperaturą, punktem izoelektrycznym i masą cząsteczkową. Wyniki ba­
dań specyficzności substratowej z wykorzystaniem monoestrów metylo­
wych kwasów tłuszczowych o różnej długości łańcucha sugerują, że li­
paza B charakteryzuje się większą aktywnością esterazową w porówna­
niu z lipazą A.

Na temat lokalizacji lipaz w komórce opublikowano dotychczas nie­
wiele prac. Wiąże się to między innymi z trudnością dobrania właściwej
metody dezintegracji komórek, pozwalającej na uzyskanie informacji
o rzeczywistej lokalizacji enzymu w strukturach komórkowych. Najko­
rzystniejsza do tych celów okazała się łagodna metoda lizy enzymatycz­
nej, chociaż stosowano także mechaniczne metody dezintegracji i trak­
towanie komórek detergentami. W ten' sposób zlokalizowano m.in. lipazę
O. lactis [14, 15]. Pen. cyclopium [24], C. lipólytica [25, 26], S. cereuisiae

[27]. W badaniach nad lokalizacją lipazy O. lactis wykazano, że około
8% ogólnej aktywności homogenatu grzybni zawarte jest we frakcji mem­
bran cytoplazmatycznych, a znaczna część (85-90%) we frakcji pery-

plazmatycznej [15, 16}. Metodą różnicowego wirowania homogenatu
grzybni P. cyklopium wykazano, że prawie cała aktywność lipazy za­
warta jest w rozpuszczalnej frakcji komórek. Zakładając, że enzym jest
związany ze strukturami subkomórkowymi, oddziaływanie to można

łatwo naruszyć w czasie dezintegracji komórek i spowodować przejście
do frakcji cytoplazmatycznej [24]. Wykazano również, że lipaza C. lipo-
lytica związana jest ze ścianą komórkową, S. cereuisiae z błoną cyto-
plazmatyczną, a C. utilis głównie ze strukturami subkomórkowymi [25,
27, 28].

Lipazy grzybów nitkowatych pod pewnymi względami poznane zo­
stały znacznie lepiej, niż lipazy bakterii, czy drożdży i znalazły już
praktyczne zastosowanie [29]. W tabeli 1 umieszczono niektóre prepa-
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Niektóre lipazy produkowane na skalę przemysłową [29, 30]
Tabela 1

Firma
Nazwa handlowa

enzymu
Szczep

Aktywność
J/g

Meito

(Japonia) Lipase MY Candida cylindracea 24500

Lipase OF C. cylindracea 24200

Amano Lipase M-AP Mucor sp. 7300

(Japonia) Lipase AP Aspergillus var. 5700

LP-Amano Pseudomonas 29600

Novo Lipase Sp Mucor sp. 3000

(Dania) Lipozyme M. miehei. 30000

Palatase Rhizopus arrhizus .

—

raty lipaz drobnoustrojowych produkowane na skalę przemysłową. Pre­
paraty te w zależności od środowiska reakcji mogą być stosowane do

hydrolizy, syntezy lub modyfikacji estrów.

ZASTOSOWANIE LIPAZ DO SYNTEZY ESTRÓW

Po raz pierwszy zastosowano lipazy w reakcji syntezy estrów wiele

lat temu [31, 32, 33].
Powszechnie uznano, żę enzymy hydrolityczne mają niewielki po­

tencjał syntetyczny. W normalnych warunkach, tj. w środowisku wod­
nym, równowaga reakcji jest przesunięta znacznie na korzyść hydrolizy.
Jednakże towarzyszące im zmiany energii swobodnej Gibbsa nie są

duże, zwłaszcza dla reakcji katalizowanych przez peptydazy i esterazy
[31]. Stąd, dzięki zmianie warunków, równowagę można przesunąć tak,
aby uzyskać użyteczną proporcję produktów syntezy. Jednaj z najpo­
wszechniej stosowanych w tym celu metod polega na dodaniu do śro­
dowiska reakcji rozpuszczalników organicznych [34, 35, 36, 37, 38]. Inna

metoda polega na prowadzeniu reakcji bez udziału rozpuszczalnika w

mieszaninie substratów i produktów [39, 40].
Jak wiadomo, rozpuszczalniki organiczne bardzo różnie oddziaływują

na enzymy. Mogą się one wiązać z enzymem specyficznie i nie dopusz­
czać do tworzenia się kompleksu enzym-substrat, zmieniać stan równo­
wagi katalizowanej reakcji, mogą wchodzić w reakcję z enzymem, sta­
bilizować lub destabilizować enzym oraz w rozmaity sposób wpływać na

prędkość katalizowanej reakcji [35].
Powiązania występujące między formą enzymu a środowiskiem re­

akcji zamieszczono na rys. 1. Każdy z wymienionych systemów wyka­
zuje określone zalety oraz z góry narzuca pewne ograniczenia w zastp-
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sowaniu. Niektóre z nich zostaną omówione w dalszej części artykułu.
Metodą enzymatycznej estryfikacji można otrzymywać np.: różne acylo-
glicerole (39, 40, 42, 43, 44], estry kwasów tłuszczowych i różnych
alkoholi [45, 46], estry alkoholi wielowodorotlenowych różnych od gli­
cerolu [45, 47], estry alkoholi terpenowych [48], estry cukrowców (47],
poliestry [49], laktony [50, 51, 52, 53]. Uwzględniając rodzaj estryfikacji
za pomocą katalizatorów enzymatycznych można przeprowadzić: estry-
fikację prostą, transestryfikację, estryfikację stereospecyficzną, estryfi-
kację enancjoselektywną, estryfikację wewnątrzcząsteczkową.

Rys. 1. Powiązania między formą enzymu a środowiskiem reakcji, w którym może

działać enzym. Pm możliwość stosowania pochłaniacza wody. *
— rrticele odwrócone

są szczególnym przypadkiem układu dwufazowego (objaśnienie w tekście)
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W procesie enzymatycznej estryfikacji w środowisku rozpuszczalni­
ków organicznych woda spełnia wyjątkową rolę. Jest ona zarówno jed­
nym z produktów reakcji, jak i niezbędnym składnikiem środowiska.

W warunkach wodnych cząsteczki enzymu mogą być rozważane jako
struktury zawierające powierzchniowe regiony o wysokiej polarności, po­
zostające w kontakcie z wodą, i wewnątrzcząsteczkowe regiony o sto­
sunkowo małej polarności, odseparowane w dużym stopniu od środowiska

wodnego. Gdy polarność rozpuszczalnika jest zmniejszona przez zastą­
pienie wody rozpuszczalnikiem organicznym, regiony białka o małej
polarności wykazują tendencje do rozproszenia w wyniku destabilizacji
i dezorganizacji struktury przestrzennej enzymu. Mogą także ulec rozer­
waniu niepolame asocjacje substratu z enzymem [35, 54].

Woda, jako niezbędny składnik środowiska reakcji, jest rozpatry­
wana jako bardzo cienka warstewka zewnętrzna^ stabilizująca aktywność
katalityczną enzymu i nazywana warstwą wody niezbędnej [55, 56].
Rozpuszczalniki organiczne odkształcając warstwę wody niezbędnej mogą

doprowadzić do denaturacji enzymu.
Które rozpuszczalniki organiczne rzeczywiście hamują biokatalizę

i dlaczego? Aby odpowiedzieć na to pytanie próbowano podzielić roz­
puszczalniki organiczne na podstawie ich właściwości fizycznych i che­
micznych, takich jak: gęstość, lepkość; stała dielektryczna, punkt krzep­
nięcia, aktywność prótono-donorowa, moment dipolowy, zdolność do two­
rzenia wiązań wodorowych, polaryzowalność, rozpuszczalność w wodzie

[35, 54, 56, 57], oraz próbowano znaleźć korelację między nimi a aktyw­
nością enzymu. Próby te nie zakończyły się sukcesem.

Celja L a a n e i in. [56] przedstawili zasady optymalizacji biokata-

lizy w rozpuszczalnikach organicznych wykorzystując jako ilościowy
miernik polarności rozpuszczalnika logarytm współczynnika polaryzoyral-
ności (logP). W pracy swej zamieścili wartości logP dla 107 najczęściej
stosowanych rozpuszczalników w syntezie bioorganicznej. Stwierdzili

oni, że: biokataliza przebiega słabo w rozpuszczalnikach organicznych,
dla których log P < 2, średnio w rozpuszczalnikach o log P od 2 do 4

i z dużą wydajnością w rozpuszczalnikach apolarnych o log P > 4. Współ­
zależność między polarnością rozpuszczalnika i aktywnością enzymu wy­
nika ze zdolności rozpuszczalników organicznych do odkształcania struk­
tury warstwy wodnej, niezbędnej do stabilizacji katalizatora. Powyższe
uwagi o charakterze ogólnym dotyczą również enzymatycznej reakcji
estryfikacji w środowisku rozpuszczalników organicznych.

Laane i in. zrobili analizę wyników Zaksa i Kilibanowa

[58], dotyczących reakcji trzech różnych lipaz w różnych, prawie bez­
wodnych rozpuszczalnikach organicznych. Odkładając na osi rzędnych
aktywność enzymu, na osi odciętych wartość log P rozpuszczalnika, otr^y-
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mali sigmoidalny charakter zależności dla reakcji transestryfikacji
z udziałem trimaślanu gliceryny i alkoholu heptylowego katalizowanej
przez lipazę drożdżową i pleśniową. Podobna zależność okazała się rów­
nież prawdziwa dla innych, różnych od lipaz i estćraz enzymów (de­
hydrogenazy 20 P-hydroksysterolu i oksydazy ksantynowej). Podobną
zależność zaobserwowano również dla reakcji syntezy estrów wyższych
kwasów tłuszczowych przez lipazy Mucor javanicus T45 i M. racemo-

sus A37 [59] oraz estryfikacji wewnątrzcząsteczkowej co-hydroksykwa-
sów z wytworzeniem laktonów o zapachu piżma |[60]. Jedynym wy­
jątkiem, jaki dotychczas znaleziono [56, 58],, jest lipaza trzustkowa.

Enzym ten zachowywał się zupełnie odmiennie w tym sensie, że funk­
cjonował w praktycznie wszystkich badanych rozpuszczalnikach (logP
w zakresie —0,5—+10). Autorzy sugerują, że stabilność lipazy trzust­
kowej we względnie hydrofilowych rozpuszczalnikach spowodowana jest
niezdolnością rozpuszczalnika do usunięcia niezbędnej warstwy wodnej
wokół enzymu. Widocznie w przypadku drożdżowej i pleśniowej lipazy
warstwa niezbędnej wody jest luźniej związana z enzymem. Prawdo­
podobnie warstwa zewnętrzna lipazy trzustkowej jest bardziej hydro­
fobowa, niż w przypadku lipaz drożdżowej i pleśniowej i stąd inaczej
wiąże warstwę niezbędnej wody. Znaczącą w tym względzie właściwoś­
cią rozpuszczalników organicznych jest zdolność do modyfikacji wza­
jemnych oddziaływań, „witalnych lecz delikatnych”, między wodą
a enzymem, poprzez przenikanie rozpuszczalnika organicznego do nie­
zbędnej warstwy wody, stabilizującej biokatalizator lub przez usunięcie
niezbędnej wody. Orientacyjnym wskaźnikiem aktywności polegającej na

odkształcaniu warstwy niezbędnej wody może być maksymalna rozpusz­
czalność rozpuszczalników organicznych w wodzie.

Dla rozpuszczalników charakteryzujących się log P < 2 rozpuszczal­
ność w wodzie jest większa niż 0,4%. Rozpuszczalniki takie nie są od­
powiednie dla układów biokatalitycznych, ponieważ silnie odkształcają
oddziaływania warstwy niezbędnej wody z katalizatorem. W przypadku
rozpuszczalników o 2 < log P < 4, rozpuszczalność w wodzie zawarta

jest w przedziale 0,4-0,04%. Rozpuszczalniki te w małym stopniu zabu­
rzają oddziaływania woda-enzym i mogą wywierać trudny do przewi­
dzenia wpływ na aktywność enzymatyczną. Dla rozpuszczalników wy­
soce apolarnych (log P > 4) praktycznie nierozpuszczalnych w wodzie,
rozpuszczalność jest mniejsza od 0,04%. Rozpuszczalniki te nie zaburzają
warstwy wody niezbędnej, pozostawiając tym samym katalizator w sta­
nie aktywnym.

Zgodnie z powyższym, bardzo ważna jest możliwość precyzyjnego
określenia zawartości wody w środowisku reakcji. Ponieważ w środo­
wisku rozpuszczalników organicznych nie zawsze można precyzyjnie wy-
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znaczyć stężenie wody, H a 11 i n g zaproponował zastąpienie stężenia
wody łatwo wyznaczalną jej termodynamiczną aktywnością [34].

Wiele preparatów lipaz i esteraz produkowanych na skalę przemysło­
wą, w postaci rozpuszczalnych w wodzie proszków lub granulatów, jak
i w nierozpuszczalnej unieruchomionej postaci, znalazło zastosowanie
w syntezie estrów.

Obecnie jednym z najczęściej stosowanych preparatów drobnoustro­
jowych jest lipaza Candida cylindracea. Kirchner i in. i[61] zasto­
sowali tę lipazę oraz lipazę trzustkową do otrzymywania na drodze

estryfikacji i transestryfikacji estrów różnych optycznie czynnych alko­
holi alifatycznych i R-chlorowcopochodnych kwasów karboksylowych.
Reakcję prowadzono w skali preparatywnej, dodając bezpośrednio do

roztworu substratów rozpuszczonych w heksanie preparaty enzymatycz­
ne w postaci suchego pudru. Preparaty enzymatyczne nierozpuszczalne
w zastosowanym środowisku miały wysoką wydajność i stereoselektyw-
ność reakcji. Użyte preparaty enzymatyczne były produkowane na skalę
przemysłową przez firmę Sigma (USA). Ich stosunkowo niska cena oraz

możliwość wielokrotnego stosowania umożliwiają według autorów za­
stosowanie w skali przemysłowej.

Preparaty lipazy, lipase MY i lipase OF, zastosowano z dużą wy­
dajnością (98%) i enancjoselektywnością do syntezy różnorodnych estrów,
np. syntezy 2-metylowalerianianu prenylu [39], mającego duże zastoso­
wanie w przemyśle owocowo-warzywnym i perfumeryjnym. Preparaty
te także zastosowano do enancjoselektywnej estryfikacji dl-mentolu [62,
63], estryfikacji pochodnych a-cykloheksanoli i estryfikacji geranio-
lu [64],

Innym enzymem produkowanym na skalę przemysłową z przezna­
czeniem do transestryfikacji i syntezy estrów w środowisku rozpuszczal­
ników organicznych jest unieruchomiony na anionicie preparat lipazy
Mucor miehei o firmowej nazwie Lipozyme. IM-20. Lipaza M. miehei

ma masę cząsteczkową 32 kDa, punkt izoełektryczny pi = 4, aktywność
właściwą 8X10" J na gram białka i jest stabilna w zakresie temperatu­
ry 40-50°C i pH 6-8. Wykazuje specyficzność względem acylogliceroli
w pozycji 1,3 oraz pierwszorzędowych alkoholi alifatycznych. Unieru­
chomiony preparat, w środowisku rozpuszczalników organicznych ma

czas półtrwania Tj/2 = 66 dni i może być stosowany w zakresie tempe­
ratur 60-80°C (65, 66, 67],

Inne ważne zastosowanie lipaz i esteraz produkowanych na skalę
przemysłową, to modyfikacja acylogliceroli z wykorzystaniem reakcji
transestryfikacji. Transestryfikaćja jest wynikiem ciągłej hydrolizy i re-

syntezy; w tym przypadku polega na wymianie reszt kwasu tłuszczo-
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wego połączonego wiązaniami 1,3 z glicerolem [68, 69, 70, 71, 72]. Tłusz­
cze syntetyzowane w ten sposób mogą mieć określoną temperaturę top­
nienia, potrzebną przy produkcji margaryny, masła kakaowego czy tłusz­
czów do pieczenia. Przykłady modyfikacji glicerydów zamieszczono w ta­
beli 2.

% • Tabela 2

Przemysłowe zastosowanie lipaz do modyfikowania tłuszczowców naturalnych [39]

Firma Surowce Źródło lipazy Warunki

Ajinomoto (1982)
(Japonia)

olej z oliwek, lub olej palmowy,
ester etylowy kw. stearyno­
wego

Rhizopus delemar reaktor okresowy,
benzyna, 40°C

Fuji Oil (1983)
(Japonia)

środkowa frakcja oleju palmo­
wego, ester metylowy kw. steary­
nowego lub palmitynowego

Rh. japonicus reaktor okresowy,
45°C

Asahi Denka

(1983) (Japonia)
olej palmowy, kwas stearynowy Rh. delemar reaktor okresowy,

n-heksan, 40°C

Unilever (1983)
(USA)

olej palmowy, kwas mirystynowy Aspergillus niger ciągły reaktor

kolumnowy, 40°C

Prowadzenie enzymatycznej estryfikacji w skali mikro nie wymaga

unikalnych i drogich urządzeń. Dla prób prowadzonych sposobem perio­
dycznym wystarcza termostatowane naczynie z mieszadłem. Preparat
enzymatyczny, w postaci ciekłej lub stałej, dodawany jest bezpośrednio
do środowiska reakcji, które zgodnie z rys. 1 może stanowić rozpusz­
czalnik, jego mieszanina z substratami, jak również mieszanina substra­
tów bez rozpuszczalnika. W przypadku reakcji zachodzących w środo­
wisku bez wyraźnie wydzielonej fazy wodnej lub w rozpuszczalnikach
nienasyconych wodą, często korzystne jest stosowanie obojętnych che­
micznie pochłaniaczy wody. Postęp reakcji zazwyczaj określa się na

podstawie ilościowego pomiaru nieprzereagowanego kwasu metodą alka-

limetryczną [45] lub kolorymetryczną [73, 74], albo poprzez pomiar stę­
żenia substratów lub produktów metodami chromatografii gazowej [6'1]
i HPLC [49].

Bla in i in. [75] zastosowali zliofilizowaną, odtłuszczoną biomasę
Rhizopus arrhizus i M. jauanicus, jako źródło wewnątrzkomórkowej
fosfolipazy A (3.1.1.32). W środowisku rozpuszczalników organicznych
prowadzili hydrolizę i syntezę lecytyny z jaja kurzego. Późniejsze prace

tych autorów dotyczyły sprawdzenia zdolności wielu szczepów grzybów
nitkowatych do wytwarzania wewnątrzkomórkowych fosfolipaz i lipaz
[76], oraz określenia specyficzności substratowej tych enzymów. [77].
Zastosowali oni wewnątrzkomórkową lipazę Rh. arrhizus do syntezy
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estrów gliceryny i wyższych kwasów tłuszczowych w środowisku eteru

naftowego, eteru diizopropylowego i heptanu. Usuwając wodę ze środo­
wiska reakcji przy użyciu sita molekularnego 4A, uzyskali znaczne przy­
śpieszenie oraz podwyższenie wydajności procesu estryfikacji. Glicerol
i kwas oleinowy reagowały z wydajnością 60%, dająę głównie mono- i di-

podstawione estry [42].

Reakcja estryfikacji może przebiegać także w sposób ciągły. Zazwy­
czaj do tego celu służą proste konstrukcyjnie reaktory przepływowe
z mieszaniem (STR) lub przepływowe reaktory kolumnowe z wypełnie­
niem (PBR). Substraty przepływają w sposób ciągły przez reaktor z wy­
tworzeniem estru i wody. Reaktory takie zastosowali Patterson iin.

[78] do ciągłej syntezy estrów wyższych kwasów tłuszczowych, stosując
jakoi katalizator odwodnioną biomasę Rh. arrhizus.

W przypadku reaktora kolumnowego z wypełnieniem duże nagro­
madzenie enzymu w jednostce objętości reaktora przy jednoczesnym,
nieprzerwanym dopływie substratów stwarza niebezpieczeństwo, że wy­
dzielona woda, jako słabo rozpuszczalna w środowisku organicznym,
może hamować proces syntezy. Aby tego uniknąć, autorzy jako wypeł­
nienie reaktora zastosowali katalizator enzymatyczny wymieszany z po­
chłaniaczem wody (sito molekularne 4A), uzyskując wydajność estryfi­
kacji około 85%. Rozwiązanie zaproponowane przez Pattersona i in.

wymaga okresowego wypakowania reaktora związanego z wysyceniem
pochłaniacza wody, co może być kłopotliwe. K n o x i in. [79] problem
ten rozwiązali inaczej. Syntetyzowali oni oleinian cetylu w przepływo­
wym reaktorze kolumnowym wypełnionym odwodnioną biomasą Rh.

arrhizus. Substraty rozpuszczone w n-heptanie były dozowane do reak­
tora, a mieszanina produktów i nieprzereagowanych substratów po wyj­
ściu z reaktora przechodziła przez kolumnę odwadniającą wypełnioną
sitem molekularnym 4A i była zawracana do rezerwuaru. Podczas czte­
rech 24-godzinnych cykli uzyskano stopień" estryfikacji 82-91%. Stoso­
wanie pochłaniaczy wody jest metodą efektywną lecz podrażającą pro­
ces enzymatycznej estryfikacji. Nie zawsze jest ona konieczna. W pracy
[39] zastosowano immobilizowaną na celicie lipazę C. cylindracea OF 360

do ciągłej syntezy 2-metylowalerianu prenylu. Reakcję prowadzono w

przepływowym reaktorze kolumnowym, uzyskując 80% wydajność syn­
tezy w czasie 650 godzin nieprzerwanej pracy.

Całkowicie nowe podejście do problemu ciągłej syntezy estrów za­
prezentowali H o q i in. [80]. Zastosowali oni lipazę Chromobacterium

uiscosum var. paralipolyticum produkowaną przez firmę Toyo Jozo, do

ciągłej syntezy estrów glicerolu oraz kwasów oleinowego i linolenowego.
Proces estryfikacji prowadzono w reaktorze typu membranowego zbu­
dowanym z wielu warstw mikroporowatej, silnie hydrofobowej membra-
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ny polipropylenowej. Z jednej strony mebrany przepływał kwas

o stężeniu 92-99%, z drugiej strony — roztwór glicerol-woda-lipaza. Re­
akcja syntezy zachodziła w porach hydrofobowej membrany na po­
wierzchni zetknięcia obu cieczy. Powstałe estry dyfundowały do roztwo­
ru kwasu, natomiast woda dyfundowała do roztworu glicerol-woda-lipa-
za. W reaktorze tym uzyskano glicerydy z wydajnością 70-90%. Opera­
cyjny czas półtrwania enzymu w takim reaktorze wynosił Ti/2 = 50 dni.

Autorzy ci stosowali także inne lipazy produkowane na skalę prze­
mysłową [81].

Stosowanie modyfikowanych enzymów, rozpuszczalnych w środo­
wisku organicznym, stanowi nowy sposób syntezy estrów. Modyfikacja
chemiczna enzymów polega na wprowadzeniu do cząsteczki białka, za

pomocą wiązań kowalencyjnych, związków o charakterze hydrofilowo-
-hydrofobowym. Modyfikant łączy się częścią hydrofilową z grupami
czynnymi białka, zlokalizowanymi w strefie powierzchniowej, orientując
na zewnątrz swoje rejony hydrofobowe. Y. I a n a d a i in. [82, 83] za­
stosowali jako odczynnik modyfikujący glikol monometoksypolietyleno-
wy, który wiązali z grupami aminowymi białka za pomocą s-triazyny.
Zmodyfikowana tym sposobem lipaza Pseudomonas fluorescens jest roz­
puszczalna i aktywna w środowisku: benzenu, chloroformu, 1,1,1-trichlo-
roetanu i toluenu. Lipaza ta funkcjonowała nadzwyczaj wydajnie także
w niskich temperaturach (—3 i 3°C).

Poszukiwanie nowych form katalizatorów enzymatycznych wynika
z ograniczeń występujących w przypadku stosowania dotychczas oma­
wianych systemów (rys. 1). Na przykład stosowanie systemów dwufa­
zowych wymaga energicznego mieszania, aby zintensyfikować dyfuzję,
co często prowadzi do gwałtownej utraty aktywności enzymu. Modyfi­
kacja enzymu za pomocą glikolu polietylenowego daje katalizator, któ­
rego zastosowanie ogranicza się do niepolamych substratów. Systemy
monofazowe, w których wykorzystuje się rozpuszczalniki, nie pozwalają
na dokonanie rozróżnienia między optymalnym środowiskiem enzymu
i optymalnym składem systemu dla osiągnięcia równowagi reakcji. Po­
nadto, systemy monofazowe, złożone z rozpuszczalników nie mieszają­
cych się z wodą, mają zastosowanie głównie do substratów nie-

polarnych. Co najważniejsze, dla wszystkich tych systemów niemożliwe

jest dokładne zdefiniowanie i kontrolowanie fazy wodnej, czy też mikro-

środowiska, w którym enzym jest zawarty.

Alternatywny sposób prowadzenia estryfikacji w środowisku orga­
nicznym polega na użyciu odwróconych miceli, nazywanych także mikro-

emulsjami odwracalnymi, zawierającymi zdyspergowaną fazę wodną.
Faza polarna przybiera postać kropelek stabilizowanych przez między-
fazową warstwę związku czynnego powierzchniowo. Enzym w zależności
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od charakteru oddziaływań ze środowiskiem miceli może być rozpusz­
czony w wodzie, która stanowi środowisko jego działania, może katali­
zować reakcję na powierzchni rozdziału faz lub funkcjonować w środo­
wisku organicznym. System miceli odwróconych składa się głównie
z ciągłej-blokowej fazy organicznej, ale część objętości, jaką zajmują
micele, można zmieniać w sposób kontrolowany i może ona wynosić
zaledwie 0,1% całkowitej objętości. Podobnie można kontrolować roz­
miary miceli przez stosunek molowy wody do środka powierzchniowo
czynnego, a także buforować środowisko enzymu. Micele odwrócone cha­
rakteryzują się dużą powierzchnią działania. Przenikanie substratów
i produktów przez fazę organiczną nie ogranicza szybkości reakcji. Syste­
my te są odwracalne i mogą być w całości opisane w kategoriach fizyko-
-chemicznych. Tak więc mikroemulsje są termodynamicznie stabilne i nie

wymagają mieszania: micele są tak małe (< 10 nm), że systemy te są

optycznie przejrzyste i można je charakteryzować metodami fluorescen­
cyjnymi i spektrofotometrycznymi.

M o r i t a i in. [84] zastosował micele odwrócone, zbudowane z lipazy
R. delemar i fosfatydocholiny w środowisku n-heksanu do syntezy tria-

cylogliceroli. Przeglądową pracę dotyczącą działania enzymów w środo­
wisku miceli odwróconych opublikował M a r t i n e k i in. [85].

ZAKOŃCZENIE

Biokataliza, prowadzona w ośrodkach organicznych, nadal jest słabo

zbadana. Dotychczas pojawiło się ponad 200 doniesień z dziedziny bio-

katalizy w środowisku rozpuszczalników organicznych, w tym także

doniesień dotyczących enzymatycznej estryfikacji [56, 86]. Większość
z nich ma raczej opisowy charakter, nie są więc one ani rozstrzygające
ani ostateczne, nawet jeżeli dotyczą praktycznych zastosowań [39] lub

matematycznego modelowania procesu [34, 87, 88].

LITERATURA

1. Enzyme nomenclature, Academic Press, 1984.
2. Entressangles B., Desnuelle P. — Biochim. Biophys. Acta 159: 285,

1968.
3. BrockerhoffH., JensenG. — Lipolytic enzymes. London, 1974.
4. LestrowaiaN. N. — Usp. Mikrobiolog! 11: 21, 1976.
5.Ruban J.L. — Mikrobnyje lipidy i lipazy. Moskwa, 1977.
6.ÓtaY., YamadaJ. — Agric. Biol. Chera, 30: 351, 1966.

7. Swiridenko J. J., Łobyriewa L. B., Marczenkowa A. J., R u -

ban J. L., Umanskij M, S. — Prikł. Bioch. i Mikrob. 14: 677, 1978.
8. Arends J. M., Dorochow W. W., Swierczkowa T. M., Gończa-



108 Tadeusz Antczak, Alina Krystynowicz, Edward Galas

row J.I. — Fierm. Spirt. Prom. 8; 17, 1984.
9.Szełamowa S. A., Zerebcow N. A., Szczegolew W. W. — Fierm.

Spirt. Prom. 4: 26, 1984.

10. Ruban J. Ł., Łobyriewa L. B., Swiridenko J. J., Marczenko-

wa A. J., Umanski j M. S. — Prikł. Bioch. Mikrob. 14 (4): 499, 1978.

11. Chan der M. S., Batish V. K., Sannabhadti S. S., Srinivasan

R. A. — J. Food Sci. 45: 598, 1980.

12. Jonsson U., Snygg B. G. — J. Appl. Bact. 37: 571, 1974.

13. Ruban J. L., Ksa nd opulo G. B., Murzina L. P. — Prikł. Bioch.

Mikrob. 14 (6): 849, 1978.

14. Siewierina L.O. — DAN Ser. Biołogiczeskaja 4: 594, 1984.

15. Dawranow K., Achmiedowa Z. R., Rizajewa M. J., Rorchi-

mow M., Biezborodow A. M. — Prikł. Bioch. Mikrob. 20: 166, 1984.

16. Dawranow K., Achmiedowa Z. R., Rizajewa M. J., Alimdża-

nowa M.J., Rachimow M.M. — Biochimija 48: 739, 1983.

17.IwaiM., TsujisakaY. — Agr. Biol. Chem. 10: 38, 1974.

18. Dawranow K. D., Rachifflow M. M. — Biochimija 46: 250, 1981.

19.AisakaK., TeradaO. — J. Biochem. 89: 817, 1981.

20. Iwa i M., Tsujisaka Y. — Agr. Biol. Chem. 38 (6): 1241, 1974.

21. Semeriva M., Benzonana G., Desnuelle P. —. Bioch. Bioph. Acta

191: 598, 1969.

22. Hofelmann M., Hart mann J., Z inka A., Sc.hr eier P, — J. Food

Sci. 50: 1721, 1985.

23. Iwa i M., Okumura S., Tsujisaka Y. — Agr. Biol. Chem. 39: 1063, 1975.

24.Zwiagincewa J. S., Dymitrijew W. W,., Me1ichowskij W. A.,
Fichte B.A. — Mikrobiołogija 52: 263, 1983.

25. Zwiagincewa I. S., Uszakow W. M. — Mikrobiołogija 41: 713, 1972.

26. Zwiagincewa I. S., Ruban W. L. — Mikrobiołogija 41: 973, 1972,
27. N u r m inen T., Suomalainen H. — Bioch. J. 118: 759, 1970.
28. Biruizowa W.M., Łobyriewa L.B. — Mikrobiołogija 44: 2, 1975.

29. Seitz B. W. — J. Amer. Oil Chem. Soc. 2: 12, 1974.
30. Boyce C.O. L. (ed.) — Novo's handbook of practical biotechnology. Novo

Industri, 1986.

31. KastieJ.H., Loevenhart A.S. — Amer. Chem. J. 24: 491, 1900.

32. Rona F., Ammon R. — Biochem. 249: 446, 1932.

33. Vełluz L. — Buli. Soc. Chem. Biol. 21: 814, 1939.
34. Halli ng P. J. — Enzyme Microb. Technol. 6: 513, 1984.

35. Butler L. G. — Enzyme Microb. Technoll.l: 252, 1979.

36. Martinek iK., Semenov A. N., Berezin I. V. — Biochim. Biophys.
Acta 658: 76, 1981.

37. Martinek K., Semen ov A. N. — Biochim. Biophys. Acta 658: 90, 1981.

38. Lilly M. D. — J. Chem. Technol. Biotechnol. 32: 162, 1982.

39. Lazar G., Henkel K. — Fette Seifen Anistrichmitel 10: 394, 1985.
40. Ina da Y., Takahashi K., Yoshimoto T., Ajima A., Matsushi-

ma A., Saito Y. — TIBITECH Juli: 190, 1986.
41. Tsujisaka Y., Okumura S., Iwa i M. — Biochim. Biophys. Acta 489:

415, 1977.

42.Bell G., B1ainJ.A,,Pa11erson J.D.E„Shaw C.E.L., Todd R. —

FEMS Microbiol. Lett. 3: 223, 1978.
43.Tahoun M.K., AliH.A. — Enzyme Microb. Technol. 8: 429, 1986.



Biosynteza i zastosowanie lipaz... 109

44.

45.

46.

S, Ste-

Acta 575:

Naukowa

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Linfield W. M., Barauskas R. A., Sivieri L., Serota

venson sr, R. W. — JAOCS 61: 191, 1984.

Okumura S., Iwa i M., Tsujisaka Y. — Biochim. Biophys..
156, 1979.

Antczak T., Krystynowicz A., Galas E. — XVII Sesja
„Doskonalenie procesów biotechnologicznych w przemyśle spożywczym”, Ma

teriały Zjazdowe, Cz. 1: 170, Łódź, 1986.

Seino H., Uchibori T., Nishitani

1761, 1984.

Iwai M., Okumura

1980.

Okamura

1984.

Gatf ield

Gatfie1d

Antczak

P 271947, 1988.

Antczak U., Antczak

szenie patentowe: P 271948, 1988.
— Naturę 231: 313, 1971.

C. — Biocatalysis 1: 17, 1987.

C., Boeren S., Vos K., Veeger C.

S., Tsujisaka

53.

54.

55.
56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

T.,

Y.

Inama

— Agric.

S., Iwai M., Tominaga

I. L.

I. II, Sand T.

T., Antczak

Y. — Agric.

su S. — JAOCS 61:

Biol. Chem. 44: 2731,

Biol. Chem. 48: 2805,

Lebensm. Wiss. Technol. 19: 87, 1986.

3108927, 1981.
Góra J. — Zgłoszenie patentowe:

— Patent RFN:

U., Galas E,

L.

63.

64.

\ 65.

66.

67.

68.

70.

T., Góra J, Galas E., Fajfer A. — Zgło-

Biotechnol. Bioeng. 30:

E. S., Tramper J. — Biotechnol. Bioeng. 27: 1258, 1985.
Kilibanov A. M. — Proc. Natl. Acad. Sci. USA!'82: 3192, 1985.

Krystynowicz A., Galas E. — Sprawozdanie w CPBPT-,

U.,

G.,

Antczak T., Ga1as E., G óra J.>—Sprawozdanie w CPBP

Scollar M. P, Kilibanov A. M. — J. Amer. Chem. Soc.

Sonomoto K„

J,

Tana ka A., Fukui S. — J. Biotechnol.

Buono G., Trinataphylides Ch.

Noyo Industry A/S, .

1985.

Novo Industry A/S, A-05930 a,

Novo

1385.

Industry Ai/S,

Ray A.

Laane

Laane

81, 1987.
Brink

Zaks A.,
Antczak

04-11. 1987.

Antczak

04-11. 1987.
Kirhner

107: 7072, 1985.

Koshiro S.,
2: 47, 1985.

Langrand G., Baratti

Tetrahedron Letters 27: 29, 1986.

Langrand G., Seechi M., Buono G., Barratti J., Trinataphy
lides Ch. — Tetrachedron Letters 26: 1858, 1985.

Eigtved P., Hansen T. T., Huge-Jansen B.

A-05924 a,

Hansen T.T., Eigtvet P.

Eightvet P., Hansen T. T., Sakaguchi H.

A-05948, 1986.
Tanaka T., Ono E., Ishiharu M.,’Yamanaka S., Ta ki na mi K.

Agric. Biol. Chem. 45: 2387, 1981.

Yokozeki K., Yamanaka S., Takinami

ka A., Sonomoto K., Fukui

14: 1, 1982.

Wisdom R. A., Dunnill

1081, 1987.

Stevenson R. W., Luddy F. E., Rothbart

Soc. 56: 676, 1979.

S.' — Europ. J.

KK., Hirose Y., Tana-

Appl. Microbiol. Biotechnol.

P, Lilly M. D. Biotechnol. Bioeng. 29:

H, Ł. — J. Amer. Oli Chem.

69.

71.



110 Tadeusz Antczak, Alina Krystynowicz, Edward Galas

72. Macra e A. R. — J. Amer. Oil Chem. Soc. 60: 29, 1983.

73. Lowry R. R„ Tinslej I. J. — J. Amer. Oil Chem. Soc. 53: 470, 1976.

74. Kwon D. Y„ Rhee J. S.-—JAOCS 63: 89, 1986.

75. B1ainJ.A., Pa11erson J.D.E., Shaw C.E., Akhtar M.Wl. — Lipids
11: 553, 1976.

76. B1ain J.A., Patterson J.D.E., Shaw C.E. — FEMS Miicrobiol. Lett.

3: 85, 1978.

77. Bell G., Blain J.A., Pa11erson J.D.E. — FEMS Microbiol. Lett. 5:

399, 1979.

78. Patterson J. D. E., Blain J. A., Shaw C. E. L., Todd R., Bell G. —

Biotechnol. Lett. 1: 211, 1979.

79. Knox T., Cliffe K.R. — Proces Biochemistry October: 188, 1984,
80. H o q M. M., Yamane T., Shimizu S. — Enzyme Miicrob. Technol. 8:

236, 1986.
81. Hoq M. M., Tagami H., Yamane T., Shimizu S. —Agrid. Biol. Chem.

49: 335, 1985.
82. Takahashi K., Ajima A., Yoshimoto T., Okada M., Matsu-

shima A., Tamura Y., Inada Y. — J. Org. Chem. 50: 3414, 1985.
83. Inada Y., Takahashi K., Yoshimoto T., Ajima A., Matsushi-

ma A., Saito Y. — TIBTECH July: 190, 1986.
84. Morita S., Narita H., Matoba T., Kito M. — JAOCS 61: 1571, 1984.

85. Martinek K., Berezin I. V., Khmelnitski Yu. L., Klyachko N. L.,
Levashov A.Ą. — Biocatalysis 1: 9, 1987.

86. Khmielnicki Yu. L., Levashov A. Ą., Klyachko N. L., Marti­
nek K. — Biotechnologia 4: 292, 1988.

87. Martinek K., Se meno v A. N., Berezin I. V. — Biochim. Biophys.
, Acta 658: 76, 1981.

88. Semenoy Ai N., Kh me lnic ki Yu. L., Berezin I. V., Marti­
nek K. — Biocatalysis 1: 3, 1987.



KOSMOS, 1989, 38(1): 111—12S

STANISŁAW BIELECKI

Instytut Biochemii Technicznej
Politechnika Łódzka

DROBNOUSTROJOWE ENZYMY LITYCZNE

1. WSTĘP

Istnieje szereg metod, zarówno fizycznych jak i chemicznych, służą­
cych do rozrywania lub lizy ścian komórkowych mikroorganizmów. Sku­
teczność tych metod zależy od rodzaju mikroorganizmu, na który dzia­
łamy, a wybór metody — od celu w jakim ma być usunięta ściana

komórkowa.

Jednym z nowych sposobów rozkładu ścian komórkowych oraz na-

tywnych komórek drobnoustrojów jest tak zwana zymoliza, czyli hydro­
liza enzymatyczna wywołana działaniem kompleksu enzymów litycznych.

Enzymy lityczne lub lizoenzymy to ogólna nazwa kompleksu enzy­
mów mających zdolność hydrolizy ścian komórkowych drobnoustrojów.
Enzymy lityczne mogą być pochodzenia roślinnego, zwierzęcego i drob­
noustrojowego. Enzymy te odgrywają ważną rolę w przyrodzie. U roślin

i zwierząt pełnią funkcje obronne przed zakażeniami drobnoustrojami
i warunkują odporność tych organizmów na infekcje. W świecie drob­
noustrojów lizoenzymy mogą mieć pewne znaczenie w utrzymywaniu
równowagi biologicznej, umożliwiając rozwój mikroorganizmów wytwa­
rzających te enzymy wśród innych takiej zdolności nie posiadających,
a także uczestnicząc w rozkładzie martwych komórek drobnoustrojów
w glebie, wodach stojących itp.

Skuteczność rozkładu ściany komórkowej mikroorganizmów jest uza­
leżniona od stopnia depolimeryzacji tych składników ścian, które są

odpowiedzialne za kształt, sztywność i odporność komórek na szereg

czynników chemicznych i fizycznych.
Wiele drobnoustrojów wytwarza enzymy pozakomórkowe wykazujące

zdolność degradacji ścian komórkowych, jednakże tylko niektóre wy­
twarzają kompleksy enzymów litycznych aktywne w stosunku do ży­
wych komórek drobnoustrojów. Heterogeniczność substratu jakim jest
ściana komórkowa, różnice w jej składzie chemicznym i strukturze, za­
leżne nie tylko od gatunku ale i od wieku kultury powodują, że drobno­
ustroje wykazują różną wrażliwość na działanie enzymów litycznych.
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Dla pełniejszego przedstawienia drobnoustrojowych enzymów litycznych
celowe jest krótkie omówienie najważniejszych biopolimerów występu­
jących w ścianach komórkowych niektórych drobnoustrojów.

2. PEPTYDOGLIKAN ŚCIANY KOMÓRKOWEJ BAKTERII

Czynnikiem określającym kształt i sztywność komórek bakterii jest
peptydoglikan. Związek ten zbudowany jest z nierozgałęzionych łańcu­
chów polisacharydowych złożonych z naprzemiennie połączonych wiąza­
niami 1,4-P-glikozydowymi jednostek cukrowych: N-acetyloglukozaminy
i kwasu N-acetylomuraminowego. W zależności od rodzaju bakterii

wszystkie lub część reszt mleczanowych kwasu N-acetylomuraminowego
połączona jest z tetrapeptydami złożonymi z L i D aminokwasów.

W skład tego tetrapeptydu prawie zawsze Wchodzi L i D-alanina, kwas

D-glutaminowy oraz L-lizyna lub' jeden z izomerów kwasu diamino-

pimelinowego (DAP). Między D-Ala tetrapeptydów przyłączonych do jed­
nego łańcucha polisacharydowego a L-Liz lub DAP tetrapeptydów, przy­
łączonych do sąsiedniego łańcucha polisacharydowego, występują mostki

peptydowe tworząc usieciowaną strukturę peptydoglikanu (rys. 1).

a aIb

I”rrrrr
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Rys. 1. Sieć bakteryjnego peptydoglikanu i miejsca działania różnych enzymów
litycznych, a — endo-N-acetylomuramidaza, b — endo-N-acetyloglukozaminidaza,
c — N-acetylomuramylo-L-alanyloamidaza, d — endopeptydaza, Gic NAc — N-ace-

tyloglukozamina, Mur NAc — kwas N-acetylomuraminowy, DAP ■■— kwas diamino-

pimelinowy

Długość i slkład chemiczny mostków peptydowych jest różny i zależny
od rodzaju bakterii, i tak np. u Staphylococcus aureus Copenhagen
mostek ten zbudowany jest z pięciu reszt glicynowych, u Micrococdus
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reseus z trzech reszt L-alaninowych i L-treoniny, a u Arthrobacter cry-

stallopoietes z jednej reszty L-alaniny. W mostkach peptydowych nie­
których bakterii występuje L-ornityna. Bakterie Gram-dodatnie mają
znacznie grubszą warstwę peptydoglikanu (ok. 25 nm) aniżeli bakterie

Gram-ujemne (ok. 3 nm). Te ostatnie mają jeszcze dodatkowo zewnętrz­
ną otoczkę-błonę o grubości około 8 nm zbudowaną z różnych białek,
lipidów i lipopolisacharydów [1, 2j.

3. ENZYMY BAKTERIOLITYCZNE

Rozkład siatki peptydoglikanu następuje pod wpływem działania

trzech typów enzymów:
1. katalizujących hydrolizę łańcuchów polisacharydowych,
2. rozczepiających mostki peptydowe oraz

3. rozrywających wiązania między łańcuchami polisacharydowymi a te-

trapeptydami (rys. 1).
Jednym z najważniejszych enzymów bakteriolitycznych jest lizo-

zym — glukanohydrolaza N-acetylomuramidu (EC 3.2.1.17), katalizujący
hydrolizę wiązań glikozydowych między kwasem N-acetylomuramino-
wym i N-acetyloglukozaminą. Lizozym z białka jaja kurzego jest naj­
intensywniej badanym enzymem litycznym. Ten typ enzymu występuje
również w kompleksie enzymów litycznych wytwarzanych przez Strep­
tomyces albus G, Str. erythreus, Chalaropsis sp., Faga T4 i rodzaj Ba-

cillus (3-7]. W zależności od źródła pochodzenia enzym ten charaktery­
zuje się różnymi właściwościami fizykochemicznymi i specyficznością
działania (8] (tab. 1). H a r a d a i in. 1[6], analizując trójwymiarową
strukturę N-acetylomuramidazy ze Str. erythreus nie stwierdzili dużego
podobieństwa między trzeciorzędową strukturą lizozymu pochodzenia
drobnoustrojowego i lizozymu z białka jaja kurzego.

Właściwości N-acetylomuramidazy z różnych źródeł [8]
Tabela 1

Parametr Streptomyces
rutgersensis

Streptomyces
erythraeus

Fag T4
I Chalaropsis

sp.

Białko jaja
kurzego

a-Heliks * 18% (18%) 51% (60%) — 29% (44%)

Masa cząsteczkowa 21000 20600 17740 22400 14600

Punkt izoelektryczny 9.19 9.5 — 7.53 11.1

Hydroliza chityny t-
— —

— +

Hydroliza Staphylo-
coccus aureus

—

+ __ +
—

* Zawartość a-heliksu określano na podstawie badań dichroizmu kołowego. Wartości w nawiasach otrzymano na podstawie
dyfrakcyjnej analizy rentgenograficznej.
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Innym enzymem działającym na łańcuch polisacharydowy peptydo-
glikanu jest endoacetyloglukozaminidaza uwalniająca fragmenty oligo-
sacharydowe z N-acetyloglukozaminą na końcu redukującym. Enzym
ten znajduje się w kompleksie litycznym szczepów z rodzaju Strepto-
coccus, zwanym muralizyną [9], w lizostafinie [10] i kompleksie enzy­
mów litycznych wytwarzanym przez Staphylococcus aureus [1].

Łańcuch tetrapeptydowy jest odszczepiany od łańcucha polisachary­
dowego przez N-acetylomuramylo-L-alanyloamidazę, enzym wytwarzany
m.in. przez E. coli (12], B. subtilis [13], Stre. albus (3], Enzym ten działa

na peptydoglikan wówczas, gdy łańcuchy polisacharydowe uległy wcześ­
niejszej degradacji. Stąd nie wykazuje on silnego działania bakterioli-

tycznego.

Następną grupą enzymów degradujących ścianę komórkową bakterii

są hydrolazy peptydylo-peptydowe, rozrywające mostki peptydowe w

peptydoglikanie. Endopeptydaza KM wytwarzana przez Str. sp. hydro-
łizuje wiązania między D-Ala i DAP w ścianie komórkowej E. coli,
B. megaterium i B. subtilis. Endopeptydazy o podobnych własnościach

katalitycznych występują w kompleksie autolitycznym E. coli [12]. Endo­
peptydaza SA, wytwarzana przez Str. sp., hydrolizuje wiązania między
N-końcowym aminowkasem mostka peptydowego a C-końcowym amino­
kwasem tetrapeptydu [14]. W przeciewieństwie do wspomnianych endo-

peptydaz KM i SA o dość wysokiej specyficzności, peptydaza z Myxo-
bacterium działa w wielu miejscach na peptydy ściany komórkowej
bakterii, hydrolizując zarówno wewnętrzne wiązania w mostku pepty-
dowym, jak i jego połączeniu z D-Ala z tetrapeptydu oraz wiązania mię­
dzy kwasem N-acetylomuraminowym i L-Ala [15],

Większość enzymów bakteriolitycznych degraduje głównie ściany ko­
mórkowe bakterii Gram-dodatnich. Wspomniana powyżej, zewnętrzna
wielowarstwowa otoczka bakterii Gram-ujemnych działa jako bariera

uniemożliwiająca przedostanie się większości enzymów litycznych do

warstwy peptydoglikanu [1], Aktywność lityczną w stosunku do bakterii

Gram-ujemnych wykazują m.in. enzymy wytwarzane przez Clostridium

perfringens [16], B. subtilis YT-25 [17], Str. griseus P-51 [18]. Są to

głównie glukozaminidazy lub muramidazy. Suzuki j in. [19] wyizo­
lowali z gleby szczep Streptomyces sp. No 177, który wytwarza enzym

lityczny będący typem proteinazy serynowej. Enzym ten, nazwany przez
autorów „177 enzyme”, powoduje degradację ścian komórkowych Serra-

tia marcescens, Pseudomonas aeroginoza, E. coli, Proteus uulgaris i B.

subtilis. Szczepy Sta/ph. aureus były odporne na działanie tego enzymu.

Enzymy lityczne, wykazujące tylko aktywność proteolityczną i degra­
dujące ściany komórkowe różnych bakterii, otrzymano z cieczy poho-
dowlanej Micromonospora sp. No 152 [20] oraz Bacillus sp. 88 [21].
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4. POLISACHARYDOWE SKŁADNIKI ŚCIANY KOMÓRKOWEJ DROŻDŻY

Do rozkładu ściany komórkowej drożdży i pleśni wymagany jest inny
skład kompleksu lizoenzymów. Jest to oczywiście związane z inną bu­
dową ściany komórkowej tych mikroorganizmów.

Rys. 2. Model ściany komórkowej drożdży, wg Kidby i Da vie s a [23]

Ściana komórkowa drożdży stanowi od 15 do 20% suchej masy ko­
mórki. Składa się głównie z polisacharydów, takich jak glukany, manna-

ny i chityna, stanowiących 80-90% jej suchej masy oraz z niewielkiej
ilości białek i lipidów '[22] (rys. 2).

4.1. GLUKANY

Glukany, stanowiące około 30% s.m. ściany komórkowej, są jednym
ze składników odpowiedzialnych za kształt i sztywność komórki. Obec­
nie uważa się, że w ścianie komórkowej drożdży występują przynajmniej
trzy molekularnie odmienne rodzaje glukanów, różniące się typem wią­
zań i stopniem rozgałęzienia cząsteczki. Głównym rodzajem jest wyso-

kocząsteczkowy 1,3-^-gluikan o ciężarze cząsteczkowym około 240 kDa,
stanowiący około 85% glukanów ściany komórkowej drożdży [24, 25].

Drugim rodzajem glukanu występującym w ścianie komórkowej droż­
dży jest nierozpuszczalny w alkjaliach, ale rozpuszczalny w kwasie octo­
wym, 1,6-P-glukan o stopniu polimeryzacji 130-140. Glukan ten ma

rozgałęzioną strukturę i zawiera około 19% wiązań 1,3-^-glikozydowych
[26, 27].
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Trzecim rodzajem glukanu jest rozpuszczalny w alkaliach 1,3-P-glu-
kan z niewielką liczbą wiązań 1,6-^-glikozydowych. W łańcuchach bocz­
nych tego glukanu znajduje się od 15 do 20 reszt mannozy. Uważa się,
że ten rodzaj glukanu sąsiaduje bezpośrednio z mannanami ściany, łącząc
je z nierozpuszczalnym w alkaliach l,3-(3-glukanem [28, 29).

W zależności od rodzaju drożdży skład glukanów ściany komórkowej
jest różny.

4.2. CHITYNA

Chityna l,4-2-acetamido-2-deoxy-[J-D-glukan jest homoglukanem zbu­
dowanym z acetylowanej 2-amino-D-glukopiranozy. Jednostką struktu­
ralną liniowych cząsteczek chityny są dwie reszty N-acetylo-2-amino-
-D-glukopiranozy połączone wiązaniem 1,4-^-glikozydowym. Ściany ko­
mórkowe większości drożdży zawierają 1-2% chityny; ściany niektórych
drożdży, takich jak Endomycopsis capsularis i Eremascus fertilis, za­
wierają jej znacznie więcej [30], natomiast nie stwierdzono chityny
u niektórych drożdży z rodzaju Sćhizosacćharomyces [31]. Na podstawie
badań mikrochemicznych i analizy enzymatycznej przy użyciu chitynazy
[32] oraz przy użyciu enzymów litycznych z Arthrobacter GJM-1 [33]
stwierdzono, że chityna występuje głównie w miejscach oddzielenia się
pączków.

4.3. MANNAN

W ścianie komórkowej grzybów występują polisacharydy związane
kowalencyjnie z białkami. Ich przedstawicielem w drożdżach jest man-

nan, którego zawartość w ścianie komórkowej wynosi około 30% s.m.

[22]. Część polisacharydowa kompleksu mannano-białkowego, jego bio­
synteza i struktura są znacznie lepiej poznane, niż w przypadku innych
polisacharydów ściany komórkowej [34-37]. Część ta zbudowana jest
z głównego łańcucha, składającego się z reszt mannozy połączonych wią­
zaniem 1,6-a- do którego przyłączone są krótkie łańcuchy boczne ma^

jące wiązania 1,2-a- i 1,3-a- oraz w niektórych przypadkach grupy fos­
foranowe. Ta główna część mannoproteiny jest związana poprzez diace-

tylochitobiozę wiązaniem N-glikozydowym z resztami asparaginy. Dru­
ga, mniejsza część polisacharydowa mannoproteiny zawiera krótkie man-

nooligosacharydy o wiązaniach 1,2-a- i 1,3-a-, które są połączone z biał­
kiem wiązaniem O-glikozydowym przez reszty treoniny lub seryny.

Wszystkie wiązania między cząsteczkami mannozy mają konfigura­
cję a. Wiązania między cząsteczkami acetyloglukozaminy oraz między
N,N-diacetylochitobiozą i pierwszą resztą mannozy znajdują się w kon­
figuracji (31[38].
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5. ŹRÓDŁA ENZYMÓW HYDROLIZUJĄCYCH ŚCIANĘ KOMÓRKOWĄ DROŻDŻY

Do hydrolizy tak heterogenicznego substratu jakim jest ściana ko­
mórkowa drożdży wymagany jest aktywny kompleks enzymów litycz­
nych. Zdolność wytwarzania pozakomórkowych enzymów litycznych w

stosunku do drożdży ma wiele drobnoustrojów [39], izolowanych głównie
z gleby, wód stojących, ścieków przemysłowych itp. S a 11 o n [40] wy­
izolował szczepy drobnoustrojów wytwarzające enzymy lityczne, rozkła­
dające ścianę komórkową drożdży Candida pullcherrima. Z cieczy po-

hodowlanej Micromanospora AS G as eon i in [41] otrzymali kompleks
enzymów litycznych nazwany Strepzyme M, katalizujący lizę ścian ko­
mórkowych drożdży Cand. utilis i wielu innych gatunków. H o r i -

koshi i Sakaguchi [42] wyizolowali z gleby szczep B. circulans,
który wykazywał aktywność lityczną w stosunku do ściany komórkowej
Aspergillus oryzae i Saccharomyces sake. Tanaka i Phaff [43]
wyizolowali z gleby szereg drobnoustrojów zdolnych do wytwarzania
lizoenzymów, hydrolizujących ściany komórkowe drożdży piekarskich.
Najbardziej aktywnym w tworzeniu enzymów litycznych był szczep
B. circulans WL-12. Yamamoto i Nagasaki [44] wyizolowali
kilka szczepów bakterii, z których największą zdolność wytwarzania lizo­
enzymów miał szczep Flauobacterium dormitator var. glucanolyticacae.
Ponadto, zdolność wytwarzania enzymów litycznych stwierdzono u Cyto-
phaga johnsoni [45], Achromobacter lunatus [46], Arthrobacter [47-54],
Oerskouia [55]. Spośród grzybów zdolnością do biosyntezy enzymów li­
tycznych charakteryzują się pleśnie z rodzaju Rhizopus [56, 57], Tricho-

derma [48-60], Penicillium [61]. Yamaraoto i Nagasaki [62, 63]
otrzymali lizoenzym w postaci krystalicznej z Pellicularia sp., należącego
do Fungi imperfecti. Nagasaki i in. [64] opracowali również sposób
otrzymywania preparatu enzymów litycznych pod nazwą „Kitalase”
z Rhizooctońia solani.

Z handlowych preparatów enzymów litycznych pochodzenia drobno­
ustrojowego pojawiły się w ostatnich latach: „Zymolyase” — preparat
otrzymywany z hodowli Arthrobacter (Kirin Brevery, Japonia), „Teicho-
zyme Y” wytwarzany przez Oerskouia xanthineolytica (Worthington Bio-

chemical Corp. USA), „Novozym 234” — preparat enzymów litycznych
wytwarzanych przez Trichoderma harzianum (NOVO, Dania), „Lytic
enzyme Li” — preparat lityczny z Cytophaga sp. (British Drug House

Ltd.).

6. ENZYMATYCZNA HYDROLIZA ŚCIANY. KOMORKOWEJ DROŻDŻY

Skuteczność biodegradacji ściany komórkowej drożdży zależy od stop­
nia hydrolizy jej głównych składników, a w szczególności 1,3-fi-gluka-
nów odpowiedzialnych za kształt i sztywność komórki [65]. Miejsce roz-
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poczęcia działalności enzymów litycznych na ścianę komórkową uzależ­
nione jest od. rodzaju drożdży, właściwości morfologicznych ściany ko­
mórkowej, a także od właściwości samych enzymów. Zymoliza może

występować jednocześnie na całej powierzchni komórki, np. u Saccharo-

rnyces cerevisiae lub tylko w niektórych miejscach ściany komórkowej,
np. u Sacch. jragilis {66].

Rola poszczególnych enzymów w lizie ścian komórkowych drożdży
nie jest jeszcze dokładnie wyjaśniona. Tanaka i Phaff [43], jako
jedni z pierwszych udowodnili, że 1,3-0-glukanazy otrzymane z B. cir-

culans zdolne są do rozkładu ścian komórkowych drożdży bez udziału

innych enzymów, Mc Lellan iin. {67, 68] uważali, że pierwszopla­
nową rolę, przynajmniej w zapoczątkowaniu lizy komórek drożdży, od­
grywają fosfomannanaza, odsłaniając warstwę glukanu na działanie glu-
kanaz. Jednakże usunięcie mannoprotein może nastąpić również przez
działanie l,6-f>-glukanazy z Cytophaga [45] lub l,3-[i-glukanazy z Zy-
molyase [69], czy też enzymów proteolitycznych lub związków tiolowych.

Skuteczne działanie 1,3-fl-glukanazy preparatu „Lyticase” z Oersk.

xanthineólytica jak i enzymu pochodzącego z Arthrobacter GJM uwa­
runkowane jest obecnością alkalicznej proteinazy [51, 52]. Kitamura

[70] stwierdził, że Zymolyase B z Arthr. luteus łącząc się z mannanami

ściany komórkowej drożdży zmienia konformację części białkowej man-

noproteiny, czyniąc ją bardziej podatną na proteolizę. Modyfikacja tryp-
tofanu w cząsteczce Zymolyase B zmiejszyła wrażliwość tego enzymu
na inhibicję mannanem. Obecnie zdaje się przeważać pogląd, że usu­
nięcie warstwy mannoproteiny w celu stymulowania lizy komórek droż­
dży przez glukanazy nie jest konieczne. Wystarczy zwiększenie porowa­
tości ściany komórkowej lub jej „rozluźnienie” przez dodanie związków
rozrywających wiązania disiarczkowe lub tioestrowe w mannoproteinie,
czy oddziaływujących na hydrofobowe regiony mannanu, albo też na

drodze zwiększenia siły jonowej [71]. Takie zmiany w strukturze po­
wierzchniowych warstw ściany umożliwiają dostęp 0-glukanaz do glu-
kanów i ich depolimeryzację, a w konsekwencji lizę ściany komórkowej.
Rola lipazy i chitynazy w degradacji ściany komórkowej drożdży rów­
nież nie jest jeszcze wyjaśniona. Wysoka aktywność preparatu enzymów
litycznych ze Sclerotina zawierającego glukanazy, lipazy i fosfolipazy
nie musi .być spowodowana obecnością tych ostatnich. Sądzi się, że są

one niezbędne do pełnej lizy ściany komórkowej, co na pewno jest
prawdą w przypadku drożdży Trigonopsis variabilis, które mają w ścia­
nie stosunkowo dużo tłuszczów, a mało glukanów. Chitynazy i manna-

nazy powodują niewielki wzrost aktywności kompleksu enzymów litycz­
nych w stosunku do niektórych drożdży. Rola chitynazy ograniczona
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była do hydrolizy blizn po oddzieleniu pączka [32]. Enzym ten jest
przydatny zatem przy rozpuszczaniu ścian starszych komórek drożdży.

W preparatach enzymów litycznych stwierdzono występowanie sze­
regu czynników wspomagających działalność tych enzymów. T a k a h a -

r a i in. f72] wykazali, że B. subtilis YT-25 wytwarza peptyd, który
wzmaga aktywność lizoenzymów w stosunku do Ps. aeruginosa. Bie­
lecki i Galas [60] w handlowym preparacie celulazy „Onozuka”
SS stwierdzili obecność czynnika litycznego synergicznie działającego
z 1,3-0-głukanazą w lizie wysuszonych acetonem komórek drożdży Sacch.

cereuisiae. Przypuszcza się, że czynniki te zwiększają wrażliwość struk­
tur ścian komórkowych drożdży na działanie enzymów litycznych.

7. (3-GLUKANAZY

Dominujący udział fl-glukanaz w hydrolizie ściany komórkowej droż­
dży, jak również ich udział w degradacji powszechnie występujących
naturalnych p-glukanów różnych od celulozy, skłaniają do krótkiego
omówienia tej grupy enzymów.

Drobnoustrojowe l,3-|3-glukanazy dzieli się w zależności od sposobu
ich działania na egzoenzymy [73-75] i endoenzymy [42, 65]. Endogluka-
nazy dzieli się dodatkowo na enzymy wytwarzające wyższe oligosacha-
rydy i na enzymy wytwarzające niższe oligosacharydy [75, 76], F1 e e t

i in. [77] stwierdzili, że 1,3-0-glukanaza Schizosaccharomyces sp. hydro-
lizuje w sposób przypadkowy 1,3-0-glukan do oligosacharydów, wytwa­
rzając w konsekwencji laminarabiozę i glukozę. Podobną 1,3-0-glukanazę
wyizolowano z cieczy pohodowlanej B. circulans [78], 1.3-p-glukanaza
z C. utilis [79] hydrolizuje laminaran głównie do laminaratetraozy, la-

minaratriozy i laminarabiozy. Laminarapentaoza jest jedynym lub głów­
nym produktem hydrolizy laminaranu przez 1,3-P-glukanazę z Arthro-

bacter [54, 80] i przez 1,3-^-glukanazę z B. circulans [81]. Oprócz hydro­
lizy wiązań 1,3-fl-glikozydowych, niektóre l,3-(3-glukanazy wykazują zdol­
ność hydrolizy innych wiązań glikozydowych. W ścianie komórkowej
Cryptococcus albidus stwierdzono obecność egzoenzymu wykazującego
zdolność hydrolizy wiązań 1,3-fJ- i 1,6-P-glikozydowych [82]. Fleet

i P h a f f [83] informują o obecności takiego ezymu również w ekstrak­
tach bezkomórkowych i w cieczy pohodowlanej drożdży Sćhizosaccharo-

myces sp. Enzym ten nie wykazywał zdolności hydrolizy wyizolowanych
ścian komórkowych drożdży piekarskich. Podobną glukanazę wykryto
również w ekstraktach bezkomórkowych drożdży C. utilis. Enzym ten

oprócz wiązań 1,3-P- i 1,6-P-glikozydowych hydrolizował również p-nitro-
fenyloglukopiranozyd [84, 85]. Endo l,6-(J-glukanaza z B. circulans wy­
kazywała aktywność w stosunku do wiązań 1,3-p-glikozydowych, wystę-
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pujących w pobliżu wiązań 1,6-3 - w strukturze glukanu. Rombouts

i in [81, 86} wiążą ten fakt z niezwykle silną aktywnością lityczną
tej glukanazy. W handlowym preparacie enzymów litycznych „Lytic
enzyme Lx” znajduje się oprócz endo-l,3-0-glukanazy, specyficznej w sto­
sunku do laminaranu, również inny, niespecyficzny enzym degradujący
wiązania 1,3-3 - i 1,4-P-glikozydowe [87]. Wiele bakterii z rodzaju Bacil-

lus produkuje enzymy hydrolizująee glukany zawierające wiązania 1,3—3 —

i 1,4-P-glikozydowe [88, 89].
Optymalne warunki działania większości glukanaz są w środowisku

o odczynie kwaśnym lub zbliżonym do obojętnego. Jednakże alkalofilny
szczep Bacillus sp. 221 wytwarza pozakomórkową endo-l,3-(3-glukanazę
działającą w pH 8,5 i wykazującą dość wysoką termostabilność, co jest
cechą również rzadko spotykaną u tych enzymów [90].

Intensywnie badaną grupą enzymów są (3-glukanazy drożdży. Rozwój
technik izolacji i oczyszczania enzymów umożliwił wyodrębnienie z droż­
dży Sacch. cerevisiae sześciu różnych 1,3-P-glukanaz [91]. Dwie z nich

wykazywały właściwości egzoglukanaz, natomiast pozostałe to endoglu-
kanazy. p-Glukanazy drożdży odgrywają istotną rolę w procesach morfo-

genezy. Poziom poszczególnych glukanaz jest różny podczas wzrostu

wegetatywnego, koniugacji i sporulacji [92].

P-Glukanazy wytwarzane przez grzyby nitkowate, czy promieniowce
są słabiej scharakteryzowane w porównaniu z glukanazami drożdży
i bakterii. Penicillium italicum wytwarza wraz z trzema, różniącymi się
sposobem działania, 1,3-P-glukanazami także 1,6-P-glukanazę [93-96].
U Asp. niger stwierdzono znaczny udział 1,3-p-glukanazy w procesie
autolizy. W ostatnich latach opublikowano kilka informacji o P-glukana-
zach wytwarzanych przez promieniowce. Kasuma i in. [97] wyizolo­
wał z, cieczy pohodowlanej Streptomyces sp. 1,3-fł-glukanazę degradującą
wyższe oligosacharydy, a w ograniczonym zakresie także i laminara-

dekstryny. Bielecki i in. [98, 99] otrzymali lityczną 1,3-0-glukanazę
hydrolizującą laminaraoligosacharydy o stopniu polimeryzacji 4 i wyż­
szym. Beyer i in. [100] rozfrakcjonowali trzy glukanazy wytwarzane
przez Streptomyces sp. ATCC 11238.

Różnorodność glukanaz wśród drobnoustrojów dotyczy nie tylko ich

właściwości i sposobu atakowania substratów, ale także zróżnicowanej
regulacji ich wytwarzania. Biosynteza 1,3-fl-glukanaz u Pen. italicum

podlega katabolicznej represji glukozowej [93, 94]. Synteza glukanaz
Neurospora crassa [101] oraz niektórych Basidiomycetes [102} jest rów­
nież objęta represją katabolityczną. Natomiast synteza fl-glukanaz wy­
twarzanych przez Sacch. cereuisiae i Trich. viride wydaje się nie pod­
legać represji glukozowej [101]. Obecność glukozy nie obniża zdolności
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biosyntezy 1,3-p-glukanazy przez mutanta Arthr. luteus M12-203. Efek­
tywność biosyntezy tego enzymu wzrastała w obecności 1,3-0-glukanu
i ketoheksozy [51].

&. MOŻLIWOŚCI ZASTOSOWANIA

DROBNOUSTROJOWYCH ENZYMÓW LITYCZNYCH

Wzrastające zainteresowanie enzymami litycznymi jest związane
z wielostronnymi możliwościami ich praktycznego wykorzystania. Można

je stosować jako swoiste narzędzia ułatwiające poznanie biologii mole­
kularnej drobnoustrojów, a w szczególności poznanie struktury i funkcji
biopolimerów ściany komórkowej. Już obecnie w większości laboratoriów

badawczych do otrzymywania protoplastów z bakterii, drożdży czy grzy­
bów mikroskopowych stosuje się drobnoustrojowe enzymy lityczne.
W większej skali ten typ enzymów umożliwia izolację wewnątrzkomór­
kowych składników mikroorganizmów. Szczególnie duże znaczenie przy­
pisuje się enzymom powodującym zymolizę komórek drożdży.

Ściana komórkowa drożdży uniemożliwia właściwe wykorzystanie .

wysokowartościowego białka wewnątrzkomórkowego. Nienaruszone po­
lisacharydowe kompleksy ściany komórkowej znacznie obniżają straw-

ność drożdży, gdyż uniemożliwiają penetrację enzymów proteolitycznych
z przewodu pokarmowego zwierząt do wnętrza komórki drożdży [103].
Ponadto ściana komórkowa może zawierać substancje alergogenne, jak
również czynniki wywołujące nudności i zaburzenia żołądkowo-jelitowe
[104], Z wymienionych powodów, jak również ze względu na potencjal­
ne możliwości zastosowania białek drożdży, wynika konieczność oddzie­
lenia łub destrukcji składników ściany komórkowej drożdży.

Wewnątrzkomórkowe składniki drożdży można uwalniać przez auto-

lizę, plazmolizę, obróbkę mechaniczną lub chemiczną [105, 106]. Ujemną
cechą autolizy jest jej długi czas trwania, niska wydajność odzysku biał­
ka i - wysoki koszt procesu. Podstawowymi problemami związanymi
z obróbką chemiczną przy pomocy mocznika czy butanolu jest odzysk
stosowanych chemikalii oraz potencjalna toksyczność otrzymanych pre­
paratów białkowych, a także koszt procesu. Traktowanie drożdży alka­
liami1, mimo iż osłabia ścianę komórkową i zwiększa rozpuszczalność
białek, powoduje jednocześnie ich hydrolizę, depolimeryzację, recemiza-

cję, reakcje 0-eliminacji, denaturację, a także utratę pożądanych właści­
wości fizykochemicznych [104, 107], Obróbka mechaniczna przy pomocy
ultradźwięków, rozbijanie komórek pod działaniem wysokich ciśnień, czy
rozcieranie w obecności kuleczek szklanych mają ograniczone stosowanie

tylko dó skali laboratoryjnej ze względu na niedostępność i cenę urzą­
dzeń, jak również występującą denaturację białka [108, 109],
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Odzysk wewnątrzkomórkowych składników ma duże znaczenie w no­
woczesnych procesach biotechnologicznych. Niektóre białka czy peptydy
o istotnym znaczeniu w lecznictwie, czy różnych dziedzinach gospodarki,
uzyskuje się lub próbuje się uzyskiwać, przez skonstruowanie specjal­
nych szczepów drożdży technikami rekombinacji DNA. Sekrecja tych
obcych dla drożdży białek z komórki1 drożdżowej najczęściej jest bardzo

ograniczona lub niemożliwa [110]. Dobór odpowiedniego kompleksu enzy­
mów litycznych może zapewnić izolację z wnętrza komórki drożdży za­
równo białek naturalnie syntetyzowanych, jak i tych, których synteza
kierowana jest przez klonowane geny. Enzymy lityczne z powodzeniem
zastosowano do izolacji polisacharydów i glikoprotein ze ściany komór­
kowej drożdży, a także do izolacji inwertazy i pigmentów drobnoustro­
jów [111]. H a y a s h i i in. [5] sugerują zastosowanie enzymów litycz­
nych jako środka konserwującego żywność. Wyizolowany przez nich

szczep Str. rutgersensis H-46 wytwarza pozakomórkowy kompleks enzy­
mów litycznych nazwany SR-1, aktywny w stosunku do Str. faecalis,
Lactobacillus sp. i Pediococcus sp. Valisena i in. I[ll]' przypisują
enzymom litycznym, wytwarzanym przez rodzaj Staphylococcus, wpływ
na patogenność tych bakterii. Poszczególne gatunki Staphylococcus wy­
twarzają różne kompleksy enzymów litycznych. Dokładna analiza tych
kompleksów może być użyteczna przy diagnostyce tych patogennych
organizmów.

Interesujący jest fakt synergicznego działania kompleksu enzymów
litycznych i antybiotyków. Macmillan [112] otrzymał z Oerskouia

ranthineolytica kompleks enzymów litycznych składający się z manna-,

nazy, dwóch 1,3-0-glukanaz, proteinazy, niewielkiej ilości chitynazy,
1,6-0-glukanazy i (1-glukozydazy. Kompleks ten wraz' z amfoterycyną B

skutecznie działał na Candida albicans. Aktywność lityczna tej miesza­
niny była 6-krotnie większa niż samej amfoterycyny B. Stwarza to moż­
liwości stosowania odpowiedniego kompleksu lizoenzymów w chemote­
rapii przy zakażeniach drożdżakami.

Dokładniejsze poznanie roli enzymów litycznych w cyklu rozwojo­
wym drobnoustrojów, w antagonizmie między różnymi organizmami,
jak również określenie ich specyficzności i mechanizmów działania w

procesach zymolizy oraz opracowanie tanich technologii ich biosyntezy
i oczyszczania, umożliwi szersze zastosowanie drobnoustrojowych enzy­
mów litycznych w nowoczesnych procesach biotechnologicznych.
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BIOSYNTEZA WITAMIN

Zwiększająca się produkcja witamin jest dobitnym potwierdzeniem
ich znaczenia jako środków terapeutycznych i jako czynników wzrosto­
wych. Znajdują one szerokie zastosowanie w przemyśle farmaceutycz­
nym, spożywczym i paszowym. W tym ostatnim do wzbogacania pasz
można wykorzystywać znacznie tańsze preparaty o niższym stopniu
czystości, uzyskując znaczące efekty w produkcji mięsa, mleka i jaj.

Ekonomiczne znaczenie witamin najlepiej ilustrują dane dotyczące
wielkości produkcji w świecie i ich średnich cen rynkowych (tab. 1).

Światowa produkcja i ceny witamin [1]
Tabela 1

Witamina
Produkcja

(t/rok)

Średnia cena

(F/kg)

A 2500 70

Beta-karoten 100 450

D 25 350

E 6800 17

K 1,3 1500

Tiamina 1700 23

Ryboflawina 2000 27

Pirydoksyna 1600 25
®12 12 5000

Kwas pantotenowy 5000 4

Kwas nikotynowy i jego •»

amid 8500 4

Kwas foliowy 100 65

Biotyna 2,7 5000

Kwas L-askorbinowy 40000 8

Jak widać z tej tabeli wartość rocznej światowej produkcji witamin

wynosi około 1 miliarda dolarów, przy czym na kwas L-askorbinowy
przypada trzecia część tej wartości.

Witaminy mogą być otrzymywane następującymi metodami:
— przez wyodrębnianie z produktów roślinnych i zwierzęcych, zawie­

rających znaczne ilości witamin lub ich prekursorów;
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— syntezy chemicznej;
-— syntezy mikrobiologicznej;
— skojarzonej syntezy chemiczno-mikrobiologicznej.

Wszystkie znane witaminy mogą być wyodrębniane ze źródeł natu­
ralnych, które niekiedy zawierają stosunkowo duże ich ilości. Na przy­
kład można tu wymienić spośród produktów zwierzęcych — tłuszcz

wątroby ryb i zwierząt morskich, wątrobę bydła rogatego oraz prze­
twory mleczne i jaja, a spośród produktów roślinnych — warzywa i owo­
ce, olej z zarodków pszenicy lub kukurydzy, otręby pszenne i ryżowe,
a także kapustę, szpinak, marchew i owoce cytrusowe. Bogatym źródłem

witamin są również mikroorganizmy, a w szczególności drożdże piwne
i piekarskie.

Z praktycznego punktu widzenia pierwszy z wymienionych wyżej
sposobów jest mało racjonalny i obecnie nie ma już większego znacze­
nia, tym bardziej, że zasoby surowcowe są ograniczone, a w niektórych
przypadkach wręcz wyczerpane, jak np. tłuszcz wątroby wielorybów,
których połowy są zakazane ze względu na konieczność ochrony gatunku
przed ostateczną zagładą.

Spośród pozostałych metod najszersze zastosowanie znalazła synteza
chemiczna, ale biosynteza, a zwłaszcza skojarzone procesy chemiczno-

-biotechnologiczne mają niemałe znaczenie, które w miarę rozwoju inży­
nierii genetycznej i upowszechniania jej metod do ulepszania cech mikro­
organizmów — producentów witamin — będzie wzrastało.

Obecnie mikrobiologiczna synteza może konkurować z chemiczną je­
dynie w odniesieniu do dwóch witamin, a mianowicie cyjanokobalaminy
i ryboflawiny. Uwzględniając jednak intensywne badania w zakresie

biosyntezy tych związków, szczególnie zaś niektórych prowitamin, np.
beta-karotenu i ergosterolu, a także całego szeregu koenzymów, których
istotnym elementem strukturalnym są właśnie witaminy, można mieć

nadzieję na uzyskanie w niedalekiej przyszłości wyników, zapewniają­
cych metodom biotechnologicznym konkurencyjność w stosunku do syn­
tezy chemicznej.

Duże perspektywy mają zwłaszcza skojarzone metody chemiczno-mi-

krobiologiczne. Doskonałym przykładem ich stosowania w praktyce jest
otrzymywanie kwasu L-askorbinowego z glukozy.

WITAMINA Bis

Witamina ta należy do grupy związków zwanych ogólnie kobaltoko-

rynoidami. W jej cząsteczce występuje układ tetrapirolowy bardzo zbli­
żony pod względem budowy do charakterystycznego elementu składo-
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wego porfiryn, stanowiących trzon tak ważnych biologicznie substancji,
jak hem i chlorofil.

Naturalne źródła tej witaminy są bardzo ograniczone, albowiem w

świecie roślinnym jej nie znaleziono, a w tkankach zwierzęcych wystę­
puje ona w znikomych ilościach. Najlepszym przykładem ilustrującym
ten fakt jest wątroba bydlęca, będąca najbogatszym źródłem witaminy
B12, aczkolwiek zawiera zaledwie 1 mg/kg tego cennego związku. Natura

niejako rekompensuje nam tę szczupłość zasobów niezmiernie wysoką,
rzadko spotykaną w przyrodzie aktywnością biologiczną witaminy B12.

Dość powiedzieć, że dla całkowitego pokrycia zapotrzebowania lud­
ności Polski na tę witaminę wystarczy jej około 15 kg rocznie.

W 1948 roku witaminę Blz po raz pierwszy otrzymano w czystej,
krystalicznej postaci, a surowcem była wątroba bydlęca. W kilka lat

potem wyodrębniono ją ze źródeł bogatych w biomasę drobnoustrojową,
takich jak: tzw. osad czynny zbiorników wód ściekowych, ciecz pofer­
mentacyjna po produkcji antybiotyków przez Streptomyces itp. Później
wyselekcjonowano szczepy o wysokiej aktywności kobalaminotwórczej
przydatne do przemysłowej produkcji tej witaminy.

BIOSYNTEZA

Na podstawie zgromadzonej dotychczas wiedzy można uznać, że

wszystkie żywe organizmy wykorzystują do tworzenia porfiryn ten sam

mechanizm, niezależnie od tego czy produktem finalnym jest chlorofil

czy też hem. Najprawdopodobniej pierwsze stadia biosyntezy porfiryn
i koryny (makropierścienia wchodzącego w skład witaminy Bi2 i jej po­
chodnych) są identyczne i obejmują następujące etapy:
— biogenezę kwasu 5-aminolewulinowego (ALK);
— tworzenie monopirol owego prekursora, tj. porfobilinogenu (PBG) oraz

— powstawanie układu tetrapirolowego, czyli tzw. makropierścienia.
Dzięki licznym, pogłębionym badaniom [2-6] poznane zostały, aczkol­

wiek nie we wszystkich szczegółach, drogi biosyntezy witaminy Bu,
które w zarysie ilustruje schemat (rys. 1).

Kwas 5-aminolewulinowy może być syntezowany na dwóch różnych
Szlakach. Pierwszy — podstawowy szlak, charakterystyczny dla orga­
nizmów zwierzęcych, a być może również dla drobnoustrojów, oparty
jest na działaniu enzymu zwanego syntazą 5-aminolewulinianową, który
katalizuje tworzenie się ALK z bursztynylo-CoA i glicyny. Reakcja ta/
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Rys. 1. Uproszczony schemat biosyntezy witaminy B14

zachodzi przy udziale fosforanu pirydoksalu, przy czym powstaje zwią­
zek pośredni o charakterze zasady Schiffa.

W pizypadku wodorostów i roślin wyższych przeważająca część, je­
żeli nie cała ilość, ALK tworzy się w wyniku tranśaminacji, w której
uczestniczy kwas 4,5-dioksowalerianowy jako biorca grupy aminowej
oraz odpowiedni aminokwas spełniający rolę dawcy tej grupy. Oma­
wiana reakcja jest katalizowana przez aminotransferazę aminolewuli-

nianową.
Następnie w wyniku kondensacji dwóch cząsteczek ALK tworzy się

pierścieniowy związek porfobilinogen. W procesie tym zachodzą nastę­
pujące reakcje: kondensacja aldolowa, dehydratacja i tworzenie się przej­
ściowej zasady Schiffa. Przemiany te są katalizowane przez dehydratazę
aminolewulinianową zwaną również syntazą porfobilinogenową, a ich

produktem końcowym jest porfobilinogen (rys. 2).
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Rys. 2b Konwersja kwasu 5-aminolewulinowego w porfobilinogen

Powstawanie makropięrściienia jest najciekawszym i zarazem najbar­
dziej złożonym procesem w całej biosyntezie witaminy Bi2. Rozmieszcze­
nie łańcuchów bocznych w cząsteczce cyjanokobalaminy wskazuje na

zasadnicze podobieństwo biogenezy korynoidów do biosyntezy hemu

i chlorofilu. Korynowy makropierścień pochodzi od ALK i' PBG, a zatem

początkowe etapy tworzenia się koryn i porfiryn są identyczne. Rozga­
łęzienie szlaków biosyntetycznych następuje na etapie uroporfirynoge-
nu III, z którego powstaje bądź to protoporfiryna IX, będąca prekurso­
rem chlorofilów, hemu i jego pochodnych oraz cytochromów, bądź to

monometylokoryfiryna — pierwszy produkt metylowania, leżący na szla­
ku prowadzącym do witaminy Bi2 (rys. 3).

Jak już wspomniano, tworzenie się uroporfirynogenu III z czterech

cząsteczek PBG jest procesem bardzo złożonym i do chwili obecnej jest
przedmiotem intensywnych badań, podobnie jak i dalsze etapy biosyn­
tezy witaminy Bi2.

Tetrapirolowy makropierścień tworzy się z czterech identycznych
monopirolowych fragmentów w formie PBG. Zwykła kondensacja wg

zasady „głowa do ogona” czterech cząsteczek PBG doprowadziłaby do

powstania uroporfirynogenu I, zazwyczaj jednak pierwszym cyklicznym
tetrapirolem, wydzielanym w charakterze produktu pośredniego w pro­
cesie biosyntezy chlorofilu i hemu jest inny izomer, a mianowicie uro-

porfirynogen III, w którym rozmieszczenie łańcuchów bocznych w jed­
nym z czterech pierścieni pirolowych jest formalnie odwrotne (rys. 4).

Wyniki badań układów enzymatycznych biosyntezy witaminy B12

wskazują, że witamina ta, w odróżnieniu od hemu, nie wpływa na
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Rys. 4. Budowa uroporfirynogenu III — prekursora witaminy B,2. W pierścieniu D

łańcuchy boczne znajdują się w pozycji formalnie odwrotnej
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aktywność enzymów biorących udział w tworzeniu pierścienia porfiryno-
wego. W 1979 r. Bychowskij [7] wykazał, że u Propionibacterium
shermanii proces biosyntezy witaminy B12 podlega regulacji poprzez od­
działywanie kobalamiin (i innych koryn) na etapie pierwszego metylowa-
nia i tworzenia się monometylokoryfiryn.

BIOTECHNOLOGICZNE METODY OTRZYMYWANIA

Do produkcji witaminy B12 można wykorzystywać wiele różnych
mikroorganizmów [8-10]. Jednakże w praktyce przemysłowej stosowane

są tylko nieliczne, wśród których w ostatnich latach największe znacze­
nie mają bakterie propionowe (Propionibacterium shermanii i P. freuden-
reichii) oraz Pseudomonas denitrtficans. Rosną one na podłożach węglo­
wodanowych i szybko się rozmnażają, przy czym wyselekcjonowane
z nich mutanty wyróżniają się wysoką zdolnością kobalaminotwórczą.
Jednocześnie z poszukiwaniem coraz bardziej produktywnych szczepów
prowadzono prace zmierzające do zastąpienia węglowodanów tańszymi
składnikami podłoża, a w szczególności odpadami z rolnictwa i z prze­
mysłu spożywczego [11-13].

Wykorzystanie węglowodorów i alkoholi do produkcji witaminy Bi2

jest przedmiotem szeroko zakrojonych badań, ale substraty te, jak dotąd,
nie zapewniają tak dobrych rezultatów, jakie uzyskuje się w przypadku
tradycyjnych metod.

Kilka gatunków z rodzaju Pseudomonas wykazuje zdolność groma­
dzenia witaminy B12, jednakże tylko mutanty P. denitrtficans, wyselek­
cjonowane przez Miller i Rosenblum [14] są wykorzystywane
w przemyśle. Ich początkowa produktywność 0,6 mg/1 była w ciągu
wielu lat stopniowo zwiększana, aż do około 60 mg/1. Najlepszym źró­
dłem węglowodanów jest dla tych szczepów melasa buraczana, a dodatek
do podłoża soli kobaltu i 5,6-dimetylobenzimidazolu (DBI) w istotnej
mierze korzystnie wpływa na nagromadzenie witaminy B12.

Również kilka gatunków bakterii propionowych wykazuje zdolność

wytwarzania kobaltokorynoidów, przy czym podłoże winno być wzbo­
gacane w sole kobaltu. Produkcja kobalamin jest w dużym stopniu uza­
leżniona od obecności w podłożu wytworzonego przez te bakterie lub

dodanego do pożywki DBI. Warto w tym miejscu zaznaczyć, że P. sher­
manii i P. jreudenreichii oraz ich mutanty, wykorzystywane do pro­
dukcji witaminy B12, same syntetyzują DBI, aczkolwiek tylko w wa­
runkach dobrego natlenienia. Z drugiej strony wiadomo, że dla uzyska­
nia wysokiej wydajności określona faza procesu musi być prowadzona
w warunkach beztlenowych, albowiem witamina Bi2 powoduje represję
na jednym z etapów biosyntezy [7], Z tego to względu zaleca się prowa-
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dzenie pierwszej fazy fermentacji bez aeracji do momentu wyczerpania
cukru w podłożu, co sprzyja rozwojowi mikroorganizmu i tworzeniu się
kobinamidu, który — w odróżnieniu od witaminy B12 — nie powoduje
represji. W następnej fazie procesu środowisko jest napowietrzane,
a obecność tlenu indukuje powstawanie DBI i, co za tym idzie, kon­
wersję kobinamidu w kobalaminę. W tych warunkach można uzyskać
30-40 mg witaminy B12 w litrze w stacji pilotowej [14], ale jak niedawno

podano w patencie Nippon Oil [15] możliwe jest uzyskanie nawet 65 mg/1.
Jak wynika z niedawno przeprowadzonych badań [16] immobilizowa-

ne w żelu alginianowym żywe komórki Propianibacterium sp. inkubo-

wane w podłożu zawierającym obok źródeł węgla i azotu sole kobaltu,
DBI i Tween 80 mogą produkować do 20 mg/1 witaminy B^ w ciągu’
5 dni. Komórki takie mogą być kilkakrotnie stosowane i zachowują
swoją zdolność do syntezy witaminy Bi2 niemal przez dwa tygodnie.

W 1985 r. opatentowano [17] sposób otrzymywania szczepu Pseudo-

monas ruber IFO 3708 przez fuzję protoplastów Protoaminobacter i Rho-

dopseudomonas. Pierwszy z nich ma wszystkie enzymy niezbędne do

syntezy witaminy B12, aczkolwiek tworzenie się syntazy 5-aminolewuli-

nianowej jest u tych bakterii kontrolowane przez pośredni metabolit —

protoporfizynę IX i z tego powodu wytwarzają one tylko niewielkie
ilości witaminy (0,2-1 mg/1). Drugi z wymienionych drobnoustrojów —

R. spheroides IFO 12203 — wykazuje zdolność wytwarzania dużych
ilości chlorofilu, przy czym synteza kwasu 5-aminolewulinowego z udzia­
łem syntazy 5-aminolewulinianowej nie podlega represji ze strony po­
średnich metabolitów. Uzyskany hybryd — R. protamicus FERM BP 180
— może rozwijać się na kompleksowym podłożu i wytwarzać 135 mg/1
witaminy B12 w ciągu 90 godzin, a dodawanie do podłoża DBI czy te

betainy nie jest konieczne.

Wyodrębnianie witaminy B12 z reguły prowadzi się po uprzedniej
konwersji wszystkich kobalamin w cyjanokobalaminę pod działaniem

cyjanku potasowego. Wszystkie opisane w literaturze metody wydziela­
nia obejmują dwa główne etapy:
1. Rozpuszczanie kobalamin i przekształcanie ich w cyjanokobalaminę.

Ciecz pofermentacyjną wraz z komórkami, bądź też zawiesinę wy­
odrębnionych uprzednio komórek ogrzewa się w temperaturze 80-

-120°C, przy pH 6,5-8,5 przez 10-30 minut, w wyniku czego komórki

ulegają lizie i do roztworu przechodzą różne kobalaminy. Są one prze­
kształcane w cyjanokobalaminę pod wpływem cyjanku potasowego
w obecności azotynu sodowego jako czynnika stabilizującego. Następ­
nie pod działaniem wodorotlenku cynkowego usuwa się substancje
balastowe.
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2. Ekstrakcja produktu o czystości około 80%, który może być z powo­
dzeniem wykorzystany do celów paszowych, lub też poddany dal­
szemu oczyszczaniu w celu otrzymania preparatu farmaceutycznego
o czystości 95-98%.

RYBOFLAWINA

Ryboflawina stanowi połączenie izoaloksazyny, będącej flawiną, z al­
koholem D-rybitolem — pochodną D-rybozy i stąd nazwa tej witaminy.
W przyrodzie występuje ona zazwyczaj w postaci dwóch koenzymów,
a mianowicie 5-fosforanu ryboflawiny czyli mononukleotydu flawinowe-

go* (FMN) oraz dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD). Wchodzą one

w skład wielu enzymów z grupy oksydoreduktaz i odgrywają doniosłą
rolę w oksydatywnych przemianach pirogronianu, kwasów tłuszczowych
i aminokwasów, a także w przenoszeniu elektronów.

Ryboflawina jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie, lecz w po­
staci wolnej znaleziono ją w znacznych ilościach tylko w siatkówce oka,
w, mleku i w moczu. W formie zestryfikowanej występuje w ziarnie

zbóż, nasionach, tkance mięśniowej i niektórych organach, takich jak
wątroba, nerki itp. W postaci flawoprotein witamina ta występuje nie­
mal we wszystkich żywych komórkach. Szczególnie bogatym źródłem

flawoprotein są drożdże piwne, zawierające 2-5 mg/100 g.
/

BIOSYNTEZA

Zgodnie z najnowszymi danymi literatury [18] substratem w biosyn­
tezie ryboflawiny jest pochodna guaniny — trifosforan guanozyny (GTP),
którego pierścień purynowy, z wyjątkiem jednego atomu węgla w po­
zycji 8, jest włączany do pierścienia izoaloksyazynowego. Poszczególne
etapy biosyntezy ryboflawiny ilustruje schemat (rys. 5).

Jak widać trifosforan guanozyny pod działaniem enzymu — cyklo-
hydrolazy GTP II przekształca się w 2,5-diamino-6-okso-4-(5'-fosforybo-
zyloaminoj-pirymidynę (PRP), która ulega deaminacji przy C-2 i re­
dukcji w obrębie grupy rybozyloaminowej z wytworzeniem 5-amino-2,6-
-diokso-4-(5'-fosforybityloamino)-pirymidyny (ADRAP-P). W następnym
etapie w wyniku wzajemnego oddziaływania dwóch cząsteczek ADRAP-P

powstaje jedna cząsteczka 6-metylo-7-(l/,2'-dihydroksyetylo)-8-rybitylo-
- lumazyny (MERL) oraz produkt uboczny — diaminouracyl, czemu to­
warzyszy odłączeni^ się pięciowęglowego fragmentu w postaci D-rybi-
tolu. Następnie od MERL odszczepia się jednowęglowy związek (elimi­
nacja atomu węgla z pozycji 2') i powstaje 6,7-dimetylo-8-rybitylo-lu-
mazyna (DMRL).
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Z dwóch cząsteczek tego związku, ż których jedna oddaje drugiej
czterowęglowy fragment, tworzy się ryboflawina i w charakterze pro­
duktu ubocznego ADRAP, który ponownie włącza się do kolejnego cyklu
przemian. Konwersja DMRL w witaminę jest katalizowana przez syn-

tazę ryboflawinową.

BIOTECHNOLOGICZNE METODY OTRZYMYWANIA

Ryboflawinę otrzymuje się na dużą skalę metodą syntezy chemicznej
bądź mikrobiologicznej. Znana jest również i szeroko stosowana skoja­
rzona metoda chemiczno-biotechnologiczna oparta na otrzymywaniu
D-rybozy w procesie mikrobiologicznym i izoaloksazyny metodą che­
miczną z następującym potem połączeniem obydwu tych fragmentów.

Tą ostatnią metodą wytwarza się ponad 50% ryboflawiny. W latach

1974-1975 w japońskiej firmie Takeda wykorzystano do produkcji D-ry­
bozy mutanty szczepów Bacillus subtilis i Bacillus pumilus, w wyniku
czego otrzymano produkt tańszy od uzyskiwanego metodą syntezy che-

żmicznej. Na przykład można podać, że mutant B. pumilus IFO 13620

produkuje D-rybozę w ilości 72,3 g/1 [19, 20].
Około 1/3 światowej produkcji ryboflawiny uzyskuje się w wyniku

stosowania procesów biotechnologicznych opartych na wykorzystaniu od­
powiednich mikroorganizmów zdolnych do supersyntezy tej witaminy.
Do mikroorganizmów takich należą: beztlenowe bakterie rodzaju Clostri-

dium, np. C. acetobutylicum, nagromadzające w ciągu 4 dni do 0,1 g/1
ryboflawiny; drożdże, np. rodzaju Candida, nagromadzające w ciągu
6 dni 0,6 g/1 witaminy (C. flareri) oraz drobnoustroje zdolne do wytwa­
rzania kilku gramów ryboflawiny w litrze, niekiedy nawet powyżej 10 g.
Ta kategoria obejmuje głównie mutanty Eremothecium ashbyii i Ashbya
gossypii, a także otrzymany w wyniku rekombinacji genetycznej szczep
Bacillus subtilis, przy czym ważną cechą tych nadproducentów rybo­
flawiny jest ich mała wrażliwość na obecność jonów Fe24-.

W odróżnieniu od E. ashbyii, wykazującego dużą skłonność do zmian

genetycznych, Ashbya gossypii charakteryzuje się znacznie większą sta­
bilnością genetyczną i z tego właśnie względu znajduje szersze zastoso­
wanie, aczkolwiek w początkowym okresie jego zdolność nagromadzania
ryboflawiny wynosiła zaledwie 0,3-0,5 g/1 i była znacznie mniejsza od

takowej u E. ashbyii (5,3 g/1) [21, 22], W wyniku ulepszania przemysło­
wych szczepów A. gossypii i optymalizacji składu podłoża hodowlanego
znacznie zwiększono wydajność ryboflawiny (do 10-15 g/1 po dziesięcin
dniach procesu) [23, 24].

Rys. 5. Szlak biosyntezy ryboflawiny
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Aktywne szczepy drobnoustrojów wyróżniające się dużą nadproduk­
cją ryboflawiny można otrzymać ze szczepów wyjściowych w wyniku
ich mutagenizacji promieniami UV lub chemicznymi czynnikami mu­
tagennymi, takimi jak: azotan uranylu, iperyt azotowy, etylenoimina,
etylometanosulfonian i in., Oraz selekcji {25].

Zagadnienia dotyczące optymalizacji składu podłoża zostały omówio­
ne w kilku publikacjach [26, 27]. Z prac tych wynika, że dobrym źró­
dłem węgla są cukry, lecz jeszcze lepszym oleje roślinne, np. sojowy
lub kukurydziany. Jako źródło azotu zalecane są enzymatyczne hydroli­
zaty białek, zwłaszcza kolagenopodobnych, a także namok kukurydziany,
ekstrakt drożdżowy lub wywar gorzelniczy. Te trzy ostatnie substraty
są szczególnie cenne, albowiem zawierają szereg czynników wzrostowych,
w tym witamin. Wykazano również, że dodatek do podłoża 1-3 g/1 gli­
cyny, która jest znanym prekursorem guaniny, zwiększa ilość nagroma­
dzonej ryboflawiny o 10-30%. Malzahn i in. [28] podają, że w ciągu
5 dni hodowli na odpowiednim podłożu można uzyskać 4,2 g rybofla­
winy w litrze.

Radzieccy badacze z WNII Genetika opatentowali niedawno [29]
metodę otrzymywania ryboflawiny z zastosowaniem nowego szczepu
B. subtilis, uzyskanego w wyniku rekombinacji genetycznej przez wpro­
wadzenie do rodzicielskiego szczepu plazmidu zawierającego operon ry-

boflawinowy. W rezultacie ekspresji tego operonu omawiany szczep na­
gromadza 4-8 razy więcej witaminy. Rośnie on na prostym podłożu
i w odpowiednich warunkach może nagromadzać 4,5 g ryboflawiny
w litrze. Podobnie jak w przypadku witaminy B12 metoda wyodrębnia­
nia ryboflawiny zależy od przeznaczenia produktu finalnego.

W celu otrzymywania preparatów przydatnych do wzbogacania pasz,
ciecz pofermentacyjną po jej zakwaszeniu do pH 4,5 po prostu zagęszcza

się i suszy.
Jeżeli produktem końcowym ma być oczyszczona witamina nadająca

się do celów leczniczych i spożywczych, to płyn pofermentacyjny po
zakwaszeniu do pH 4,5 ogrzewa się w temperaturze 121°C przez 1 go­
dzinę, co powoduje rozpuszczenie ryboflawiny. Po oddzieleniu frakcji
nierozpuszczalnej, do roztworu dodawany jest odpowiedni czynnik re­
dukujący, np. chlorek tytanu, w wyniku czego trudniej rozpuszczalna,
zredukowana forma ryboflawiny ulega wytrąceniu. Po utlenieniu po­
wietrzem ryboflawinę rozpuszcza się w 10% kwasie solnym, roztwór

schładza się i zobojętnia, po czym poddaje krystalizacji {30].
W literaturze naukowej i patentowej opisano wiele innych metod

wyodrębniania ryboflawiny, ale wszystkie one oparte są na wykorzysta­
niu różnej rozpuszczalności utlenionej i zredukowanej formy tej wita-*

miny [31, 32].
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KWAS L-ASKORBINOWY

Pod względem swojej struktury kwas L-askorbinowy jest jedną z naj­
prostszych witamin (rys. 6).

Rys. 6. Budowa kwasu L-askorbinowego i jego pochodnych
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Obecność grupy endiolowej warunkuje silne własności redukujące
kwasu L-askorbinowego, który bardzo łatwo utlenia się do kwasu de-

hydroaskorbiinowego. Ten ostatni, szczególnie w roztworach, stopniowo
ulega przemianie w kwas 2,3-diokso-L-gulonowy. O ile pierwsza z tych
reakcji jest odwracalna, to ta druga przebiega jednokierunkowo i pro­
wadzi do całkowitej utraty aktywności biologicznej witaminy C.

Większość zwierząt syntezuje kwas L-askorbinowy w ilościach cał­
kowicie zaspokajających ich zapotrzebowanie na tę witaminę. Szczegól­
nie obficie występuje ona w wątrobie i nerkach (do 40 mg/100 g). Orga­
nizm człowieka i niektórych kręgowców (małp, morskich świnek, pew­
nych gatunków ryb), a także owadów jest pozbawiony tej zdolności

i musi otrzymywać tę witaminę z zewnętrznych źródeł. Są to głównie
warzywa (ziemniaki, szpinak, pomidory), zawierające 30-150 mg/100 g
oraz owoce (pomarańcze, cytryny, porzeczki, truskawki) zawierające
40-50 mg/100 g.

Niektóre mikroorganizmy — grzyby, drożdże i algi — wytwarzają
bardzo małe ilości kwasu L-askorbinowego, natomiast bakterie nie wy­
kazują w ogóle takiej zdolności, albowiem nie potrzebują go do swego

rozwoju.

BIOSYNTEZA

Mapson ,[33] i Chatterjee [34] wykazali, że u ssaków, z wy­
jątkiem naczelnych i niektórych innych, kwas L-askorbinowy tworzy się
z glukozy w ciągu przemian przedstawionych na rys. 7.
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Utlenianie gulonolaktonu w pozycji C-2 katalizowane jest przez oksy­
dazę L-gulonolaktonową. Enzymu tego nie znaleziono u ludzi.

W roślinach kwas L-askorbinowy powstaje z D-glukozy lub D-galak-
tozy, być może analogicznie jak u zwierząt. Jeden z możliwych szlaków

biosyntezy tej witaminy w roślinach charakteryzuje się tym, że sekwen­
cja atomów węgla zostaje zachowana, tj. łańcuch węglowy nie ulega
inwersji, jednakże produkty pośrednie tego procesu nie są znane {35, 36],

BIOTECHNOLOGICZNE METODY OTRZYMYWANIA

W klasycznej już dzisiaj, powszechnie stosowanej w przemyśle me­
todzie Reichsteina [37] jeden z etapów procesu to mikrobiologicz­
na konwersja D-sorbitolu w L-sorbozę, zachodząca przy udziale różnych
szczepów z rodzaju Acetobacter. Na podłożu zawierającym D-sorbitol

(200 g/1), namok kukurydziany (10 g/1) i CaCO3 (0,5 g/1) Acetobacter

suboxydans ATCC 621 w ciągu 24 godzin nagromadza około 180 g L-sor-

bozy w litrze [38]. Warto w tym miejscu zaznaczyć, że stosowane bak­
terie są tolerancyjne w stosunku do niklu w stężeniu 10-20 mg/1, co jest
bardzo istotne, albowiem D-sorbitol otrzymywany jest z D-glukozy w

wyniku jej katalitycznego uwodornienia w obecności niklowego katali­
zatora i zawsze zawiera określone ilości tego metalu.

Dalsze etapy procesu otrzymywania kwasu L-askorbinowego prowa­
dzone są metodami chemicznymi.

W latach 1960-1975 amerykańskie i japońskie zespoły badawcze po­
dejmowały próby zmniejszenia liczby przejść we wspomnianym proce­
sie Reichsteina przez zastosowanie bezpośredniego mikrobiologicznego
utleniania D-sorbitalu lub L-sorbozy do kwasu 2-okso-L-gulonowego,
wykorzystując do tego celu różne szczepy Acetobacter lub Pseudomonas

[39]. Próby te nie przyniosły jednak zadowalających rezultatów, albo­
wiem w najlepszym razie uzyskiwano 5 g/1, co odpowiada wydaj­
ności 10%.

W 1981 r. grupa chińskich badaczy [40] zakomunikowała o uzyskaniu
37 g kwasu 2-okso-L-gulonowego na podłożu zawierającym 100 g/1 L-sor­
bozy przy użyciu szczepu Gluconobacter oxydans. Wynik ten stanowi

znaczny postęp w porównaniu z wcześniejszymi pracami.
W odróżnieniu od metody Reichsteina, w której glukoza poddawana

jest katalitycznemu uwodornieniu do sorbitolu, znane są procesy ba­
zujące na utlenianiu D-glukozy. Pierwszy z nich polega na utlenianiu

glukozy w pozycji C-5 i prowadzi poprzez kwas L-idonowy, drugi zaś —

na otrzymywaniu z glukozy kwasu 2,5-diokso-D-glukonowego i jego
dalszych przemianach w kwas L-askorbinowy.
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Metoda, poprzez kwas L-idonowy, obejmuje trzy . kolejne etapy
(rys. 8):
1. Mikrobiologiczne utlenianie D-glukozy do kwasu 5-okso-D-glukono-

wego via kwas D-glukonowy. .

2. Chemiczne lub biochemiczne uwodornienie kwasu 5-okso-D-glukono-
wego do kwasu L-idonowego.

3. Mikrobiologiczne utlenianie kwasu L-idonowego do kwasu 2-okso-

-L-gulonowego.
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Rys. 8. Konwersja D-glukozy w kwas 2-okso-L-gulonowy przez kwas L-idonowy

Pierwszy z tych procesów zachodzi łatwo przy udziale Acetobacter

suboxydans ATCC 621, który zapewnia konwersję 100 g glukozy w litrze

w ciągu 33 godzin z wydajnością 90% [41].
Jeżeli chodzi o drugi etap, to raczej stosuje się katalityczne uwodor­

nienie, aczkolwiek w jego wyniku powstaje obok kwasu L-idonowego
izomeryczny kwas D-glukonowy, przy czym w najlepszym razie te dwa

izomery tworzą się w proporcji 70:30% [42]. Okazało się, że określone

mikroorganizmy, takie jak: Pseudomonas fluorescens, P. aerugiriosa lub

Acetobacter melanogenum wykorzystują do swego wzrostu kwas D-glu­
konowy i jednocześnie przekształcają kwas L-idonowy w kwas 2-okso-
-L-gulonowy. Stosunkowo dobre rezultaty uzyskano tą metodą w firmie
Takeda [43], gdzie 100 g/l mieszaniny zawierającej 70% kwasu L-idono-
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wego otrzymano 67 g kwasu 2-okso-L-gulonowego w litrze, jednakże
technika ta nie znalazła zastosowania w skali przemysłowej.

Droga poprzez kwas 2,5-diokso-D-glukonowy jest obiektem szerszego
zainteresowania od 1970 r. Obejmuje ona tylko dwa etapy (rys. 9):
1. Mikrobiologiczne utlenianie D-glukozy do kwasu 2,5-diokso-D-gluko-

nowrego oraz

2. Mikrobiologiczną redukcję kwasu 2,5-diokso-D-glukonowego do kwa-

su 2-okso-L-gulonowego. \
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R;ys. 9. Konwersja D-glukozy w kwas 2-okso-L-gulonowy przez kwas 2,5-diokso-
-D-glukonowy

Pierwszy etap nie stwarza poważniejszych problemów, a uzyskiwane
wydajności są duże.

Inaczej rzecz się ma, a raczej do niedawna miała, w przypadku dru­
giego etapu. Dopiero w 1982 r. Sonoyama i in. [44] opublikowali
wyniki swej pracy, które stanowiły przełom w dotychczasowych poszu­
kiwaniach. Autorzy ci zaproponowali dwustopniowy proces z zastoso-

wamiem mutantów Erwinia sp. i Coryńebacterium sp. Pierwszy z nich

wytwarzał w ciągu 26 godzin 328 g 2,5-diokso-D-glukonianu wapnio­
wego, a drugi nagromadzał 106 g 2-okso-L-gulonianu wapniowego w

litrze w ciągu 66 godzin.
Po pierwszej fermentacji brzeczka wraz z komórkami Erwinia pod­

dawana jest sterylizacji pod działaniem dodecylosiarczanu sodowego
(0..25 g/1 w temperaturze 28OC w ciągu 6 godzin), a następnie do środo­
wiska dodawana jest glukoza w ilości 0,2 kg na 1 kg kwasu 2,5-diokso-
-E)-glukonowego. Spełnia ona rolę dawcy wodoru w procesie redukcji
tego ostatniego do kwasu 2-okąo-L-gulonowego. Tak sporządzona brzecz-

ka wprowadzana jest do hodowli Coryńebacterium sp. w końcu fazy
wzrostu. W metodzie tej w pierwszej fazie fermentacji wydajność mo­
lowa konwersji wynosi 94%, a w drugiej 92% w stosunku do wykorzysty-



144 Piotr Moszczyński

wanego 2,5-diokso-D-glukonianu wapniowego. Ogólna wydajność molo­
wa kwasu 2-okso-L-gulonowego uzyskiwana w końcu drugiej fermentacji
w przeliczeniu na glukozę wynosi 86%. Kwas ten, analogicznie jak we

wszystkich omawianych metodach, jest następnie poddawany enolizacji,
w wyniku której z niemal ilościową wydajnością przekształca się w wi­
taminę C (rys. 10).

Rys. 10. Chemiczna konwersja kwasu 2-okso-L-gulonowego w kwas L-askorbinowy
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Jak z tego widać jest to najbardziej efektywny sposób otrzymywa­
nia kwasu 2-okso-L-gulonowego, a tym samym i kwasu L-askorbino-

wego, spośród wszystkich znanych od 1934 roku metod produkcji tej
witaminy. Liczba przejść została zmniejszona z pięciu do dwóch, jakie­
kolwiek te dwa obejmują kilka subtelnych operacji. Wyodrębnianie kwa­
su 2-okso-L-gulonowego w końcowej fazie drugiej fermentacji polega
na obróbce brzeczki węglanem sodowym i zagęszczaniu jej aż do wy­
krystalizowania 2-okso-L-gulonianu sodowego (wydajność około 90%).

Próby dalszego udoskonalenia tego, proaesu i uzyskania kwasu 2-okso-

-L-gulonowego z glukozy w jednostopniowej fermentacji nie dały, jak
dotąd, pozytywnych rezultatów [45],

Mając jednakże na uwadze fakt, iż proces biosyntezy kwasu L-askor-

binowego w organizmach zwierzęcych zostaił dobrze poznany, można są­
dzić, że w niezbyt odległej przyszłości będzie możliwe wprowadzenie
do komórek mikroorganizmów genów, kodujących syntezę różnych enzy­
mów katalizujących poszczególne reakcje tego szlaku. Uwieńczenie takiej
manipulacji genetycznej sukcesem, pozwoliłoby na zintegrowanie bio­
technologicznego procesu otrzymywania, witaminy C z glukozy.

BETA-KAROTEN (PROWITAMINA A)

Beta-karoten — C40H58 — jest wielonienasyconym węglowodorem
(polienem), szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie i należy do dużej
grupy naturalnych, żółto-pomarańczowych barwników, zwanych karo-
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tenoidami. Występuje on przede wszystkim w roślinach i mikroorga­
nizmach, w których zachodzi jego biosynteza. W organizmach zwierzę­
cych karotenoidy mogą się nagromadzać i nawet podlegać pewnym prze­
mianom, jednakże ich wytwarzanie de novo nigdy dotychczas nie zostało

jednoznacznie stwierdzone.

Szczególnie bogatym źródłem beta-karotenu jest marchew (łac. carota

i stąd jego nazwa), a także owoce dzikiej róży, porzeczki, jarzębiny oraz

zielone części roślin.

W organizmie zwierzęcym beta-karoten ulega biokonwersji do reti-

nalu i retinolu czyli witaminy A, która w świecie roślinnym nie wystę­
puje. Odgrywa ona niezmiernie istotną rolę w procesie widzenia u ludzi

i zwierząt, a ponieważ — jak wiadomo — karotenoidy biorą udział w po­
chłanianiu światła przez rośliny, to można stwierdzić, że zarówno wita­
mina A, jak też jej prekursory są niezbędne w procesie recepcji światła

przez żywe organizmy.
Przekształcenie beta-karotenu w witaminę w organizmie zwierzęcym

ilustruje schemat (rys. 11).

Rys. 11. Schemat konwersji 0-karotenu w witaminę A

Mechanizm tej konwersji został ostatecznie wyjaśniony po wyodręb­
nieniu 15,15'-dioksygenazy beta karotenowej, czyli enzymu katalizują­
cego rozszczepienie jednej cząsteczki beta-karotenu z wytworzeniem
dwóch cząsteczek retinalu [46]. Przemiana retinalu w retinol i odwrotnie

zachodzi w jelicie przy udziale dehydrogenazy [47].

W
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Jak z tego widać beta-karoten jako prowitamina A może być i jest
stosowany jako dodatek do żywności i pasz w celu ich witaminizacji.
Z drugiej zaś strony, podobnie jak inne karotenoidy, jest on naturalnym
barwnikiem i z tego względu znajduje szerokie zastosowanie do barwie­
nia różnych produktów spożywczych, a przede wszystkim margaryny,

olejów i napojów.
Te niezaprzeczalne walary beta-karotenu wywołały, szczególnie w la­

tach 1955-1970, duże zainteresowanie badaczy mikrobiologiczną syntezą
tego związku. Mimo jednak niewątpliwych sukcesów w tej dziedzinie

metoda biotechnologiczna nie wyparła chemicznej.

BIOSYNTEZA

Jak już wspomniano wyżej biosynteza karotenoidów zachodzi wy­
łącznie w roślinach i mikroorganizmach, natomiast organizmy zwierzęce
nie mają takiej zdolności.

Szlak biosyntezy karotenoidów, przedstawiony niżej, stanowi pewne­
go rodzaju uogólnienie wyników badań przeprowadzonych w wielu ka-

rotenogennych układach, takich jak: liście i chloroplasty, owoce i chro-

moplasty pomidorów, grzyby i bakterie, a także otrzymane z nich

enzymy.

Karotenoidy są tetraterpenami i ich biosynteza zachodzi według zna­
nego schematu tworzenia się izoprenoidów. Jest to podstawowy szlak

biogenezy wielu ważnych produktów naturalnych — kauczuku, steroi­
dów, mono-, seskwi- i diterpenów występujących w olejkach eterycz­
nych. W ten sam sposób powstają łańcuchy boczne chinonów uczestni­
czących w procesie przenoszenia elektronów.

Szlak biosyntezy karotenoidów można podzielić na kilka etapów:

1. wytwarzanie oksodiestrowego produktu pośredniego, tj. pirofosfora-
nu geranylu;

2. powstawanie fitoenu, czyli pierwszego związku C40;
3. szereg reakcji odwodorowania;
4. cyklizacja i związane z nią procesy;

5. końcowe modyfikacje.
Pierwszy z tych etapów, tj. tworzenie się pirofosforanu geranyloge-

ranylu jest charakterystyczny dla biosyntezy wszystkich znanych izo­
prenoidów; natomiast cztery pozostałe dotyczą wyłącznie biogenezy ka­
rotenoidów (rys. 12).
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Rys. 12a. Schemat konwersji pirofosforanu geranylogeranylu w 0~karotęn

Schemat ten zaproponowali w 1962 r. Porter i Anderson [48],
a później G o o d w i n [49] potwierdził go swoimi badaniami.

- -9

BIOTECHNOLOGICZNE METODY OTHZYMYWANIA

Do biosyntezy beta-karotenu próbowano wykorzystać algi, grzyby
nitkowate i drożdże, jednak ze względu na ich niską produktywność nie

znalazły one praktycznego zastosowania.

Niedawno w wyniku manipulacji genetycznej uzyskano szczep Phy-
comyces blakesleanus, nagromadzający do 25 mg beta-karotenu na gram

suchej masy komórek. Niezależnie od tego od wielu lat uwaga badaczy
koncentruje się na drobnoustroju podobnym do P. blakesleanus, a mia­
nowicie na Blakeslea trispora, który w optymalnych warunkach może

nagromadzać nawet do 3 g beta-karotenu w litrze. Znalazło to odbicie

w wielu publikacjach [50-53], a także w analizowanych przez G u t c h o

[54] patentach.
Ważne znaczenie dla zapewnienia wysokiej produktywności beta-ka­

rotenu ma skład podłoża hodowlanego. Stężenie węglowodanów, tłusz­
czów i białek winno być odpowiednio wysokie, a lepkość podłoża duża.
Na przykład można podać, że podłoże zawierające wywar gorzelniczy
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(60-75 g/1), skrobię kukurydzianą (50-70 g/1) i olej roślinny w ilości

70-80 g/1 jest najbardziej odpowiednie do hodowli producenta beta-ka­
rotenu. Spośród olejów roślinnych preferowane są: olej sojowy i olej
z nasion bawełny. Wywar gorzelniczy jest bardzo dobrym substratem

ze względu na wysoką zawartość fosforanów, odgrywających ważną rolę
w karotenogenezie (55]. Obecność w podłożu rozpuszczalnika substratów

lipidowych ułatwia wysoce specyficzną przemianę tłuszczów u grzybów.
Niezbędnymi składnikami podłoża są różne aktywatory karotenoge-

nezy, a wśród nich beta-jonon, który wprawdzie nie jest wbudowany
w cząsteczkę beta-karotenu, ale stymuluje syntezę szeregu enzymów
biorących udział w biosyntezie tej prowitaminy. Wiele uwagi poświęcono
możliwości zastąpienia beta-jononu i wykazano, że 2,6,6-trimetylo-l-ace-
tylo-cykloheksen jest najlepszym jego substytutem, \ przy czym znacznie
od niego tańszym. Stwierdzono również, że niektóre heterocykliczne za­
sady azotowe, a w szczególności hydrazyd kwasu izonikotynowego i jego
pochodne wywierają korzystny wpływ na biosyntezę beta-karotenu. Waż­
na jest też obecność w podłożu antyoksydantów, przeciwdziałających
utlenianiu produktu finalnego.

Biorąc pod uwagę wszystkie te czynniki Ninet i Renaut [53]
uzyskali w produkcji pilotowej 2,5-3 g beta-karotenu w litrze w ciągu
7-8 dni.

Karotenoidy tworzące się w procesie mikrobiologicznej syntezy gro­
madzą się wewnątrz komórek producenta, przy czym ich ilość może

dochodzić do 35 mg na gram suchej grzybni. Można ją po odfiltrowaniu,
przemyciu i wysuszeniu pod zmniejszonym ciśnieniem stosować do ce­
lów paszowych. Dobrze jest dodać do biomasy przed suszeniem niewielką
ilość przeciwutleniacza, np. 0,5 g/1 2,2,4-trimetylo-6-etoksy-l,2-dihydro-
-chinoliny.

W celu wyodrębnienia karotenoidów w czystej postaci, grzybnię od­
dziela się od cieczy pofermentacyjnej przez filtrację i odwadnia bądź
to pod zmniejszonym ciśnieniem, bądź też za pomocą obróbki bezwod­
nym metanolem. Beta-karoten, stanowiący 75-90% wszystkich karote­
noidów, jest ekstrahowany odpowiednim rozpuszczalnikiem organicznym,
np. heksanem lub chlorkiem metylenu. W wyniku wytrącenia, ponow­
nego rozpuszczenia i krystalizacji z różnych rozpuszczalników lub ich

mieszanin otrzymuje się czysty beta-karoten. Ogólna wydajność eks­
trakcji w stosunku do zawartego w odfermentowanej brzeczce beta-ka­
rotenu wynosi 80% £53].

ERGOSTEROL (PROWITAMINA Ds)

W roku 1932 W i n d a u s uzyskał, w rezultacie UV-napromienio-
wania ergosterolu z drożdży, witaminę D i ustalił strukturę tego związku.
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Jak obecnie wiadomo pod pojęciem witaminy D kryje się kilka róż­
nych związków, z których najważniejsze są dwa: ergokalciferol (D2),
tworzący się z ergosterolu pod wpływem promieniowania UV, i chole-

kalciferol (D3), będący naturalną formą i występujący zazwyczaj w tłusz­
czu wątroby ryb i zwierząt morskich. Forma ta tworzy się również
w organizmie człowieka w wyniku fotoizomeryzacji obecnego w tkance

podskórnej 7-dehydrocholesterolu, zachodzącej pod wpływem promieni
UV światła słonecznego.

Ergosterol jest najważniejszą spośród znanych prowitamin D.

BIOSYNTEZA

Ergosterol, podobnie jak cholesterol, jest pochodną lanosterolu —

głównego związku na szlaku biosyntezy steroidów. Ten ostatni tworzy
się ze skwalenu — triterpenoidowego węglowodoru, zbudowanego z jed­
nostek izoprenowych powstających z octanu [56, 57].

Konwersja lanosterolu w ergosterol przebiega w drożdżach wg sche­
matu (rys. 13) [58, 59].

Octan
I

'Z

Rys. 13. Uproszczony schemat biosyntezy ergosterolu, wg Fryberga iin. [58, 59]



Biosynteza witamin 151

BIOTECHNOLOGICZNE METODY OTRZYMYWANIA

Ergosterol jest najpospolitszym sterolem drobnoustrojowym, albo­
wiem został on znaleziony w wielu mikroorganizmach, aczkolwiek bak­
terie i promieniowce albo w ogóle nie zawierają steroli, albo występują
one w ich komórkach w bardzo niewielkich ilościach (0,001-0,01% suchej
masy) [60]. Grzyby rodzajów: Aspergillus, Penicillium, Cephalosporium,
Fusarium i Trichoderma zawierają 0,1-0,8% steroli na suchą masę [61,
62}. Jednakże głównym źródłem ergosterolu, wykorzystywanym w skali

przemysłowej, są drożdże.

Nadproducentami tego sterolu (ponad 2% ergosterolu na suchą masę

komórek) są wyłącznie drożdże z rodzaju Saccharomyces i Candida, przy

czym do najlepszych zaliczyć można następujące gatunki: Candida tro-

picalis, S. ouiformis, S. uoarum, S. carlsbergensis i przede wszystkim
S. cereuisiae. Zawartość ergosterolu w innych drożdżach jest stosunkowo

mała i rzadko przekracza 0,5% [65].
Ergosterol jest ekstrahowany z drożdży, w których jest głównym

składnikiem steroli, występujących w ilości 1-3% suchej masy komórek.

Ta metoda otrzymywania jest wyraźnie tańsza od specjalnych fermen­
tacji ukierunkowanych na produkcję ergosterolu [64]. Znane są jednak
opracowania, w wyniku których wyselekcjonowano szczepy S. cerenisiae

o bardzo dużej zawartości ergosterolu (8-10% suchej masy). Na przykład
można wymienić szczep S. cerenisiae MY 813, który w odpowiednich
warunkach w ciągu 4 dni hodowli nagromadzał 3,76 g ergosterolu w li­
trze, a jego zawartość dochodziła do 10,4% s.m. komórek.

Badania wpływu polienowych antybiotyków, które obniżają glikoli-
tyczną aktywność drożdży, wykazały, że sprzyjają one nagromadzaniu
steroli [65]. Nystatyna, np. dodawana do podłoża w ilości 25-30 mg/1,
powodowała zwiększanie zawartości steroli w komórkach Saccharomyces
carlsbergensis z 3% do około 5%. W przypadku skojarzonego działania

antybiotyków i promieniowania jonizującego osiągano stężenie ergoste­
rolu na poziomie 7%.

Do produkcji ergosterolu mogą być wykorzystane grzyby z rodzaju
Trichoderma, Fusarium lub Cephalosporium. Grzyby te hodowane na

podłożu węglowodanowym, lub jeszcze lepiej zawierającym n-parafiny
jako główne źródło węgla, nagromadzają znaczne ilości ergosterolu i jego
estrów. W przypadku Fusarium sp. uzyskiwano 0,65 g/1 palmitynianu
ergosterylu i 0,2 g/1 wolnego ergosterolu [66]. Podobne wyniki osiągano
w przypadku Trichoderma sp. i Cephalosporium coremioides, hodowa­
nych w tych samych warunkach.

W celu wyodrębnienia ergosterolu z komórek drobnoustrojów poddaje
się je odpowiedniej obróbce, w wyniku której jest on uwalniany z po­
łączeń z elementami strukturalnymi, np. ze ścianą komórkową, co umoż-
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liwia jego późniejszą ekstrakcję. Traktowanie komórek gorącym amo­
niakiem lub roztworem dimetyloaminy czy też cykloheksyloaminy w

istotnej mierze zwiększa efektywność ekstrakcji steroli <[67]. Po takiej
obróbce wstępnej dodawany jest metanol w celu rozpuszczenia niektó­
rych zanieczyszczeń i odwodnienia biomasy, a otrzymany osad jest od­
dzielany. Ekstrakcję steroli prowadzi się za pomocą octanu etylu lub

eteru. Po odparowaniu rozpuszczalnika uzyskuje się suchą pozostałość,
zawierającą 90% pierwotnej ilości ergosterolu, a także tłuszcze i inne

sterole. Po zmydleniu, frakcję niezmydlającą się z zawartymi w niej
sterolami poddaje się ekstrakcji eterem, a następnie przeprowadza re­
krystalizację ergosterolu z acetonem, alkoholu lub chlorku metylenu.
W celu wyodrębnienia poszczególnych steroli stosuje się różne metody
chromatograficzne.

WNIOSKI

1. W literaturze naukowej i licznych patentach opisane są biotechnolo­
giczne metody otrzymywania szeregu witamin grupy B, ale tylko
w przypadku dwóch z nich, a mianowicie — cyjanokobalaminy i ry-

boflawiny — metody te znalazły praktyczne zastosowanie, gdyż są

konkurencyjne w stosunku do syntezy chemicznej.
2. Oceniając stan obecny i perspektywy rozwoju biotechnologii, a zwłasz­

cza inżynierii genetycznej drobnoustrojów przemysłowych, można

sądzić, że w przyszłości coraz szerzej będą stosowane skojarzone, che-

miczno-biotechnologiczne metody otrzymywania witamin i koenzy­
mów, w których te pierwsze stanowią często główny element struktu­
ralny i funkcjonalny.

3. Mikrobiologiczna synteza prowitamin, np. beta-karotenu i ergosterolu,
ma duże znaczenie praktyczne, albowiem u jednej strony może sta­
nowić alternatywną drogę otrzymywania odpowiednich witamin (re- <

tinolu i ergokalciferolu), z drugiej zaś — same prowitaminy jako
takie znajdują szerokie zastosowanie do wzbogacania i uszlachetniania

produktów spożywczych i pasz.
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ANDRZEJ ZABZA

Instytut Chemii Organicznej i Fizycznej
Politechnika Wrocławska

CHEMICZNE PODSTAWY ODDZIAŁYWANIA ROSLINA-OWAD

SKUTECZNOŚĆ I ZAWODNOŚĆ NATURALNYCH SYSTEMÓW OBRONNYCH

ROŚLIN PRZECIWKO OWADOM

Róśliny, które z uwagi na fakt, że tkwią praktycznie nieruchomo

w ziemi, mogą wydawać się pozornie bezbronne wobec ataku ruchliwych
zazwyczaj owadów czy innych zwierząt roślinożernych. Pomijając łatwo

dostrzegalny fizyczny system obronny roślin, jak np. kolce czy ciernie,
bezużyteczne w stosunku do owadów, w procesie koewolucji z tymi
szkodnikami wypracowały one subtelne, ale bardziej skuteczne chemicz­
ne systemy obronne. Zadziwiająca różnorodność w organizacji tych che­
micznych systemów obronnych roślin, rozmaitość struktur związków
chemicznych przez nie tworzonych, jest praktycznie nieograniczona. Są
to zazwyczaj niskocząsteczkowe połączenia, nie mieszczące się w głów­
nych szlakach metabolicznych, stąd często są nazywane „wtórnymi me­
tabolitami”. Ich biosynteza jest zazwyczaj cechą charakterystyczną dla

wytwarzającego je żywego organizmu. Funkcje biologiczne „wtórnych
metabolitów” są niekiedy trudne do ustalenia. Związki te nie tylko peł­
nią rolę substancji obronnych, ale stanowią też jeden z ważniejszych
sposobów przekazywania różnych istotnych dla życia informacji. Bio­
synteza „wtórnych metabolitów” jest właściwością nie tylko roślin. Pro­
dukują je i inne organizmy, a zwłaszcza owady. Przekazywanie infor­
macji i wzajemne oddziaływanie żywych organizmów w naturalnym
środowisku za pomocą tych niskocząsteczkowych związków organicznych
określa się często jako oddziaływania, „allelochemiczne”, a same sub­
stancje mianem połączeń „allelochemicznych” (lub „semiochemicznych”)
[30]. Połączenia allelochemiczne, w zależności od pełnionych przez nie

funkcji biologicznych, zaszeregowano do trzech obszernych grup. Są to:

allomony, kairomony i feromony. Jeśli związek wysyłany przez orga­
nizm spełnia funkcje korzystne dla tego organizmu, to związek ten na­
zwano allomonem. Jeśli natomiast z rozszyfrowania sygnału chemicznego
korzyść odniesie organizm go przyjmujący, to związek taki określono

mianem kairomon. W przypadku gdy substancje są nośnikami informacji
w obrębie jednego gatunku (np. u owadów), to nazwano je feromonami.
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W procesie koewolucji z roślinami, owady nabyły zdolność do dezakty­
wacji toksyn biosyntezowanych przez rośliny, a w wielu przypadkach
wykorzystują je nawet w organizacji własnego systemu obronnego. Czę­
sto stanowią one dla nich istotny znak rozpoznawczy przy identyfikacji
miejsca żerowania.

Istnieją dowody świadczące o tym, że rośliny tworzyły chemiczny
system obronny już we wczesnych etapach swojego rozwoju. Może o tym
świadczyć związek — psylotyna — wyizolowany z rośliny Psiło tum nu-

dum [13]. Połączenie to wykazuje wyraźne właściwości deterrentne w

PSYLOTYNA

stosunku do owadów i uważane jest za jeden z najstarszych „wtórych
metabolitów”, które produkowane są przez bardzo prymitywne rośliny.
Nie można wykluczyć, że biosynteza tego związku przyczyniła się w pew­
nym stopniu do przetrwania do naszych czasów niektórych gatunków
roślin z rzędu Psilotales; kilka z nich można jeszcze spotkać na południu
Europy, w Hiszpanii.

Często nieuświadamiamy sobie jak wiele powszechnie znanych związ­
ków pochodzenia naturalnego biosyntezowanych jest przez roślinę właś­
nie w celach obronnych. Znany wszystkim związek — nikotyna (czy
inne alkaloidy biosyntezowane przez tytoń) — powoduje m.in. paraliż

NIKOTYNA

mszyc żerujących na tej roślinie. Nikotyna jest więc substancją obronną
tytoniu, przynajmniej przed niektórymi gatunkami owadów [30], Niko­
tyna stanowi też jeden z wielu insektycydów produkowanych w USA,
którego roczna produkcja przekracza 500 ton |[1]. Nie stwarza ona jednak
zbyt skutecznej bariery ochronnej. Pewne gatunki owadów zaadaptowały
się bowiem do nikotyny i stanowi ona dla nich nawet znak rozpoznaw­
czy, czyli kairomon, wskazujący na tytoń jako główne lub jedyne źró­
dło pokarmu [1]. Również związki atrakcyjne dla człowieka z innego
powodu, jak np. kofeina (biosyntezowana przez krzewy kawy i herbaty),
teofilina (występująca w liściach herbaty), czy inne połączenia z grupy

metyloksantyn (np. heteroksantyna biosyntezowana m.in. przez krzewy
kakao czy koli) stanowią substancje obronne roślin [19], Wykazują one
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w stosunku do larw wielu szkodników własności antyfidantów lub inhi­
bitorów wzrostu już przy stężeniach odpowiadających zawartości tych
związków w liściach herbaty (0,68-2,1% kofeiny), czy ziarnkach kawy
(0,8-1,8% kofeiny) {19]. Wiadomo też, że związki typu metyloksantyn
hamują u kręgowców aktywność fosfodiesteraz, enzymów stanowiących
jeden z głównych elementów metabolizmu. Podobny efekt stwierdzono
również u owadów [19]. Wysuwana jest więc propozycja wykorzystania
niektórych pochodnych tych połączeń jako synergetyków, szczególnie
dla przypadków gdy stosowany pestycyd oddziaływuje na specyficzne
enzymy AMP.

Silne właściwości toksyczne w stosunku do owadów i wyższych zwie­
rząt wykazuje inny interesujący związek z grupy alkaloidów indolizy-
nowych — ksantoąpermina, który zawiera aż cztery grupy hydroksylo-

OH

KASTANO-
SPERMINA

we. Związek ten (i inne połączenia o zbliżonej strukturze) izolowano

z australijskiego drzewa strączkowego Castanospemum australe. Z uwagi
na swoją strukturę chemiczną związek ten można uważać za azotowy
analog cukru, w którym pierścieniowy atom tlenu został zastąpiony
przez atom azotu. Nic więc dziwnego, że jest on silnym ińhibitorem ta­
kich ważnych dla życia enzymów, jak a-glukozydaza czy a-mannozydaza.
Stwierdzono też, że jeden z przedstawicieli tej grupy połączeń, miano­
wicie 2,5-dihydroksymetylo-3,4-dihydroksypirolidyna, jest skutecznym
inhibitorem trehalazy. Enzym ten odgrywa ważną rolę w fizjologii owa­
dów, a jest nieobecny u ssaków. Analogi kśantosperminy mogą więc
stanowić atrakcyjne modele do syntez nowych selektywnych i bezpiecz­
nych insektycydów [33].

Substancjami o znanych od wielu lat i prawie doskonałych właści­
wościach insektobójczych, porażających system nerwowy owadów, są

pochodne kwasu chryzantemowego: pyretryny, cyneryny i jasmoliny.
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Wytwarzane są one przez roślinę Chrysanthemum cinerariefolium [8].
Substancje te stanowią od dawna wzór dla licznych strukturalnych ana­
logów, z których wiele syntetyzowano następnie na skalę przemysłową.
Mimo silnych właściwości owadobójczych pojawiły się odmiany motyli
(zwłaszcza polifagi), które w swoim przewodzie pokarmowym tak uak­
tywniły działanie oksydaz, że potrafią szybko metabolizować pyretroidy
do metabolitów bezpiecznych już dla swojego organizmu. Jak to niekie­
dy bywa, również i ten system detoksykacji u owadów nie okazał się
dostatecznie skuteczny. Z kwiatów jednej z odmian Ch. cinerariefolium,

obok wymienionych wyżej pyretroidów, wyizolowano jeszcze dodatkowo

substancje typu sezaminy, które są skutecznymi inhibitorami właśnie

oksydaz obecnych w organizmie owadów, uniemożliwiając tym samym

szybki metabolizm owadobójczych pyretroidów {30]. Możemy więc mówić

o kolejnym etapie w ewolucyjnym rozwoju metod obronnych roślin

przed groźnymi dla nich szkodnikami.

Substancje obronne są często wytwarzane przez roślinę dopiero w mo­
mencie jej zaatakowania. Rośliny z rodziny krzyżowych (Cruciferae)
biosyntezują glikozyd o bardzo gorzkim smaku — sinigrynę, która po
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uszkodzeniu rośliny ulega enzymatycznej hydrolizie (enzym myrozynaza)
wydzielając izotiocyjanian allylu, wykazujący właściwości toksyczne dla

wielu gatunków owadów [26]. Znalazły się jednak owady, które opra­
cowały sposób na detoksykację tej substancji i sinigryna stanowi dla

nich kairomon wskazujący miejsce żerowania [30], Do tych owadów na­
leżą: znany u nas dobrze bielinek kapustnik (Pieris brassicae), bielinek

rzepnik (P. rapae), 'tantniś krzyżowaczek (Plutella maculipennis), rośli­
nożerny ryjkowiec Listroderes costirosteris, pchełka krzyżówka (Phyllo-
treta cruciferae i P. strilata), a też mszyca kapuściana (Breuieoryne

KUKURBITACYNA B

brassicae). Wart odnotowania jest fakt, że sinigryna zwabia również

owady z rodziny męczelkowatych (Braconidae), mianowicie Diaeretiella

reoae, które atakują nie roślinę, ale mszyce żerujące właśnie na rośli­
nach z rodziny krzyżowych.

Innym przykładem wykorzystania substancji obronnych roślin, jako
kairomonów wskazujących miejsce pokarmu dla licznych grup owadów
i rodziny stonkowatych (Chrysomelidae) są kukurbitacyny, produkowa­
ne przez rośliny z rodziny dyniowatych (Cucurbitaceae). Dla człowieka

związki te są prawdopodobnie najbardziej gorzkimi substancjami jakie
znamy. Gorzki smak połączenia steroidowego — kukurbitacyny B — wy­
krywany jest już przy stężeniu 1 ppb (32].

Jeszcze inne rośliny, jak np. koniczyna biała (Trtfolium repens) lub
komonica zwyczajna (Lotus corniculatus) syntezują cyjanogenne gliko­
zydy, które gromadzą następnie w liściach [25]. Po ich uszkodzeniu,
w skutek działania dwóch specyficznych enzymów, glikozyd ten ulega
rozpadowi z wydzieleniem trującego HCN. Jednakże enzymy niezbędne
do tej hydrolizy nie są obecne u wszystkich roślin obu tych gatunków;
nie wszystkie mogą się więc bronić za pomocą tego systemu. Stwier­
dzono, że zdolność rozkładu enzymatycznego cyjanogennycb glikozydów
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u tych roślin zależna jest od strefy klimatycznej, w której dana roślina

rośnie, a konkretnie od średniej temperatury najzimniejszego miesiąca
dla danego regionu. W rejonach ciepłych, np. wokół Morza Śródziemne­
go, ok. 70-90% roślin tego gatunku wykazuje pełne właściwości cyjano-
genne, podczas gdy w rejonach zimniejszych, np. w środkowej części
Związku Radzieckiego, prawie żadna z tych roślin nie była cyjanogenna.
Najprawdopodobniej opisany wyżej system obronny rośliny jest w tym
przypadku skierowany głównie nie przeciwko owadom, ale ślimakom,
które w cieplejszych regionach są jej głównymi szkodnikami. W cieplej­
szym klimacie ślimaki są aktywne przez cały rok i rośliny bez tej che­
micznej obrony skazane byłyby na całkowite zjedzenie. W obszarach

geograficznych o mroźnej zimie sam czynnik klimatyczny reguluje po­
pulację groźnych dla rośliny ślimaków [26].

Ciekawe relacje roślina-owad zaobserwowano również dla jednego
z gatunków wierzby Salix stiehensis, rosnącej' na dużych wysokościach
w górach Sierra Nevada w Kalifornii [29], Rośliny te biosyntezują sub­

SALICYNA

stancję obronną — salicynę, która w dużym stopniu chroni je przed
wyjadaniem przez kozice żyjące na tych wysokościach, a jednocześnie
zwiększa niebezpieczeństwo ataku przez niektóre gatunki owadów. Sali-

cyna zawarta w liściach tej rośliny jest kairomonem pokarmowym dla

chrząszczy z rodziny stonkowatych (Chrysomelidae). Owady te zdolne

są do przekształcenia salicyny w aldehyd salicylowy i glukozę. Aldehyd
salicylowy gromadzą w specjalnym gruczole i wykorzystują go następ­
nie jako własną substancję obronną w przypadku ataku ze strony innych
stawonogów, np. mrówek czy pająków. Owady Chrysomela aenicollis

żerujące na wierzbie o zwiększonej zawartości salicyny mają więc więk­
szą szansę przeżycia. Zwiększona zawartość salicyny w tej roślinie obser­
wowana jest jedynie u roślin rosnących powyżej 2700 m n.p.m. Poniżej
tej wysokości wierzba zawiera już wyraźnie mniejsze ilości tych sub­
stancji obronnych. Najprawdopodobniej owady Ch. aenicollis w niższych
partiach gór, z uwagi na łagodniejsze warunki klimatyczne, występują
tam w większych ilościach i wyjadają selektywnie przede wszystkim
te odmiany wierzby, które zawierają większe ilości atrakcyjnej dla nich

salicyny [29]. Jest to jeden z wielu możliwych mechanizmów naturalnej
selekcji roślin w naturalnym środowisku.
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Nawet tak silne toksyny, jak kardenolidy występujące w roślinach

należących do kilku rodzin, szczególnie w Asclepiadaceae, Apocynaceae
i Scrophulariaceae (rodzaju Digitalis), czy mniej popularne u roślin

bufanolidy (Liliaceae, rodzaj Scilla, Ranunuculaceae rodzaj Helleborus)
nie stanowią dla nich absolutnej ochrony. Egzotyczny szarańczak Poeki-
locerus bufonis żeruje wyłącznie na roślinach z rodziny trojeściowatych
{Asclepiadaceae), mimo że zawierają one cały zespół tych niezwykle
toksycznych substancji [26]. Owad ten gromadzi je w specjalnym gru­
czole i wykorzystuje następnie we własnej obronie. Dokładna analiza

substancji obronnych tego owada, wystrzykiwana przez niego- w mo­
mencie zagrożenia, wykazała obecność dwóch znanych kardenolidów —

kalaktyny j kalotropiny. Związki te są również ekstrahowane z roślin,

na których owady te żerują. Innym przykładem konstrukcji przez owa­
dy własnego systemu obronnego z wykorzystaniem kardenolidów bio-

syntezowanych przez rośliny mogą być roślina Asclepias curassavica

i żerujące na niej gąsiennice motyli z rodziny Danaidae (26]. Roślina ta

produkuje znaczne ilości kardenolidów, które w pełnym cyklu rozwo­
jowym żerującej na niej larwy przechodzą do organizmu owada. Prze­
prowadzono szczegółową analizę związków zawartych w motylach i po-
czwarkach u tej rodziny owadów i stwierdzono obecność ok. 10 różnych
kardenolidów. Ilość tych związków zawarta w organizmie jednego tylko
motyla jest wielokrotnie wyższa od dawki wystarczającej do uśmierce­
nia kota lub małego psa. Nic więc dziwnego, że owady te są raczej
unikane przez owadożerne ptaki. Aby ostrzec potencjalnych wrogów
przed swoim niebezpiecznym „ładunkiem chemicznym” motyle z ro­
dziny Danaidae są też zazwyczaj zabarwione w jaskrawe kolory. Pod

ten „parasol kardenolidowy” skrywają się sprytnie owady innego ga­
tunku (np. motyle Limenitis archippus), których „skład chemiczny” jest
wprawdzie zupełnie niegroźny, ale zabarwieniem swoich skrzydeł upa-

dabniają się bardzo do motyli z rodziny Danaidae, pozorując tym nie­
bezpieczeństwo. Jednakże bariera kardenolidowa również dla korzysta­
jących z niej owadów nie gwarantuje im absolutnej nietykalności. Wia­
domo bowiem, że większość motyli Danaidae spędza zimę w środkowym

n
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Meksyku. Tam atakowane są przez owadożerne ptaki (m.in. wilgi i gru-

bodzioby), które nauczyły się selektywnie unikać tych części organizmu
owada, w których gromadzone są właśnie te substancje toksyczne. W ten

sposób w Meksyku w czasie zimy ginie ponad 60% moftyli tego ga­
tunku [26].

Podobnym przykładem wykorzystania substancji obronnych roślin

przez owady we własnych celach obronnych jest bogato wybarwiony
motyl zmrocznik wilczomleczek (Celerio euphorbiae), którego larwy że­
rują tylko na wysoce toksycznym wilczomleczu, pomijając inne gatunki
roślin. Ponieważ rośliny te są uciążliwym chwastem, ten właśnie owad

wykorzystywany jest niekiedy jako czynnik biologicznej z nim walki.

Substancje toksyczne tej rośliny stanowią główną zawartość gorzkiej,
drażniącej cieczy obronnej wydzielanej przez niepokojoną gąsiennicę
wilczomleczka. Podstawowym składnikiem tej cieczy jest połączenie ter­
penowe o dosyć skomplikowanym wzorze strukturalnym [1].

HO CH2OH

Substancje obronne gąsienicy Zmrocznika

wilczomleczka

OH
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Szczególnym przypadkiem detoksykacji substancji obronnych roślin

i wykorzystania ich przez owada w swoim cyklu rozwojowym jest
chrząszcz Caryedes brasiliensis z rodziny strąkowcowatych (Bruchidae).
Owad ten jest jedynym „amatorem” nasion rośliny Diocelea megacarpa,

rosnącej w lasach Kostariki. Około 13% suchej zawartości nasion tej
rośliny stanowi L-kanawanina. Jest to tzw. „nienaturalny” aminokwas.
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który nie stanowi elementu budowy białek i wykazuje silne właściwości

insektobójcze, hamując m.in. działanie arginazy. Związek ten produko­
wany jest również przez roślinę Canavalta ensiformis, stąd nazwa tego
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nietypowego aminokwasu. Chrząszcz C. brasiliensis ma niezbędny system
enzymów, które przeprowadzają toksyczną L-kanawaninę w mocznik

i dalej w amoniak, wykorzystywany następnie w biosyntezie aminokwa­
sów potrzebnych do syntezy białek. W ten sposób produkowany przez
roślinę jej wysoce toksyczny ąllomon pełni w przypadku C. brasiliensis

funkcję kairomonu, w pełni zaspokajając larwy tego chrząszcza w dietę
zasobną w azot [26].

Jeszcze inną ciekawą substancję obronną biosyntezują rośliny z ro­
dziny dziurawcowatych. Jest to hiperycyna -— połączenie o dosyć zło­
żonej budowie diantranu, o krwisto-purpurowym zabarwieniu [30]. Zwią-

HIPERYCYNA

zek ten jest odpowiedzialny za niebezpieczne uczulenie wzroku i skóry
ssaków na działanie światła, prowadzące niekiedy do fatalnych skut­
ków. Dlatego też rośliny zawierające hiperycynę są unikane prawie
przez wszystkie zwierzęta roślinożerne. Są jednakże owady, które na

drodze ewolucji genetycznej uzyskały zdolność detoksykacji tej niebez­
piecznej substancji. Kilka gatunków chrząszczy z podrodziny Chryso-
melinae, np. złotka (Chrysomela hyperici), występuje tylko na dziu­
rawcu. Owad ten został nawet sprowadzony z Europy do Australii, aby
zwalczać tam tę groźną dla bydła roślinę, a która stała się tam uciążli­
wym chwastem. Podobnie też inny przedstawiciel tej podrodziny Ch.

brunsvicensis, wykorzystuje hiperycynę jako kairomon wskazujący źró­
dło pokarmu. Chrząszcze te badają powierzchnię liści za pomocą spe­
cjalnie ukształtowanych tarczkowatych chemoreceptorów, aż hiperycyna
obecna na powierzchni liścia umiejscowi im źródło pokarmu [30].

Opisane wyżej substancje obronne roślin produkowane są przez nie

niezależnie od tego czy są one atakowane czy nie. Są jednak gatunki
roślin, które swoją obronę opierają na „indukowanym” systemie obron­
nym, kiedy ochronne substancje biosyntezowane są tylko w odpowiedzi
na atak [26]. Jako przykład mogą służyć pomidory, które w przypadku
ataku przez owady syntezują substancje przemieszczające się od miejsca
zranienia rośliny do innych jej części, inicjując biosyntezę co najmniej
dwóch inhibitorów proteaz. Uniemożliwiają one (albo przynajmniej
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utrudniają) trawienie białka pobranego z liścia. Roślina jako źródło po­
karmu staje się więc mniej atrakcyjna. Co więcej, zaobserwowano, że

roślina zaatakowana przez owady może przekazać sygnał ostrzegawczy
innym roślinom jeszcze nie atakowanym, ale znajdującym się w pobliżu.
Ostrzeżone rośliny natychmiast uruchanpają własne systemy obronne.

Wydaje się więc, że przynajmniej niektóre rośliny wykorzystują — po­
dobnie jak owady — w obrębie swojego gatunku feromonowy system
alarmowy. Trzeba też pamiętać, że substancje toksyczne produkowane
przez rośliny mogą być również szkodliwe dla niej samej. Wspomniany
wcześniej gatunek wierzby Salix stichensis zaatakowany przez owady
pogarsza „jakość pokarmową” swoich liści i jednocześnie przesyła sygnał
alarmowy do innych wierzb rosnących w pobliżu [26], Podobnie drzewa
z rodziny klonowatych, np. klon cukrowy (Acer saccharum) w momen­
cie ataku owadów znacznie zwiększa intensywność biosyntezy taniny
i innych substancji fenolowych oraz ostrzega inne pobliskie klony. Ta­
nina, jako substancja obronna, ma działanie pośrednie; wiąże się ona

bowiem z białkiem w trudniejszy do strawienia kompleks, stąd pokarm
jest trudniej przyswajalny {30}. Można ogólnie stwierdzić, że larwy owa­
dów pasożytujące na roślinach o zwiększonej zawartości taniny, kate-

chiny i innych fenoli nigdy nie osiągają odpowiednio dużych rozmiarów
i wagi {12]. Tanina jest również znanym inhibitorem wzrostu grzybów
i bakterii. Chroni więc roślinę zarówno przed zwierzętami jak i mikro­
organizmami.

Aktywność biologiczna przedstawionych wyżej połączeń jako deter-

rentów czy antyfidantów jest jednak stosunkowo mała. Aby mogły one

przynieść wyraźny efekt w organizowanym przez człowieka systemie
ochrony roślin trzeba byłoby je stosować w dużych ilościach, liczonych
co najmniej w tonach na hektar powierzchni uprawnej [22]. Są jednak
rośliny, które biosyntezują niezwykle aktywne substancje z grupy anty­
fidantów i mimo że występują w minimalnych ilościach tworzą dla sie­
bie skuteczną obronę. Jeden z bardziej znanych i aktywnych antyfidan­
tów zostaL wyizolowany z owoców i liści, rośliny afrykańskiej i indyj­
skiej Azadirachta indica [25]. W roślinie tej. obok kilku innych połączeń
tetranorterpenoidowych, wyizolowano wysoce aktywny antyfidant o na­
zwie azadirachtyna (aktywny już przy stężeniu poniżej 1 ppm). Związek

AZADIRACHTYNA

,Me
= /C=CX

Me CO-
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ten nie jest trucizną, gdyż owoce tej rośliny są ulubionym pokarmem
wielu ptaków. Inną rośliną wschodnio-afrykańską, która z powodzeniem
broni się przed atakiem owadów i jest przez tubylców stosowana jako
środek je odstraszający, jest krzew Harrisonia abyssinica znana tam pod

nazwą „msabubini” lub „mpapura-doko” [16]. Z rośliny tej wyizolowano
aktywną substancję — harrisoninę. Jeszcze bardziej aktywnym anty-
fidantem okazał się odpowiedni diketon. Najprawdopodobniej właśnie

ten diketon biosyntezowany jest przez samą roślinę, natomiast izolo­
wana harrisonina jest już sztucznie otrzymanym z niego w procesie izo­
lacji hemiketalem w pierścieniu B. Ugrupowanie diketonowe, obecne

w natywinym związku, może bowiem z łatwością reagować z metanolem,
użytym do ekstrakcji tego związku z rośliny. Problem tzw. „artefaktów”,
tj. związków tworzących się w samym procesie izolacji produktów na­
turalnych z naturalnych surowców, jest jednym z bardziej kłopotliwych
zagadnień współczesnej chemii bioorganicznej i wprowadza niekiedy
wiele zamieszania przy ustalaniu prawidłowych mechanizmów badanych
procesów biologicznych.

Obserwując i analizując inne rośliny, wykazujące analogiczną odpor­
ność w stosunku do owadów, wyizolowano wiele interesujących połączeń
o silnych właściwościach typu antyfidantów. Między innymi warbur-

ganal (z Warburga stuhlmannii), ajugaryny (z Ajuga remota), ksylo-
mollina (z Xylocarpus sp. melicaeae), trichyliny (z Trichila roka), poli-

WARBURGANAL
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CHO

(-) POLIGODIAL

CHO

godial (z Polygonum Hydropiper), ugandensydial czy muzygadial (z War-

burga ugansensis) [16, 17, 18]. Ciekawe są korelacje tej specyficznej
aktywności biologicznej z absolutną konfiguracją tych niektórych po­
łączeń. Obecny w roślinie Polygonum hydropiper, (—) -poligodial, chroni

ją przed mszycami, które zostały już (nawet w dużym stopniu uodpor­
nione na znane konwencjonalne insektycydy. Jednakże otrzymany syn­
tetycznie jego enancjomer — (+ )-poligodial — okazał się wysoce tok­
syczny dla roślin. Już 0,01% roztwór (+)-poligodiału powoduje bowiem

znaczne uszkodzenia tkanki liści [22]. Pełny obraz mechanizmu działania

tej grupy związków nie jest jeszcze w pełni poznany. Biorąc jednak
pod uwagę niezwykle wysoką i specyficzną aktywność biologiczną tych
związków można je uważać za bardzo atrakcyjne nowe środki ochrony
roślin. Na przeszkodzie w ich szerszym stosowaniu stoi, jak na razie, ich

skomplikowana struktura chemiczna i związana z tym złożona synteza.
Możliwe i rozważane są dwa sposoby rozwiązania tego problemu: albo,
wykorzystując możliwości manipulacji genetycznej, „uruchomić”, lub
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czasem tylko zintensyfikować, szlaki biosyntezy prowadzące do tych
obronnych substancji w samej roślinie, lub też wykorzystać fakt łatwiej­
szej dostępności z materiału roślinnego niektórych prostszych połączeń
o zbliżonej budowie, które już w typowych przekształceniach chemicz­
nych można będzie przeprowadzić w te wysoko aktywne antyfidanty.

MUZYGADIAL

Ten drugi sposób wykorzystano już do otrzymania większych ilości wąr-

burganalu z łatwiej dostępnego (—) -drimenolu, izolowanego w znacznych
ilościach z drzewa Drimis winteri.[22].

Rośliną, która zwróciła na siebie uwagę faktem bardzo ograniczo­
nego na nią ataku ze strony roślinożernych owadów, jest cykoria podróż­
nik (Cichorium intybus L.). Można ją z łatwością hodować w szklarni,
a co ważniejsze, sztuczna hodowla nie zmienia praktycznie dróg biosyn­
tezy jej „wtórnych metabolitów”, w tym też substancji obronnych. Moż­
na więc było bardzo dokładnie ustalić, że związki które tworzą tę barierę
ochronną to laktony seskwiterpenowe: 8-deoksylaktucyna, laktupikryna
i laktucyna (zawarte w liściach i korzeniach), oraz związek z grupy

kumaryn — cykoryna (obecna tylko w liściach) [24]. Ta ostatnia sub-

LAKTUCYNA R=H
_

LAKTUPIKRYNA R= 0C0CH2-(3>-0H

CYKORYNA

stancja jest efektywnym antyfidantem już przy stężeniu nie przekra­
czającym 0,006% suchej masy rośliny. Największe stężenie tych związ­
ków znajduje się w tych częściach rośliny, które są dla jej rozwoju
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najważniejsze, a więc w tkankach najintensywniej się rozwijających.
Bariera ochronna cykorii składa się więc z kilku biologicznie aktywnych
substancji. Pokonanie takiej wieloskładnikowej bariery jest dla owadów

znacznie trudniejsze. Trudno jest bowiem dla organizmu owada urucho­
mić mechanizmy detoksykacji w stosunku do kilku na raz związków.

Umiejscowienie substancji obronnych w roślinie właśnie w rejonie
jej największego zagrożenia jest również obserwowane u wielu innych
roślin. W uprawianej w USA odmianie słonecznika (Helianthus annus)
duże straty powodowane są przez pasożytujące na nim owady, głównie
Homoeosoma electellum. Zauważono jednak, że wiele dzikich odmian

Helianthus jest odpornych na te pasożyty. Badania wykazały, że są za

to również odpowiedzialne związki z grupy laktonów seskwiterpeno-
wych, należące aż do czterech grup strukturalnych: germakrolidów,
heliangolidów, eudesmanolidów i guajanolidów, oraz kwasów diterpe-
nowych z grupy: labdanu, kauranu, atisyranu i trachylobanu z grupą

karboksylową w pozycji 4a [9]. Laktony seskwiterpenpwe wywołują

LABDAN ATISYRAN KAURAN TRACHYLOBAN

w organizmie owadów wiele niekorzystnych efektów fizjologicznych już
na poziomie komórkowym. Są one bowiem m.in. inhibitorami biosyntezy
białek i kwasów nukleinowych, oraz dezaktywują enzymy związane
z procesem oddychania. W procesie ewolucji owady nabyły zdolność

wcześniejszego wykrywania roślin, które te związki zawierają i starają
się ich unikać. Laktony seskwiterpenowe spełniają więc skuteczną rolę
deterrentów pokarmowych owadów {2, 13, 15; 27]. Larwy Homeosoma

electellum, szczególnie pierwszego i drugiego stadium, odżywiają się pra­
wie wyłącznie pyłkiem kwiatowym słonecznika. Brak tego podstawowe­
go pożywienia praktycznie uniemożliwia egzystencję owada. Największe
stężenie substancji obronnych jest w szyjce pylnika kwiatu, właśnie.
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w bezpośrednim sąsiedztwie miejsca żerowania larw tego szkodnika. Nie­
stety, uprawne odmiany słonecznika pozbawione śą tej chemicznej obro­
ny. Ponieważ słonecznik stanowi w USA jedno z podstawowych źródeł

olei roślinnych, prowadzi isię tam intensywne badania nad wyhodowa­
niem nowych odmian tej rośliny zawierającej więcej przedstawionych
wyżej terpenoidowych substancji obronnych.

Innym interesującym sposobem samoobrony roślin przed szkodliwy­
mi owadami jest wytworzenie przez nie substancji, które w samym pro­
cesie rozwoju i zachowania się owadów odgrywają kluczową rolę. Należą
do nich m.in. feromony alarmowe sygnalizujące owadom określonego
gatunku niebezpieczeństwo i zmuszające je do ucieczki lub organizacji
obrony. Przykładów jest wiele, a przytoczony poniżej wytłumaczy me­
chanizm tego systemu samoobrony roślin. Feromonem alarmowym mszyc

żerujących na ziemniaku jest (E)-(ł-farnezen. Wydzielany przez mszyce

(E)-jB-FARNEZEN

w momencie zagrożenia powoduje ich szybką ucieczkę. Rośliny biosyn-
tezujące ten właśnie związek są więc dobrze chronione, przynajmniej
przed tymi szkodnikami '[11], Okazało się jednak, że niektóre rośliny,
mimo że zawierają (E)-P-farnezen w wystarczająco dużej koncentracji,
mogą być również miejscem kolonizacji mszyc. Długo zastanawiano się
nad wyjaśnieniem tego zjawiska. W końcu ustalono, że brak efektu

alarmowego (E)-fł-farnezenu wynika z obecności u tych roślin jeszcze
innej substancji seskwiterpenowej, mianowicie (—)-fł-kariofilenu, który

H-J3-KARIOFILEN

może tworzyć się w roślinie poprzez prostą cyiklizację obecnego tam

(E)-fł-farnezenu. (—) -0-Kariofilen okazał się bowiem silnym inhibitorem

„alarmowej” aktywności (E)-P-farnezenu [22]. Oba wymienione wyżej
związki występują w uprawnej odmianie ziemniaka Solanum tuberosum,
stąd roślina ta nie może się sama obronić przed inwazją mszyc. Nato-
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miast blisko z nią spokrewniona odmiana dziko rosnąca, Sólanum ber-

thaultii, nie cyklizuje (E)-fi-farnezenu i nie zawierając (—) -^-kariofilenu

skutecznie chroni się przed tym pasożytem.
Jest jeszcze inna grupa związków, które może wytworzyć roślina

w swojej obronie, a które nie są ani truciznami ani repellentami, ale są

tym groźniejsze dla owadów, że bezpośrednio oddziałują na specyficzny
dla nich cykl rozwojowy. Wiele owadów rozwija się z jaj przechodząc
przez trzy morfologicznie rozróżniałne stadia: larwy, poczwarki i do­
rosłego owada. Niektóre, przed przepoczwarczeniem, przechodzą kilka

form larwalnych; inne już od początku swojego rozwoju formą morfo­
logiczną przypominają dorosłe osobniki, a ulegają tylko okresowym li­
nieniem, za każdym razem zwiększając swoje rozmiary. W regulacji
tego cyklu rozwojowego bezpośrednią i podstawową rolę odgrywają m.in.

dwa rodzaje hormonów: hormon juwenilny i hormon linienia (ekdyzony,
lub poprawniej ekdysteroidy). Jedną z wielu poznanych funkcji hor­
monu juwenilnego jest utrzymywanie larwalnego etapu rozwoju, tzn.

zapobieganie prrzedwczesnej metamorfozie. Natomiast ekdysteroidy właś­
nie inicjują linienie i zmianę formy morfologicznej. W dużym przybli­
żeniu można powiedzieć, że w momencie metamorfozy, czy linienia, stę­
żenie hormonu juwenilnego w organizmie owada gwałtownie opada, na­
tomiast wzrasta stężenie hormonu linienia [7]. Przekonano się też, że

rośliny umieją syntezować substancje, które wykazują silne działanie

imitujące aktywność obu hormonów. Liczną grupę przedstawicieli ekdy-
steroidów wytwarzanych przez rośliny nazwano fitoekdysteroidarni [5],

Fitoekdysteroidy

(fl-EKDYZON)

Bogate np. w 20-hydroksyekdyson okazały się kłącza spotykanej rów­
nież u nas paproci zwyczajnej (Polypodium, vulgare), czy orlicy pospoli­
tej (Pteridium aąuilinum). W liściach drzew Podocarpus nakai, P. elatus

i P. macrophyllus znaleziono też inne, strukturalnie bliskie związki
z grupy tzw. ponasteronów i makisteronów. W sumie rośliny są bo­
gatszym źródłem związków tego typu niż same owady. Z wielu gatun-
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ków roślin wyizolowano kilkadziesiąt różnych strukturalnych analogów
ekdysteroidów, przy czym niektóre z nich okazały się bardziej aktywne
biologicznie niż właściwy hormon linienia. Można więc sądzić, że związ­
ki te produkuje roślina jako substancje obronne przeciwko owadom,
gdyż po ich spożyciu stężenie tego hormonu w organizmie owada po­
winno gwałtownie wzrosnąć i powodować przedwczesne linienie. Jed­
nakże funkcje biologiczne fitoekdysteroidów w roślinie nie zostały jesz­
cze jednoznacznie wyjaśnione. Wiadomo np., że szarańcza pustynna
(Sćhistocerea gregaria) odżywiana wyłącznie liśćmi paproci Pteridium

aquilinum, bardzo bogatej w 20-hydroksyekdyzon, nie ma zakłóconego
cyklu rozwojowego [23]. Również larwy jedwabnika morwowego (Bom-
byx mori) żerują na liściach morwy, które też zawierają znaczne ilości

ekdysteroidów, a rozwijają się normalnie [23]. Fakty te usiłuje się wy­
tłumaczyć bądź brakiem przyswajalności tego typu związków przez

przewód pokarmowy owada, bądź też na wytworzonym u niektórych
gatunków owadów sprawnym systemie enzymatycznym, który reguluje
poziom hormonu linienia w organizmie poprzez wiązanie nadmiaru

ekdysteroidów w odpowiedni glikozyd. Opisane są też przykłady ochron­
nej roli fitoekdysteroidów u biosyntezujących je roślin. Uczeni amery­
kańscy badali substancje chemiczne zawarte w roślinie Ajuga remota,
która jako jedyny gatunek roślin ostał się po inwazji niemal wszystko
jedzącej szarańczy. Ekstrakt z tej rośliny, zawierający znaczne ilości

kilku fitoekdysteroidów, w eksperymentach prowadzonych na wielu ga­
tunkach owadów powodował interesujące zakłócenia w procesie meta­
morfozy larwy do poczwarki, indukując tworzenie się nie jednej ale

kilku puszek głowowych. W efekcie dojrzały owad ginie nie mając nor­
malnie wykształconego aparatu gębowego [26]. Ta interesująca grupa

połączeń nie ma jednak większych szans wykorzystania w organizowa­
nym przez człowieka systemie ochrony roślin. Na przeszkodzie stoi tu

dosyć złożona synteza chemiczna tych połączeń, jak również fakt utrud­
nionej penetracji tych związków poprzez kutykulę chroniącą organizm
owada.

Równie wcześnie, bo już w roku 1965, udowodniono obecność w roś­
linach związków organicznych o działaniu imitującym aktywność hor­
monu juwenilnego. Przedstawicielem tej grupy połączeń jest juwabion,

3UWABI0N

związek seskwiterpenowy, którego obecność w jodle Abies balsamea

i jego specyficzną aktywność w stosunku do owadów z rodziny kowalo-

watych (Pyrrhocoridae), wykazali Williams i Slama [31]. W ko-
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lejnych latach z innych roślin wyizolowano dalsze substancje o właści­
wościach juwenoidowych. Są to echinolon [14] i juwocymen [3]. Specy­
ficzna aktywność hormonalna juwenoidów uniemożliwia wprawdzie me-

ECHINOLON

tamorfozę i prowadzi W efekcie do bezpotomnej śmitrci owada, przedłuża
jednak jego larwalny etap rozwoju, w którym zazwyczaj wyrządza on

roślinie największe szkody.
Bardziej korzystna dla rośliny byłaby więc biosynteza substancji,

które skracałyby ten niebezpieczny okres rozwoju pasożytujących na niej
owadów i powodowałyby np. ich wcześniejszą metamorfozę. Obecność

takich związków wykryto w niewielkiej roślinie Ageratum houstonianum

[4]. Związki te, pochodne chromenu, mają bardzo prostą budowę i z uwa­
gi na ich efekt biologiczny nazwano prekocenem I i prekoćenem II

PREKOCEN I PREKOCEN U

[precocious (ang) = przedwcześnie dojrzewający]. W dużym uproszcze­
niu, mechanizm ich biologicznej aktywności polega na niszczeniu w orga­
nizmie owada gruczołu wydzielniczego hormonu juwenilnego (corpora
allata) powodując, obok przedwczesnego linienia, jeszcze inne ujemne
skutki w organizmie owada. Prekoceny wykazują aktywność biologiczną
tylko w stosunku do kilku gatunków owadów z rzędu Hemi/ptera i nad-

rzędu Orthopteroidae. Mimo bardzo prostej syntezy chemicznej oraz

otrzymania już wielu analogów strukturalnych, nie znalazły one jeszcze
praktycznego zastosowania w ochronie roślin.
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Bardziej złożony system działania biologicznego zaobserwowano dla

dwóch połączeń seskwiterpenowych: gossypolu i tlenku B-kariofilenu,
biosyntezowanych przez niektóre rośliny bawełny (Gossypium sp.). Pro­
wadząc testy biologiczne na Anthonus grandis i Protoparce sexta, groź­
nych szkodnikach plantacji bawełny i tytoniu, stwierdzono, że wyższa
koncentracja gossypolu w roślinie powstrzymuje na długi czas rozwój
owada już w jego wczesnych stadiach; natomiast niece niższe stężenie
tego związku powoduje efekt przeciwny — szybki rozwój i dojrzewanie.
Obecny w roślinie tlenek B-kariofilenu zwiększa znacznie aktywność bio-

tlenek p-KARIOFILENU

logiczną i to obu tych przeciwnych efektów wywoływanych przez gos-

sypol. Tą ciekawą i złożoną aktywność biologiczną próbuje się wytłuma­
czyć tym, że przy większych stężeniach oba związki działają jako deter-

renty pokarmowe, natomiast przy mniejszych stężeniach jako stymula­
tory żerowania [33].

Przytoczone przykłady systemu obronnego roślin, jego skuteczność ale

też bardzo często zawodność, stanowią jedynie mały fragment obszernego
działu wiedzy, zwanej chemią ekologiczną. Pominięte tu zostały nakłada-

się na siebie efekty wzajemnego, chemicznego współoddziaływania
owadów, często nieobojętne również dla roślin (jak np. współzawodnictwo
w atakowaniu drzew przez dwa gatunki kornika Dendroctonus frontalis
i Ips avulsus [21]), symbiotyczne oddziaływania owad-roślina, jak również

znaczącej roli w tych oddziaływaniach mikroorganizmów (np. roli grzy­
ba — opieńki miodowej (Armillariella mellea) w biotransformacji a-pine-
nu, zawartego w żywicy drzew iglastych, do werbenoli — podstawowych
składników feromonów agregacyjnych licznych gatunków komików [6]).
Niekiedy rośliny całkiem niegroźne dla otoczenia, za sprawą mikroorga­
nizmów zawartych w glebie, stają się niebezpiecznie toksyczne. Rosnąca
w Brazylii roślina Baccharis caridifolia D.C. (Compositae) powoduje okre­
sowe zatrucia bydła które się na niej pasie [28]. Jak stwierdzono, jest to

spowodowane obecnością w glebie grzybów Myrothecium róridum

i M. verrucaria, które biosyntezują mykotoksyny: roridynę A i warra-

curynę. Same rośliny Baccharis coridifolia i B. megapotamica są odporne
na ich działanie, przyswajają je jednak z gleby oraz metabolizują do in­
nych trujących połączeń z grupy seskwiterpenów, tzw. bakkaranoidów,
i same stają się toksyczne. Analogiczne przypadki udowodniono również
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dla niektórych gatunków paproci, m.in. dla opisanej wcześniej Pteridium

aquilinum, izolując z niej toksyczny i kancerogenny glikozyd norseskwi-

terpenowy — ptakwilozyd, który jest również metabolitem mykotoksyn.
Związki tego typu są też najprawdopodobniej powodem okresowych za­
truć koni w Wielkiej Brytanii (”the grass sickness”), gdyż jej objawy są

identyczne do przypadków zatruć wywoływanych przez związki z grupy

OH0

R = glukoza
OR

PTAKWILOZYD

makrocyklicznych trichotecenemykotoksyn: roridynę A, werucynę A,
czy 4’-hydroksyroridynę [28].

Znane są też rośliny, które same potrafią chwytać owady i przy uży­
ciu specjalnych enzymów uzyskiwać z nich substancje potrzebne im do

rozwoju. Przykładem imogą być rosnące i u nas odmiany rosiczek (Drosera
rotundtfola i D. angilca), czy też bardziej egzotyczne, bo rosnące w gó­
rach Boliwii, Peru i Chile, odmiany ziemniaka Solarium berthaultii Haw-

kes. Rośliny te, w tym celu wykształciły wyrafinowany system włosków,
substancji kleistych, drażniących substancji chemicznych i enzymów [10],

Ilość wyizolowanych niskocząsteczkowych związków organicznych
zaangażowanych w systemy obronne roślin jest ogromna. Przedstawienie
ich struktury wraz z podaniem udowodnionej, czy postulowanej funkcji
biologicznej wymagałoby napisania wielotomowego dzieła. Artykuł ten

stanowi jedynie małą ilustrację tych bardzo złożonych układów współ­
zależności żywych organizmów, jakie spotykamy w przyrodzie. Inne

przykłady takich „chemicznych” współzależności roślina — owad znaj­
dzie czytelnik również w artykule w języku polskim zamieszczonym
w czasopiśmie „Pestycydy” [20]. O tych uwarunkowaniach trzeba też

zawsze pamiętać ingerując w naturalne środowisko, gdyż w przeciwnym
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wypadku można w nim wywołać trudne do przewidzenia ujemne skutki.

Sama przyroda dostarcza nam również ciągle nowych pomysłów w orga­
nizacji zintegrowanego systemu ochrony roślin, ale też udowadnia, że

nie ma uniwersalnych rozwiązań i idealnych insektycydów. Ciągły pro­
ces ewolucji wymaga nieprzerwanego poszukiwania nowych metod se­
lektywnego zwalczania szkodliwych owadów. Spodziewany sukces uwa­
runkowany jest jednak zgodnym współdziałaniem specjalistów wielu

dyscyplin, a przede wszystkim biologów, biochemików, chemików

i ekologów.
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