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CHARAKTERYSTYKA ENZYMÓW POCHODZENIA 
MIKROBIOLOGICZNEGO BIOR�CYCH UDZIAŁ W DEGRADACJI 
ARABINOKSYLANÓW I ICH ROLA W POZYSKIWANIU KWASU 

FERULOWEGO Z WYSŁODZIN PIWOWARSKICH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy było scharakteryzowanie enzymów pochodzenia bakteryjnego i grzybowego bior�cych 

udział w degradacji arabinoksylanów. W szczególno�ci scharakteryzowano esterazy kwasu ferulowego, 
ksylanazy i acetyloesterazy. Przedstawiono stan bada� nad pozyskiwaniem kwasu ferulowego z 
wysłodzin piwowarskich i innych materiałów ro�linnych, po zastosowaniu oczyszczonych enzymów lub 
preparatów enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Wysłodziny piwowarskie s� 
najcenniejszym produktem odpadowym przemysłu piwowarskiego, bogatym w cenne składniki 
�ywieniowe, np. białko, błonnik pokarmowy i kwasy tłuszczowe. Kwas ferulowy jest naturalnym, silnym 
przeciwutleniaczem wyst�puj�cym pospolicie w ziarniakach ro�lin Graminaceae i w produktach 
ubocznych przemysłu piwowarskiego – w wysłodzinach piwowarskich. Mo�e by� on przekształcany na 
drodze mikrobiologicznej do innych zwi�zków wykorzystywanych przemysłowo, np. przeciwutleniacza 
kwasu kawowego lub waniliny, cenionego zwi�zku aromatycznego �ywno�ci. 
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Wst�p 

Wysłodziny powstaj�ce w czasie zacierania słodu s� najcenniejszym ubocznym 
produktem przemysłu piwowarskiego. Od wielu lat trwaj� prace nad ich 
przemysłowym wykorzystaniem. Materiał ten zawiera cenne składniki �ywieniowe, 
takie jak białko, błonnik pokarmowy i kwasy tłuszczowe. Przeci�tny skład wysłodzin, 
w odniesieniu do suchej masy, jest nast�puj�cy: 20–30% arabinoksylanów, ok. 44% 
innych polisacharydów nieskrobiowych i ok. 24% białka. Inne składniki wysłodzin 
wyst�puj�ce w mniejszych ilo�ciach to: celuloza (17%), lipidy (6%), ligniny (4%), 
zwi�zki mineralne i niewielkie ilo�ci skrobi (< 2%) [1]. Podany przeci�tny skład 
wysłodzin jest zmienny i zale�ny m.in. od przebiegu procesu zacierania słodu i od 
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gatunku słodu [53]. Arabinoksylany wyst�puj�ce w wysłodzinach wyst�puj� w formie 
ła�cuchów β-1,4-ksylanopiranozowych, w których reszty ksylozowe podstawione s� 
przez reszty arabinozowe w pozycji C2 (około 17% reszt ksylopiranozowych), C3 (7% 
reszt ksylopiranozowych) lub te� w obu pozycjach (około 16% reszt 
ksylopiranozowych). Wi�kszo�� reszt α-L-arabinofuranozowych wyst�puje w formie 
monomerowych ła�cuchów bocznych, podczas gdy niewielka ich liczba tworzy krótkie 
ła�cuchy boczne według schematu Araf-Araf-Xylp-Araf [52]. Reszty kwasu 
ferulowego tworz� wi�zanie estrowe z grup� arabinofuranozydow� w pozycji 5-O [46]. 
Przeci�tna zawarto�� kwasu ferulowego w wysłodzinach wynosi około 0,32% suchej 
masy. Od wielu lat poszukuje si� jak najlepszych i najwydajniejszych sposobów na 
zagospodarowanie przemysłowe wysłodzin. Wynikiem tych prac jest du�a liczba 
patentów dotycz�cych tej problematyki. Wa�nym sposobem zagospodarowania 
wysłodzin jest wykorzystywanie ich jako paszy [44]. Inne kierunki zagospodarowania 
to wytwarzanie z wysłodzin preparatów od�ywczych o du�ej zawarto�ci 
przyswajalnego białka [31, 32, 33] oraz wytwarzanie biogazu [16].  

Celem przegl�du było przedstawienie stanu bada� nad pozyskiwaniem kwasu 
ferulowego z wysłodzin piwowarskich po zastosowaniu oczyszczonych enzymów lub 
preparatów enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego, jak równie� 
scharakteryzowanie enzymów grzybowych i bakteryjnych wykazuj�cych aktywno�� 
hydrolityczn� w stosunku do polisacharydów nieskrobiowych.  

Charakterystyka enzymów pochodzenia mikrobiologicznego bior�cych udział 
w degradacji polisacharydów nieskrobiowych  

W wielu pracach badawczych, w ci�gu ostatnich kilkudziesi�ciu lat, 
scharakteryzowano aktywno�� esterazy kwasu ferulowego, acetyloesterazy i ksylanazy 
produkowanych przez szczepy ró�nych drobnoustrojów. Wymienione enzymy s� 
wytwarzane przez drobnoustroje w celu degradacji hemiceluloz wchodz�cych w skład 
�cian komórkowych ro�lin wy�szych. Esterazy pochodzenia mikrobiologicznego 
zwi�kszaj� stopie� degradacji głównych ła�cuchów polisacharydowych �ciany 
komórkowej poprzez usuwanie bocznych grup, które chroni� dost�p do ła�cucha 
głównego.  

Zastosowanie oczyszczonej ksylanazy lub esterazy kwasu ferulowego w czasie 
przerobu wysłodzin wi��e si� ze znacznie podwy�szonymi kosztami. Wykorzystanie 
mikrobiologicznych preparatów enzymatycznych o wielokierunkowej aktywno�ci 
w stosunku do frakcji hemicelulozowych umo�liwia obni�enie kosztów ich utylizacji 
i uzyskiwania cennych półproduktów wykorzystywanych przemysłowo, takich jak 
kwas ferulowy [6]. Przykładowo, badano zdolno�� preparatów enzymatyczych 
Ultraflo, Viscozyme, Termamyl i Lallzyme do uwalniania kwasu ferulowego 
i kumarowego z wysłodzin piwowarskich [8]. Spo�ród czterech wymienionych 
preparatów enzymatycznych, jedynie preparat Termamyl nie wykazywał aktywno�ci 
esterazy kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo najskuteczniej uwalniał wolny kwas 
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ferulowy i kumarowy w st��eniu wynosz�cym odpowiednio 70% wolnego kwasu 
ferulowego i 8% p-kumarowego w odniesieniu do całkowitej zawarto�ci tych kwasów 
w wysłodzinach poddanych do�wiadczeniu. Preparaty Viscozyme i Lallzyme uwolniły 
w tych samych warunkach odpowiednio 33 i 55% kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo 
L, przejawiaj�cy głównie aktywno�� β-glukanazy oraz wiele pobocznych aktywno�ci 
hemicelulaz produkowanych przez Humicola insolens wykazywał aktywno�� esterazy 
kwasu ferulowego w stosunku do metylowych pochodnych kwasu cynamonowego 
i miał zdolno�� uwalniania 65% kwasu ferulowego obecnego w formie monomeru oraz 
trzech form kwasu dehydrodiferulowego z wysłodzin browarniczych [23]. 
Zastosowanie preparatu Ultraflo L nie wykazuj�cego aktywno�ci esterazy kwasu 
ferulowego znacznie podnosiło zdolno�� (z 23 do 47%) oczyszczonej esterazy kwasu 
ferulowego wyprodukowanej przez grzyby Aspergillus niger do uwalniania kwasu 
ferulowego z młóta browarniczego, zwłaszcza w formie 8,5'-benzofuranowej. 
Współdziałanie preparatu Ultraflo L i esterazy kwasu ferulowego nie powodowało 
uwolnienia całej zawarto�ci kwasu ferulowego z wi�za� estrowych, co sugeruje, �e do 
uwolnienia dimerowych form kwasu ferulowego w arabinoksylanach z wysłodzin 
piwowarskich niezb�dny jest kompleks enzymatyczny o bogatej aktywno�ci hydrolaz. 
Mo�liwe tak�e, �e nale�y zwi�kszy� dost�pno�� enzymów do reszt kwasu ferulowego, 
rozmieszczonych w ła�cuchu polisacharydów nieskrobiowych. W innych badaniach 
wykorzystywano 9 handlowych preparatów enzymatycznych firmy Novo Nordisk 
w celu uwalniania kwasu ferulowego, ramnozy, arabinozy i kwasu galakturonowego z 
wysłodków buraczanych [38]. Preparaty enzymatyczne, wytworzone przy u�yciu 
szczepów z gatunków Aspergillus: aculeatus, niger, oryzae oraz rodzaju Trichoderma, 
wykazywały aktywno�ci hydrolityczne w stosunku do frakcji pektyn, ksylanów, 
celulozy, β-glukanów, hemiceluloz i arabinanów zawartych w wysłodkach 
buraczanych. Preparat enzymatyczny SP 342 uwalniał kwas ferulowy w formie wolnej 
w pierwszych etapach procesu, podczas gdy w nast�pnych godzinach procesu uwalniał 
kwas ferulowy w formie estrów z sacharydami. Dwa inne preparaty enzymatyczne 
o nazwach Glucanex i SP 506 uwalniały wolny kwas ferulowy, za� pozostałe 
6 preparatów enzymatycznych nie uwalniało kwasu ferulowego w formie wolnej. 
Wszystkie preparaty enzymatyczne były zdolne do zwi�kszenia st��enia w roztworze 
kwasu ferulowego zwi�zanego z sacharydami, przy czym najwy�sz� aktywno�ci� 
charakteryzowały si� preparaty SP 584, SP 585 i SP 342, przy czym preparat SP 584 
uwalniał w formie wolnej około 43% całkowitej zawarto�ci kwasu ferulowego. Preparat 
Pektolase LM uwalniał najpierw zwi�zany estrowo kwas ferulowy, a nast�pnie wolny 
kwas ferulowy. Preparat SP 342 powodował jednoczesny wzrost st��enia wolnego i 
zwi�zanego kwasu ferulowego w mieszaninie inkubacyjnej, co �wiadczyło o zdolno�ci 
enzymów zawartych w tym preparacie do degradacji ła�cuchów pektynowych w 
formie natywnej. Preparat enzymatyczny SP 342 nie był jednak zdolny do uwalniania 
kwasu ferulowego z niskocz�steczkowych substratów powstałych po działaniu 
preparatów SP 584 i SP 585. Preparat enzymatyczny SP 584 wykazał ponadto 
zdolno�� do uwalniania dehydrodimerów kwasu fenolowego. Wyniki przedstawionych 
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do�wiadcze� �wiadcz� o mo�liwo�ci wykorzystania opisanych grzybowych preparatów 
enzymatycznych w celu uwalniania kwasu ferulowego w formie poł�cze� z estrami z 
wysłodzin piwowarskich.  

W badaniach nad uwalnianiem kwasu ferulowego z wysłodzin [14] uzyskano 
wysokie st��enie kwasu ferulowego w roztworze, si�gaj�ce 1,712 g w 1 kg s.m. 
wysłodzin, co stanowiło 80% całkowitej zawarto�ci kwasu ferulowego w wysłodzinach 
u�ytych do bada�. Autorzy podkre�lili, �e najlepsze rezultaty osi�gni�to przy u�yciu 
preparatu enzymatycznego Ultraflo L. Maceracja wysłodzin za pomoc� wodnych 
roztworów etanolu nie zwi�kszała stopnia uwalniania kwasu ferulowego z wysłodzin, 
za� autorzy stwierdzili, �e mo�liwe jest uwolnienie nawet do 80% całkowitej 
zawarto�ci kwasu ferulowego z wysłodzin bez stosowania etapów przygotowawczych 
młóta. W innych pracach tak�e szczegółowo opisano współprac� ksylanazy z grzyba 
rodzaju Trichoderma i esterazy kwasu ferulowego ze szczepu A. niger w uwalnianiu 
kwasu ferulowego w formie wolnej z otr�b zbo�owych i odpadów buraka cukrowego 
bogatych w hemicelulozy [22]. Podatno�� arabinoksylanów na degradacj� pod 
wpływem egzogennej, oczyszczonej endo-β-1,4-ksylanazy (E.C 3.2.1.8) z Aspergillus 
awamori jest �ci�le uzale�niona od stosunku zawarto�ci arabinozy do ksylozy w 
cz�steczce. Je�li stosunek ten wynosi około 0,4, cz�steczki arabinoksylanów ulegaj� 
łatwo hydrolizie, je�li natomiast wynosi 0,9 zachodzi bardzo ograniczona degradacja. 
Nale�y podkre�li�, �e w obu przypadkach, niezale�nie od omawianego stosunku 
arabinoza : ksyloza, powstaj� podobne krótkoła�cuchowe fragmenty 
oligoarabinoksylanów. Wyniki metylacji krótkoła�cuchowych fragmentów 
oligoarabinoksylanów wskazuj�, �e 55% reszt ksylopiranozowych w j�czmieniu oraz 
65% reszt ksylopiranozowych w słodzie wyst�puje w poł�czeniach z resztami 
arabinofuranozowymi [54]. W porównaniu z arabinoksylanami j�czmienia i słodu, 
które nie zostały poddane działaniu endoksylanazy, uzyskane oligoarabinoksylany 
charakteryzowały si� wy�szym stopniem podstawienia reszt ksylopiranozowych przez 
arabinofuranoz� w pozycji O-2 i O-2,3. Powtórna inkubacja otrzymanych 
oligoarabinoksylanów z endoksylanaz� wyprodukowan� przez grzyby Aspergillus 
awamori nie wywoływała dalszej hydrolizy cz�steczek. Mo�e to wskazywa� na fakt 
odcinania dost�pu do ła�cuchów oligoksylopiranozowych przez obecno�� du�ej liczby 
przył�czonych reszt arabinofuranozowych i mo�liwej obecno�ci reszt kwasu 
ferulowego. Ograniczona hydroliza oligoarabinoksylanów przez endo-β-1,4-ksylanaz� 
wyprodukowan� przez szczep Aspergillus awamori mo�e by� wyja�niona przez 
zdolno�� wymienionego enzymu do rozszczepiania wi�zania mi�dzy resztami 
ksylopiranozowymi tylko w sytuacji, gdy co najmniej dwie kolejne reszty 
ksylopiranozowe w ła�cuchu ksylopiranozowym nie s� poł�czone z reszt� 
arabinofuranozy. Z tego te� wzgl�du sekwencje dwóch niepodstawionych reszt 
ksylopiranozowych musz� by� nieobecne lub rzadkie w przypadku opisywanych 
oligoarabinoksylanów. Analogicznie, natywne arabinoksylany pochodz�ce 
z j�czmienia i słodu musz� zawiera� fragmenty zło�one z co najmniej czterech 
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niepodstawionych przez arabinofuranoz� reszt ksylopiranozowych, poniewa� jako 
produkty inkubacji wyst�puj�: ksyloza, ksylobioza i ksylotrioza [54].  

Zastosowanie oczyszczonego preparatu enzymatycznego o aktywno�ci endo-β-
1,4-ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) z hodowli Aspergillus awamori w celu degradacji 
arabinoksylanów j�czmienia i słodu powodowało wytworzenie oligomerów o stopniu 
polimeryzacji poni�ej DP 6, za� oligomery o DP powy�ej 6 wyst�powały w niskich 
st��eniach [51]. Najwi�kszy udział miały oligoarabinoksylany maj�ce od 3 do 6 reszt 
ksylopiranozowych. Podobnie, jak w przypadku arabinoksylanów z j�czmienia i słodu 
niepoddanych hydrolizie za pomoc� endo-β-1,4-ksylanazy, równie� po hydrolizie 
arabinoksylanów wyst�powały niewielkie ró�nice w budowie uzyskanych oligomerów. 
Na podstawie analizy miejsca podstawienia reszty ksylopiranozowej przez 
arabinofuranoz� w uzyskanych oligomerach mo�na stwierdzi�, �e substytucja ksylozy 
w pozycji O-2 o wiele silniej hamuje degradacj� arabinoksylanów w porównaniu 
z substytucj� w pozycji O-3. Mo�e to cz��ciowo wyja�nia� ograniczon� degradacj� 
arabinoksylanów w czasie słodowania, a nawet w czasie zacierania słodu. W zwi�zku z 
tym, dodatek samej endo-β-1,4-ksylanazy mo�e by� niewystarczaj�cy do uzyskania 
odpowiedniej degradacji arabinoksylanów w wysłodzinach.  

W hodowlach prowadzonych przy u�yciu szczepu A. niger CBS 120.49 
w obecno�ci wyizolowanego ksylanu owsianego, grzyb wytwarzał esteraz� kwasu 
ferulowego o masie cz�steczkowej wynosz�cej 36•103 Da [18]. Opisywana esteraza 
kwasu ferulowego wykazywała aktywno�� enzymatyczn� wobec metylowych 
pochodnych kwasu cynamonowego charakteryzujacych si� obecno�ci� grupy 
metoksylowej w pozycji C3 pier�cienia fenolowego, lecz nie powodowała hydrolizy 
wi�zania estrowego w poł�czeniach metanolu i pochodnych kwasu benzoesowego. 
Obecno�� grupy metoksylowej w pozycji C3 pier�cienia cz�steczki kwasu fenolowego 
i nienasyconego ła�cucha alifatycznego wydaje si� by� koniecznym warunkiem 
działania omawianej esterazy. Enzym wykazywał tak�e aktywno�� wobec octanu p-
nitrofenolu. Optymalna warto�� pH działania esterazy wynosiła 5,0 za� optimum temp. 
55–60oC. Aspergillus niger produkował esteraz� kwasu ferulowego w hodowlach 
prowadzonych na wysłodkach z buraka cukrowego. Enzym wykazywał aktywno�� w 
stosunku do ferulowanych arabinoksylanów o ró�nej masie molowej i budowie [34].  

Esterazy kwasu ferulowego produkowane przez ró�ne szczepy A. niger mog� 
wykazywa� zró�nicowan� zdolno�� odszczepiania wolnego kwasu ferulowego z 
polisacharydów �cian komórkowych okre�lonych substratów. Np. aktywno�� esterazy 
kwasu ferulowego wyst�powała w hodowlach A. niger prowadzonych na wytłokach z 
buraka cukrowego, arabanie z wysłodków buraczanych, otr�bach pszennych, lecz 
aktywno�ci tej nie stwierdzono, gdy �ródłem w�gla była pektyna z buraka cukrowego 
pozbawiona reszt kwasu ferulowego w formie estrowej [13].  

Esteraza kwasu ferulowego mo�e degradowa� diferulowe poł�czenia mi�dzy 
polisacharydami �cian komórkowych. Szczegółowe badania nad esteraz� kwasu 
ferulowego produkowan� przez grzyby A. niger wykazały, �e enzym ten był zdolny do 
hydrolizy trzech podstawowych wi�za� dehydrodiferulowych obecnych w �cianach 
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komórkowych ro�lin. Enzym specyficznie działał na wi�zania diferulowe wyst�puj�ce 
w modelowych etylowych estrach dehydrodimerowych zawieraj�cych wi�zania 5-5, 8-
5 i 8-O-4-benzofuranowe. Hydroliza poł�cze� dehydrodiferulowych przebiegała przy 
udziale enzymu w dwóch etapach: pierwszy etap to odhydrolizowanie wolnego kwasu 
ferulowego z formy dimeru, za� drugi etap to rozpuszczenie monoestrowej pochodnej 
kwasu ferulowego o ładunku ujemnym. Esteraza nie była zdolna do hydrolizy drugiego 
wi�zania estrowego w monoestrze 8-5-benzofuranowym, dlatego opisywany enzym 
mógł bra� udział w degradacji polisacharydów �ciany komórkowej ro�lin bez 
uwalniania wolnego kwasu ferulowego [27]. 

W celu dokładniejszego zbadania esterazy kwasu ferulowego zidentyfikowano 
fragmenty DNA odpowiedzialne za ekspresj� genów koduj�cych esteraz� kwasu 
ferulowego i arabinufuranozydaz� bakterii Pseudomonas fluoorescens subsp. cellulosa 
[25]. Uzyskane białko enzymatyczne miało mas� cz�steczkow� wynosz�c� 58,5·103 
Da. W obecno�ci endo-1,4-β-D-ksylanazy enzym uwalniał reszty octanowe z 
acetyloksylanu i kwas ferulowy z otr�b pszennych pozbawionych skrobi, nie 
powodował jednak hydrolizy wi�za� estrowych przy braku aktywno�ci 
ksylanolitycznej w preparacie. Arabinofuranozydaza, esteraza kwasu ferulowego i 
endoksylanaza produkowane przez omawiany szczep bakteryjny miały identyczny 
niekatalityczny obszar wi�zania celulozy, a co za tym idzie, zdolno�� do adsorpcji na 
celulozie. Prawdopodobnym substratem działania omawianych enzymów były 
acetylowane ksylooligosacharydy poł�czone w pozycjach O-2, O-3 lub w obu 
pozycjach z resztami arabinofuranozydowymi, które były z kolei poł�czone wi�zaniem 
estrowym z kwasem ferulowym. 

Inny gatunek wskazywany jako producent esterazy kwasu ferulowego to 
Penicillium funiculosum [35]. Wyprodukowana przez jeden ze szczepów ww. gatunku 
esteraza wykazywała aktywno�� wobec zestryfikowanych pochodnych kwasu 
cynamonowego oraz zdolno�� wi�zania si� do mikrokrystalicznej celulozy, co 
sugeruje, �e substraty działania enzymu były zlokalizowane w �cianie komórkowej. 

Bakterie jelitowe, obok wielu enzymów hydrolitycznych, wytwarzaj� esterazy 
kwasu ferulowego, zdolne do uwalniania kwasu ferulowego z poł�cze� estrowych, 
jednak konieczne jest bli�sze scharakteryzowanie wła�ciwo�ci tych enzymów, jak 
równie� szczepów drobnoustrojów je wytwarzaj�cych [21]. Bakterie z rodzaju Bacillus 
i Lactobacillus s� wskazywane jako potencjalne �ródło esterazy kwasu ferulowego 
[15]. Spo�ród 80 szczepów bakterii z rodzaju Bacillus i 50 szczepów bakterii z 
rodzajów Enterococcus i Lactobacillus najwy�sz� zdolno�� produkcji esterazy kwasu 
ferulowego, w podło�u z ferulanem etylowym jako głównym �ródłem w�gla, wykazały 
bakterie Bacillus subtilis oraz Lactobacillus fermentum NCFB 1751. Niektóre szczepy 
z rodzaju Streptomyces, np. szczep Streptomyces avermitilis CECT 3339 produkował 
zewn�trzkomórkow� esteraz� kwasu ferulowego przy wykorzystaniu ró�nych �ródeł 
lignocelulozowych [26]. Zdolno�� uwalniania kwasu ferulowego przez enzym była 
około 100 razy wy�sza w obecno�ci preparatu enzymatycznego Celluclast, b�d�cego 
kompleksowym preparatem o wysokiej aktywno�ci celulazy i wielu pobocznych 
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aktywno�ciach enzymatycznych hemicelulaz, lecz niewykazuj�cym aktywno�ci 
esterazy kwasu ferulowego. Enzym wykazywał optimum pH przy warto�ci około 6,0 i 
był termostabilny do temp. 60oC, mo�liwe jest wi�c jego wykorzystanie w wielu 
dziedzinach przemysłu, np. w przemy�le browarniczym lub te� w przerobie produktów 
ubocznych, takich jak młóto browarnicze.  

Innym �ródłem esterazy kwasu ferulowego o potencjalnym zastosowaniu 
przemysłowym okazał si� anaerobowy szczep grzyba Neocallimastix MC-2 [12]. 
Szczep ten wykazywał zdolno�� do produkcji dwóch zewn�trzkomórkowych esteraz 
kwasu ferulowego, maj�cych masy cz�steczkowe 69·103 Da i 24·103 Da. Optymalne 
warto�ci pH działania obu enzymów zawierały si� w zakresie odpowiednio 5,5–6,2 
oraz 6,4–7,6, za� optymalna temp. działania obu enzymów to 40oC. Obok enzymów 
hydrolizuj�cych wi�zanie estrowe kwasu ferulowego, ww. szczep grzyba wytwarzał 
zewn�trzkomórkow� esteraz� kwasu p-kumarowego o masie cz�steczkowej 11·103 Da. 
Optymalna warto�� pH działania enzymu wynosiła 7,2 za� optymalna temp. działania 
40oC. [11]. Zarówno obie esterazy kwasu ferulowego, jak i esteraza kwasu p-
kumarowego wykazywały wysok� aktywno�� w stosunku do oligomerów 
arabinoksylozowych zbudowanych z dwóch reszt ksylozowych i reszty 
arabinofuranozowej zestryfikowanej przez kwas fenolowy. Wysoki poziom 
aktywno�ci enzymów degraduj�cych arabinoksylany, wytwarzanych przez grzyb 
z rodzaju Neocallimastix, mo�e w znacznym stopniu przyczyni� si� do biodegradacji 
odpadów pochodzenia ro�linnego. Hydroliza wi�za� estrowych z jednej strony uwalnia 
kwasy fenolowe, które mog� by� nast�pnie dalej przemysłowo przetwarzane, z drugiej 
za� strony materiał biologiczny jest bardziej podatny na działanie bakterii przez 
wy�sz� biodost�pno�� polisacharydów. 

Współdziałanie endo-1,4-ββββ-ksylanazy, esterazy kwasu ferulowego 
i acetyloesterazy w czasie degradacji arabinoksylanów 

W wielu pracach badawczych szczegółowo omawiana jest współpraca ksylanaz 
i esteraz kwasu ferulowego w degradacji materiałów o wysokiej zawarto�ci 
polisacharydów budulcowych �ciany komórkowej ro�lin wy�szych. Esteraza 
produkowana przez szczep A. niger AnFaeA wydajnie uwalniała kwas ferulowy 
z otr�b pszennych i wysłodzin piwowarskich; w obecno�ci ksylanazy produkowanej 
przez Bacillus subtilis stopie� uwolnienia kwasu ferulowego wynosił ponad 50% 
całkowitej zawarto�ci tego kwasu w wysłodzinach; scharakteryzowano 11 ksylanaz 
współdziałaj�cych z ró�nymi esterazami kwasu ferulowego w uwalnianiu kwasu 
ferulowego, przy czym 10 ksylanaz miało zdolno�� do uwalniania form dimerowych 
kwasu ferulowego. Spo�ród przebadanych esteraz kwasu ferulowego, jedynie 
wcze�niej wymieniony enzym AnFaeA produkowany przez szczep A. niger 
wykazywał zdolno�� do uwalniania 5-5' dimerów kwasu ferulowego bez 
współdziałania z ksylanaz� [24]. Zastosowanie tej esterazy w czasie uwalniania kwasu 
ferulowego z wysłodzin mo�e mie� znaczenie w czasie uwalniania kwasu ferulowego 
w celu jego przemysłowego wykorzystania. Zaobserwowano synergizm pomi�dzy 
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licznymi esterazami kwasu ferulowego produkowanymi przez drobnoustroje 
Neurospora crassa, A. niger i Talaromyces stipitatus oraz endo-1,4-β-ksylanaz� 
produkowan� przez A. niger, A. oryzae, Fibrobacter succinogenes i A. aceulatus [24].  

W innych badaniach [5] okre�lono stopie� uwalniania kwasu ferulowego z 
wysłodzin piwowarskich przez esteraz� kwasu ferulowego zawart� w ekstrakcie ze 
słodu. Enzym uwalniał 1,5% całkowitej zawarto�ci kwasu ferulowego, jednak 
obecno�� ksylanazy wyprodukowanej przez Trichoderma reesei zwi�kszała stopie� 
uwolnienia kwasu ferulowego do 15%. Najwy�szy stopie� uwalniania kwasu 
ferulowego z wysłodzin uzyskano w przypadku, gdy wysłodziny inkubowano 
pocz�tkowo z preparatem ksylanolitycznym, za� pó�niej dodawano ekstrakt słodowy 
zawieraj�cy esteraz� kwasu ferulowego. Nie stwierdzono obecno�ci wolnego kwasu 
ferulowego w czasie inkubacji grzybowej ksylanazy bez dodatku ekstraktu ze słodu. 
Wskazuje to na wyst�powanie synergizmu pomi�dzy dwoma wymienionymi 
enzymami. 

W przypadku, gdy st��enie endo-β-1,4-ksylanazy jest zbyt niskie, nast�puje zbyt 
mała modyfikacja polisacharydów nieskrobiowych, co utrudnia i zmniejsza uwalnianie 
kwasu ferulowego. Synergizm działania esterazy kwasu ferulowego i endo-β-1,4-
ksylanazy jest widoczny tak�e w stopniu uwalniania cukrów neutralnych, gdy� 
st��enie ksylozy i ksylobiozy uwalnianej w czasie jednoczesnego działania obu 
enzymów było wy�sze ni� w przypadku, gdy ka�dy z enzymów działał oddzielnie. 
Esteraza kwasu ferulowego FAE III produkowana przez A. niger była wskazywana 
jako przyczyna uwalniania β-glukanów ze �ciany komórkowej j�czmienia [40]. 
Opisany proces mo�na wyja�ni� hydroliz� wi�zania estrowego kwasu ferulowego z 
arabinoksylanami, co mo�e przyczynia� si� do cz��ciowej dekompozycji 
uporz�dkowanej struktury �ciany komórkowej i prowadzi� nast�pnie do uwalniania β-
glukanów do roztworu, gdy� s� one fizycznie zwi�zane z pentozanami. 

 
Badania prowadzone z wykorzystaniem esterazy kwasu ferulowego FAE-III, 

wytwarzanej przez grzyby A. niger, dowiodły, �e enzym uwalniał jedynie około 3,3% 
kwasu ferulowego zawartego w wysłodzinach. Jednak�e w obecno�ci endo-1,4-β-
ksylanazy, produkowanej przez grzyb Trichoderma viride, stopie� uwolnienia kwasu 
ferulowego z wi�za� estrowych w arabinoksylanach si�gał około 30% ogólnej 
zawarto�ci kwasu ferulowego [7]. Badania nad uwalnianiem kwasu ferulowego z otr�b 
pszennych w obecno�ci endo-1,4-β-ksylanazy produkowanej przez grzyb Trichoderma 
viride oraz esterazy kwasu ferulowego z Aspergillus niger w skali laboratoryjnej 
wykazały opłacalno�� tego procesu [22]. Nale�y podkre�li�, �e endo-1,4-β-ksylanaza 
produkowana przez grzyb Trichoderma viride nie uwalniała kwasu ferulowego, lecz 
jedynie niskocz�steczkowe oligoarabinoksylany poł�czone wi�zaniem estrowym 
z kwasem ferulowym [20]. 

Opisana została esteraza kwasu ferulowego produkowana przez Streptomyces 
olivochromogenes [17]. Enzym ten ma mas� cz�steczkow� 29·103 Da, charakteryzuje 
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si� optymaln� warto�ci� pH działania wynosz�c� około 5,5 oraz optymaln� temp. 
działania wynosz�c� 30oC. Enzym wykazuje tak�e aktywno�� acetyloesterazy. 
Charakterystyczn� wła�ciwo�ci� omawianego enzymu jest niezdolno�� do uwalniania 
kwasu ferulowego z oczyszczonych otr�b pszennych w przypadku braku aktywno�ci 
endo-1,4-β-ksylanazy. Ponadto, obecno�� samej endo-1,4-β-ksylanazy nie jest 
wystarczaj�ca do uwalniania kwasu ferulowego. Istnieje konieczno�� obecno�ci obu 
enzymów w celu degradacji arabinoksylanów, gdy� esteraza kwasu ferulowego 
produkowana przez szczep Streptomyces olivochromogenes wymaga obecno�ci 
drobnocz�steczkowych oligoarabinoksylanów, powstaj�cych dzi�ki aktywno�ci endo-
1,4-β-ksylanazy. 

W hodowlach innych grzybów z rodzaju Aspergillus, np. A. awamori, A. foetidus, 
A. fumigatus, A. oryzae, A. terreus prowadzonych w obecno�ci słomy pszennej, 
wysłodzin, wytłoków buraczanych lub otr�b pszennych stwierdzono wyst�powanie 
aktywno�ci zewn�trzkomórkowej esterazy kwasu ferulowego, esterazy acetyloksylanu 
oraz acetyloesterazy, przy czym aktywno�� enzymatyczna znacznie wzrastała w 
obecno�ci endo-β-1,4-ksylanazy pochodz�cej z Trichoderma reesei [47]. 

W innych badaniach z wykorzystaniem szczepu Aspergillus niger i 
rekombinowanego szczepu Pseudomonas fluorescens wykazano, �e esterazy kwasu 
ferulowego wytwarzane przez oba szczepy współdziałały z endo-β-1,4-ksylanazami 
wyprodukowanymi przez grzyby Aspergillus niger, Trichoderma viride lub bakterie 
Pseudomonas fluorescens, w uwalnianiu specyficznego estru, dimeru 5-5'diFa (kwas 
(E,E-4-4'-dihydroksy-5,5'-dimetoksy-3,3'bicynamonowy). Dimer ten był tworzony 
niezale�nie od tego, czy oczyszczone frakcje polisacharydów �cian komórkowych 
wyizolowane z j�czmienia i pszenicy poddane były wcze�niejszej degradacji pod 
wpływem endo-β-1,4-ksylanazy lub te� enzymu tego wcze�niej nie zastosowano. 
St��enie uwolnionych dimerów kwasu ferulowego zale�ne było od �ródła 
zastosowanej ksylanazy [7].  

Esteraza kwasu ferulowego produkowana przez grzyb Sporotrichum thermophile 
wykazywała wysok� aktywno�� w stosunku do metylowej pochodnej kwasu p-
kumarowego. Aktywno�� esterazy wobec p-kumaranu metylowego była odpowiednio 
2,5 i 12 razy wy�sza w porównaniu z aktywno�ci� enzymu wobec estru metylowego 
kwasu kawowego i ferulanu metylowego [49]. Enzym wykazywał aktywno�� wobec 
substratów zawieraj�cych kwas ferulowy poł�czony estrowo z w�glem C-5 i C-2 
arabinofuranozy i hydrolizował tak�e wi�zanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-α-L-
arabinofuranozydzie 2 razy efektywniej ni� wi�zanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-α-
L-arabinofuranozydzie. Kwas ferulowy był uwalniany z 47 razy wy�sz� wydajno�ci� z 
otr�b pszennych, je�li w układzie badawczym obecna była jednocze�nie endo-1,4-β-
ksylanaza produkowana przez Sporotrichum thermophile.  

W hodowlach grzyba Aspergillus awamori prowadzonych w obecno�ci 
oczyszczonych frakcji �cian komórkowych ry�u stwierdzono obecno�� esterazy kwasu 
ferulowego o masie molowej 112·103 Da, a tak�e esterazy kwasu p-kumarowego o 
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masie cz�steczkowej 75·103 Da [36]. Zidentyfikowana aktywno�� esterazy kwasu 
ferulowego wykazywała uzdolnienia do hydrolizy metylowej pochodnej kwasu 
ferulowego oraz estrów kwasu ferulowego wyst�puj�cych w oczyszczonych frakcjach 
rozpuszczalnego w wodzie ksylanu wyodr�bnionego ze słomy pszennej. Esteraza 
kwasu p-kumarowego, obecna w płynie pohodowlanym w mniejszym st��eniu ni� 
esteraza kwasu ferulowego, wykazywała aktywno�� wzgl�dem analogicznych 
substratów. W przypadku obu esteraz produkowanych przez szczep Aspergillus 
awamori wyst�pował silny synergizm działania z oczyszczon� endo-β-1,4-ksylanaz�. 
Oba enzymy charakteryzowały si� wy�sz� aktywno�ci� wzgl�dem krótkich 
fragmentów ksylooligosacharydowych zestryfikowanych resztami kwasu ferulowego, 
które powstawały po degradacji arabinoksylanów przez ksylanaz� z Trichoderma 
reesei [29]. Synergizm ten był silnie uzale�niony od �ródła z jakiego pochodziła endo-
β-1,4-ksylanaza, gdy� profil powstaj�cych oligoarabinoksylanów był ró�ny [4].  

Szczepy grzyba Aspergillus niger i Aspergillus terreus s� wskazywane jako 
�ródło endo-1,4-β-ksylanazy (EC3.2.1.8) [28]. W hodowlach grzybów w podło�u 
zawieraj�cym ró�norodne odpadowe materiały przemysłowe, takie jak: otr�by pszenne, 
słoma ry�owa, otr�by sojowe uzyskano wysok� aktywno�� endo-1,4-β-ksylanazy, przy 
czym najlepszym induktorem do produkcji ksylanazy były otr�by pszenne.  

Synergizm działania ksylanazy i esterazy kwasu ferulowego mo�na 
zaobserwowa� w przypadku enzymów produkowanych przez grzyba Trichoderma 
viride oraz bakterie Pseudomonas fluorescens. Endo-1,4-β-ksylanaza wyprodukowana 
przez szczep Trichoderma viride zwi�kszała stopie� uwalniania kwasu ferulowego z 
oczyszczonych otr�b pszennych w obecno�ci esterazy kwasu ferulowego wytworzonej 
przez szczep Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa skuteczniej ni� endo-1,4-β-
ksylanaza wyprodukowana przez P. fluorescens. Uwalnianie kwasu ferulowego z 
oczyszczonych otr�b pszennych było �ci�le uzale�nione od zastosowanej endo-1,4-β-
ksylanazy, przy czym wpływ na aktywno�� esterazy kwasu ferulowego miała wielko�� 
oligosacharydów powstaj�cych w wyniku działania ksylanazy. Esteraza kwasu 
ferulowego produkowana przez Pseudomonas fluorescens wykazywała najwy�sz� 
aktywno�� wobec substratów zło�onych z co najmniej czterech reszt cukrowych 
poł�czonych z reszt� kwasu ferulowego [19].  

Silny synergizm działania zaobserwowano tak�e w przypadku acetyloesterazy 
produkowanej przez Schizophyllum commune oraz endo-1,4-β-ksylanazy 
produkowanej przez Trichoderma reesei [10]. Obecno�� reszt octanowych w 
acetyloksylanie obni�ała aktywno�� endo-1,4-β-ksylanazy. Jednocze�nie w przypadku 
braku endo-1,4-β-ksylanazy, aktywno�� acetyloesterazy w stosunku do acetyloksylanu 
była znacznie ograniczona. Aktywno�� ksylanazy w stosunku do acetyloksylanu w 
obecno�ci acetyloesterazy była równa aktywno�ci ksylanolitycznej wobec tego 
substratu pozbawionego zestryfikowanych reszt octanowych w ła�cuchu ksylanowym. 

Inne opisane �ródło acetyloesterazy to szczep Candida guilliermondii NRRL Y-
17257 [9]. Synergizm działania mi�dzy α-L-arabinofuranozydaz�, endo-1,4-β-
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ksylanaz� i β-ksylanaz� w czasie degradacji arabinoksylanów stwierdzono w 
przypadku hodowli grzyba Aspergillus oryzae HL15 prowadzonych na podło�u 
zawieraj�cym ziarno sojowe [30].  

Charakterystyka drobnoustrojów uzdolnionych do transformacji kwasu  
ferulowego do waniliny 

Kwas ferulowy od dawna wskazywany jest jako prekursor waniliny, cennego 
składnika aromatycznego szeroko wykorzystywanego w produkcji �ywno�ci. Wanilina 
(aldehyd 4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) pochodzenia naturalnego jest 
wielokrotnie dro�sza ni� produkowana na drodze syntetycznej z ligniny lub gwajakolu. 
Wysoka cena waniliny pochodzenia naturalnego jest spowodowana ograniczeniami 
upraw wanilii. Ró�nica w cenie naturalnej i syntetycznej waniliny oraz rosn�ce 
wymagania konsumentów dotycz�ce naturalnych składników �ywno�ci wymuszaj� 
potrzeb� poszukiwania nowych �ródeł tego dodatku do �ywno�ci [45]. Z tego te� 
wzgl�du prowadzone s� intensywne badania maj�ce na celu opracowanie technologii 
pozwalaj�cych na uzyskiwanie waniliny z naturalnych �ródeł na drodze 
biotechnologicznej. Poszukiwane s� szczepy drobnoustrojów wykazuj�cych zdolno�� 
do konwersji kwasu ferulowego w podło�u hodowlanym do waniliny. Kwas ferulowy 
jest obiecuj�cym substratem do produkcji waniliny, gdy� mo�e by� obecny 
w stosunkowo wysokich st��eniach w po�ywce hodowlanej, nie działaj�c toksycznie 
na drobnoustroje przetwarzaj�ce go do waniliny. 

Drobnoustroje z rodzaju Pseudomonas s� wskazywane jako uzdolnione do 
transformacji kwasu ferulowego w wanilin�, np. szczep P. fluorescens BF13 okazał si� 
szczepem wysoce uzdolnionym do biotransformacji kwasu ferulowego do kwasu 
waniliowego. Intensywno�� procesu transformacji uzale�niona była od st��enia 
biomasy i zawarto�ci kwasu ferulowego w płynie hodowlanym [2]. W warunkach, gdy 
kwas ferulowy był jedynym �ródłem w�gla, wydajno�� biotransformacji do kwasu 
waniliowego wynosiła 95% w ci�gu 5-godzinnej hodowli [3].  

Wanilin� wytwarza tak�e grzyb Pycnoporus cinnabarius. Drobnoustrój ten 
hodowany w obecno�ci glukozy i fosfolipidów jako �ródła w�gla, jest zdolny do 
wydajnej biotransformacji kwasu ferulowego do waniliny [43]. 

W hodowlach z u�yciem wyizolowanego drobnoustroju Pseudomonas putida, 
zastosowanie wysokiego st��enia kwasu ferulowego w ilo�ci ponad 1 g/l po�ywki nie 
wywoływało zahamowania wzrostu drobnoustrojów. W tych warunkach kwas 
ferulowy był przetwarzany do waniliny, a nast�pnie do kwasu waniliowego w po�ywce 
glukozowej w ci�gu 4,5 godz. [41]. Podobny wynik uzyskuje si� w hodowlach 
grzybów Streptomyces setoni, przy czym w tym przypadku wanilina nie jest 
przetwarzana do kwasu waniliowego, lecz kumulowana po uzyskaniu granicznego 
st��enia kwasu w po�ywce. Przy zastosowaniu po�ywki zawieraj�cej 8 g kwasu 
ferulowego st��enie kwasu waniliowego osi�gało poziom 200 mg/l, podczas gdy 
zawarto�� waniliny dochodziła do 3,8 g/l. Zahamowanie przetwarzania waniliny do 
kwasu waniliowego i gromadzenie waniliny w po�ywce uzyskiwano w przypadku 
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zastosowania st��enia kwasu ferulowego od 4 do 10 g/l po�ywki. Mo�liw� drog� 
maksymalnego gromadzenia waniliny poprzez hamowanie jej przetwarzania do kwasu 
waniliowego jest inhibicja dehydrogenazy waniliny. Reasumuj�c, mo�na stwierdzi�, �e 
niektóre drobnoustroje, np. S. setonii dysponuj� wyj�tkowymi zdolno�ciami 
metabolicznymi, dzi�ki czemu mo�na uzyska� wysok� nadprodukcj� waniliny z kwasu 
ferulowego [41]. Wyniki tych bada� jednoznacznie wskazuj� na przydatno�� kwasu 
ferulowego do wytwarzania waniliny na drodze biotechnologicznej.  

Grzyb Sporotrichum thermophile jest zdolny do transformacji kwasu ferulowego 
do kwasu waniliowego. Proces zachodzi poprzez degradacj� ła�cucha propionowego 
i tworzenie 4-hydroksy-3-metoksystyrenu, który w nast�pnej kolejno�ci jest 
przetwarzany do kwasu waniliowego. Ponadto nast�puje nieoksydatywna 
dekarboksylacja kwasu waniliowego i powstaje gwajakol. Biokonwersja kwasu 
ferulowego do waniliowego jest uzale�niona od st��enia kwasu ferulowego jako 
głównego �ródła w�gla w �rodowisku [48].  

Wolne i immobilizowane hodowle bakterii Haematococcus pluvialis wykazuj� 
zdolno�� do biotransformacji kwasu ferulowego, aldehydu koniferylowego i kwasu p-
kumarowego do metabolitów wywołuj�cych aromat waniliowy – waniliny, kwasu 
waniliowego, alkoholu waniliowego, ponadto kwasu protokatechowego, p-
hydroksybenzoesowego i aldehydu p-hydroksybenzoesowego. Wy�sz� biotransformacj� 
uzyskuje si� w przypadku szczepu immobilizowanego, wskazuj�c na przydatno�� 
drobnoustroju do wytwarzania aromatów spo�ywczych na drodze naturalnych 
procesów [50].  

Kwas ferulowy mo�e podlega� O-demetylacji pod wpływem 
wewn�trzkomórkowej O-demetylazy produkowanej przez niektóre szczepy bakterii, 
np. Clostridium methoxybenzovorans SR3 i Enterobacter cloacae DG6, w wyniku 
czego powstaje kwas kawowy [37]. Powstaj�cy kwas kawowy ma wy�sz� aktywno�� 
przeciwutleniaj�c� od kwasu ferulowego w wielu układach badawczych prowadzonych 
in vitro, ze wzgl�du na obecno�� dwóch grup hydroksylowych. W badaniach in vivo 
wskazuje si� na podwy�szenie aktywno�ci antyoksydacyjnej plazmy krwi oraz 
ochronne działanie kwasu kawowego w stosunku do α-tokoferolu oraz frakcji LDL 
[42]. W badaniach in vitro kwas kawowy i dihydrokawowy skutecznie hamuj� 
utlenianie kwasów tłuszczowych zawartych w tłuszczu zwierz�cym i utlenianie frakcji 
LDL wyizolowanych z plazmy krwi. Oba kwasy fenolowe skutecznie wi��� wolne 
rodniki DPPH• [39]. Opisany proces biokonwersji kwasu ferulowego do kawowego 
mo�e by� interesuj�cy ze wzgl�du na pozyskiwanie silnego przeciwutleniacza ze 
stosunkowo tanich �ródeł, takich jak: otr�by pszenne, wysłodki buraka cukrowego lub 
wysłodziny browarnicze. Enzym O-demetylaza nie ma zdolno�ci O-demetylacji kwasu 
ferulowego poł�czonego z długimi ła�cuchami arabinoksylanów, wi�c proces 
konwersji kwasu ferulowego do kwasu kawowego musi by� poprzedzony 
wcze�niejszym jednoczesnym działaniem esterazy kwasu ferulowego i endo-1,4-β-
ksylanazy [38].  
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Podsumowanie 

Prace badawcze dotycz�ce pozyskiwania kwasu ferulowego na drodze 
enzymatycznej obróbki wysłodzin, b�d�cych głównym produktem ubocznym przy 
produkcji piwa, s� liczne, za� temat badawczy jest dobrze opracowany. Wysłodziny s� 
bogatym �ródłem kwasu ferulowego, naturalnego przeciwutleniacza, który mo�e by� 
przekształcany do innych produktów maj�cych zastosowanie w produkcji �ywno�ci. 
Preparaty uzyskane po enzymatycznej obróbce wysłodzin, charakteryzuj�ce si� 
wysok� zawarto�ci� kwasu ferulowego w formie wolnej, jak i estrowej, mog� 
natomiast stanowi� dodatek do wybranych napojów, podnosz�c w sposób naturalny 
potencjał przeciwutleniaj�cy produktu. 
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CHARACTERIZATION OF ARABINOXYLAN- DEGRADING MICROBIAL ENZYMES AND 

THEIR ROLE IN RELEASE OF FERULIC ACID FROM BARLEY SPENT GRAIN  
 

S u m m a r y 
 

The aim of this review was to characterise of bacterial and fungal enzymes taking part in the 
degradation of arabinoxylans. This study especially describes ferulic acid esterase, xylanase and 
acethylesterase. This paper presents the sum of results concerning the possibility of ferulic acid production 
from barley spent grain using purified enzymes or commercial enzyme preparations of microbial origin. 
Barley spent grain is the most valuable by-product of brewing industry, rich in precious dietary 
components like proteins, dietary fiber, fatty acids and others. Ferulic acid is a natural, strong antioxidant 
commonly present in Graminaceae family plants and in a number of by-products of brewing industry – 
barley spent grain. Ferulic acid can be also microbiologically transformed into other compounds used in 
food industry, like antioxidant caffeic acid or vanillin, precious flavoring agent.  
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