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DOMINIK SZWAJGIER, ZDZISEAW TARGONSKI

CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW POCHODZENIA
MIKROBIOLOGICZNEGO BIORACYCH UDZIAL W DEGRADACJI
ARABINOKSYLANOW I ICH ROLA W POZYSKIWANIU KWASU
FERULOWEGO Z WYSLODZIN PIWOWARSKICH

Streszczenie

Celem pracy byto scharakteryzowanie enzyméw pochodzenia bakteryjnego i grzybowego bioracych
udziat w degradacji arabinoksylanéw. W szczegdlnosci scharakteryzowano esterazy kwasu ferulowego,
ksylanazy i acetyloesterazy. Przedstawiono stan badan nad pozyskiwaniem kwasu ferulowego z
wystodzin piwowarskich i innych materialéw roslinnych, po zastosowaniu oczyszczonych enzyméw lub
preparatéw  enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Wystodziny piwowarskie sa
najcenniejszym produktem odpadowym przemystu piwowarskiego, bogatym w cenne sktadniki
zywieniowe, np. biatko, btonnik pokarmowy i kwasy tlhuszczowe. Kwas ferulowy jest naturalnym, silnym
przeciwutleniaczem wystgpujacym pospolicie w ziarniakach roslin Graminaceae i w produktach
ubocznych przemystu piwowarskiego — w wystodzinach piwowarskich. Moze by¢ on przeksztatlcany na
drodze mikrobiologicznej do innych zwiazkéw wykorzystywanych przemystowo, np. przeciwutleniacza
kwasu kawowego lub waniliny, cenionego zwiazku aromatycznego zywnosci.

Stowa kluczowe: kwas ferulowy, esteraza kwasu ferulowego, ksylanaza, acetyloesteraza, wystodziny,
piwo

Wstep

Wystodziny powstajace w czasie zacierania stodu sg najcenniejszym ubocznym
produktem przemystu piwowarskiego. Od wielu lat trwaja prace nad ich
przemystowym wykorzystaniem. Material ten zawiera cenne skladniki Zywieniowe,
takie jak biatko, btonnik pokarmowy i kwasy tluszczowe. Przecigtny sktad wystodzin,
w odniesieniu do suchej masy, jest nastepujacy: 20-30% arabinoksylanéw, ok. 44%
innych polisacharydéw nieskrobiowych i ok. 24% biatka. Inne sktadniki wystodzin
wystepujace w mniejszych ilosciach to: celuloza (17%), lipidy (6%), ligniny (4%),
zwiazki mineralne i niewielkie iloSci skrobi (< 2%) [1]. Podany przecigtny sktad
wystodzin jest zmienny i zalezny m.in. od przebiegu procesu zacierania stodu i od
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gatunku stodu [53]. Arabinoksylany wystepujace w wystodzinach wystepuja w formie
tancuch6éw [-1,4-ksylanopiranozowych, w ktérych reszty ksylozowe podstawione sa
przez reszty arabinozowe w pozycji C2 (okoto 17% reszt ksylopiranozowych), C3 (7%
reszt ksylopiranozowych) lub tez w obu pozycjach (okoto 16% reszt
ksylopiranozowych). Wigkszo$¢ reszt o-L-arabinofuranozowych wystepuje w formie
monomerowych fancuchéw bocznych, podczas gdy niewielka ich liczba tworzy krétkie
tancuchy boczne wedlug schematu Araf-Araf-Xylp-Araf [52]. Reszty kwasu
ferulowego tworza wiazanie estrowe z grupg arabinofuranozydowa w pozycji 5-O [46].
Przecigtna zawarto$¢ kwasu ferulowego w wystodzinach wynosi okoto 0,32% suchej
masy. Od wielu lat poszukuje si¢ jak najlepszych inajwydajniejszych sposobéw na
zagospodarowanie przemystowe wystodzin. Wynikiem tych prac jest duza liczba
patentéw dotyczacych tej problematyki. Waznym sposobem zagospodarowania
wysltodzin jest wykorzystywanie ich jako paszy [44]. Inne kierunki zagospodarowania
to wytwarzanie z wyslodzin preparatow odzywczych o duzej zawartosci
przyswajalnego biatka [31, 32, 33] oraz wytwarzanie biogazu [16].

Celem przegladu bylto przedstawienie stanu badan nad pozyskiwaniem kwasu
ferulowego z wystodzin piwowarskich po zastosowaniu oczyszczonych enzyméw lub
preparatow enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego, jak réwniez
scharakteryzowanie enzyméw grzybowych i bakteryjnych wykazujacych aktywno$¢
hydrolityczna w stosunku do polisacharydéw nieskrobiowych.

Charakterystyka enzyméw pochodzenia mikrobiologicznego bioracych udziat
w degradacji polisacharydow nieskrobiowych

W  wielu pracach badawczych, w ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat,
scharakteryzowano aktywnos$¢ esterazy kwasu ferulowego, acetyloesterazy i ksylanazy
produkowanych przez szczepy réznych drobnoustrojéw. Wymienione enzymy sa
wytwarzane przez drobnoustroje w celu degradacji hemiceluloz wchodzacych w sktad
Scian komorkowych ro$lin wyzszych. Esterazy pochodzenia mikrobiologicznego
zwigkszaja stopien degradacji gtéwnych tancuchéw polisacharydowych S$ciany
komérkowej poprzez usuwanie bocznych grup, ktére chronia dostgp do tancucha
gtéwnego.

Zastosowanie oczyszczonej ksylanazy lub esterazy kwasu ferulowego w czasie
przerobu wystodzin wiaze si¢ ze znacznie podwyzszonymi kosztami. Wykorzystanie
mikrobiologicznych preparatéw enzymatycznych o wielokierunkowej aktywnosci
w stosunku do frakcji hemicelulozowych umozliwia obnizenie kosztéw ich utylizacji
iuzyskiwania cennych pétproduktéw wykorzystywanych przemystowo, takich jak
kwas ferulowy [6]. Przyktadowo, badano zdolno$¢ preparatéw enzymatyczych
Ultraflo, Viscozyme, Termamyl i Lallzyme do uwalniania kwasu ferulowego
i kumarowego z wyslodzin piwowarskich [8]. Sposréd czterech wymienionych
preparatéw enzymatycznych, jedynie preparat Termamyl nie wykazywat aktywnosci
esterazy kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo najskuteczniej uwalnial wolny kwas
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ferulowy ikumarowy w stezeniu wynoszacym odpowiednio 70% wolnego kwasu
ferulowego 1 8% p-kumarowego w odniesieniu do catkowitej zawartos$ci tych kwasow
w wystodzinach poddanych do$wiadczeniu. Preparaty Viscozyme i Lallzyme uwolnity
w tych samych warunkach odpowiednio 33 i 55% kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo
L, przejawiajacy gtéwnie aktywnos¢ B-glukanazy oraz wiele pobocznych aktywnosci
hemicelulaz produkowanych przez Humicola insolens wykazywal aktywnoS$¢ esterazy
kwasu ferulowego w stosunku do metylowych pochodnych kwasu cynamonowego
i mial zdolno$¢ uwalniania 65% kwasu ferulowego obecnego w formie monomeru oraz
trzech form kwasu dehydrodiferulowego 2z wystodzin browarniczych [23].
Zastosowanie preparatu Ultraflo L nie wykazujacego aktywnosci esterazy kwasu
ferulowego znacznie podnosito zdolnos¢ (z 23 do 47%) oczyszczonej esterazy kwasu
ferulowego wyprodukowanej przez grzyby Aspergillus niger do uwalniania kwasu
ferulowego z midéta browarniczego, zwtaszcza w formie 8,5'-benzofuranowe;j.
Wspdtdziatanie preparatu Ultraflo L i esterazy kwasu ferulowego nie powodowato
uwolnienia calej zawarto$ci kwasu ferulowego z wigzan estrowych, co sugeruje, ze do
uwolnienia dimerowych form kwasu ferulowego w arabinoksylanach z wyslodzin
piwowarskich niezbedny jest kompleks enzymatyczny o bogatej aktywnosci hydrolaz.
Mozliwe takze, ze nalezy zwigkszy¢ dostgpno$¢ enzyméw do reszt kwasu ferulowego,
rozmieszczonych w tancuchu polisacharydéw nieskrobiowych. W innych badaniach
wykorzystywano 9 handlowych preparatow enzymatycznych firmy Novo Nordisk
w celu uwalniania kwasu ferulowego, ramnozy, arabinozy i kwasu galakturonowego z
wystodkéw buraczanych [38]. Preparaty enzymatyczne, wytworzone przy uzyciu
szczepOw z gatunkoéw Aspergillus: aculeatus, niger, oryzae oraz rodzaju Trichoderma,
wykazywaly aktywnosci hydrolityczne w stosunku do frakcji pektyn, ksylandw,
celulozy, [-glukanéw, hemiceluloz i arabinanéw zawartych w wystodkach
buraczanych. Preparat enzymatyczny SP 342 uwalniat kwas ferulowy w formie wolnej
w pierwszych etapach procesu, podczas gdy w nastgpnych godzinach procesu uwalniat
kwas ferulowy w formie estréw z sacharydami. Dwa inne preparaty enzymatyczne
onazwach Glucanex i SP 506 uwalnialy wolny kwas ferulowy, za§ pozostale
6 preparatow enzymatycznych nie uwalnialo kwasu ferulowego w formie wolne;.
Wszystkie preparaty enzymatyczne byly zdolne do zwigkszenia st¢zenia w roztworze
kwasu ferulowego zwiazanego z sacharydami, przy czym najwyzsza aktywnoscia
charakteryzowaty si¢ preparaty SP 584, SP 585 i SP 342, przy czym preparat SP 584
uwalniat w formie wolnej okoto 43% catkowitej zawartosci kwasu ferulowego. Preparat
Pektolase LM uwalnial najpierw zwiazany estrowo kwas ferulowy, a nast¢pnie wolny
kwas ferulowy. Preparat SP 342 powodowat jednoczesny wzrost st¢zenia wolnego i
zwiazanego kwasu ferulowego w mieszaninie inkubacyjnej, co §wiadczyto o zdolnos$ci
enzymow zawartych w tym preparacie do degradacji tancuchéw pektynowych w
formie natywnej. Preparat enzymatyczny SP 342 nie byt jednak zdolny do uwalniania
kwasu ferulowego z niskoczasteczkowych substratow powstatych po dziataniu
preparatow SP 584 i SP 585. Preparat enzymatyczny SP 584 wykazal ponadto
zdolno$¢ do uwalniania dehydrodimeréw kwasu fenolowego. Wyniki przedstawionych
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doswiadczen $wiadcza o mozliwosci wykorzystania opisanych grzybowych preparatéw
enzymatycznych w celu uwalniania kwasu ferulowego w formie polaczen z estrami z
wystodzin piwowarskich.

W badaniach nad uwalnianiem kwasu ferulowego z wystodzin [14] uzyskano
wysokie stgzenie kwasu ferulowego w roztworze, siggajace 1,712 g w 1kgs.m.
wystodzin, co stanowito 80% catkowitej zawartosci kwasu ferulowego w wystodzinach
uzytych do badan. Autorzy podkredlili, Zze najlepsze rezultaty osiggni¢to przy uzyciu
preparatu enzymatycznego Ultraflo L. Maceracja wystodzin za pomoca wodnych
roztworéw etanolu nie zwigkszata stopnia uwalniania kwasu ferulowego z wystodzin,
za$ autorzy stwierdzili, ze mozliwe jest uwolnienie nawet do 80% catkowitej
zawartosci kwasu ferulowego z wystodzin bez stosowania etapé6w przygotowawczych
midta. W innych pracach takze szczegétowo opisano wspdtprace ksylanazy z grzyba
rodzaju Trichoderma i esterazy kwasu ferulowego ze szczepu A. niger w uwalnianiu
kwasu ferulowego w formie wolnej z otrab zbozowych i odpadéw buraka cukrowego
bogatych w hemicelulozy [22]. Podatno$¢ arabinoksylanéw na degradacj¢ pod
wplywem egzogennej, oczyszczonej endo-f-1,4-ksylanazy (E.C 3.2.1.8) z Aspergillus
awamori jest $ciSle uzalezniona od stosunku zawarto$ci arabinozy do ksylozy w
czasteczce. Jesli stosunek ten wynosi okoto 0,4, czasteczki arabinoksylanéw ulegaja
tatwo hydrolizie, je$li natomiast wynosi 0,9 zachodzi bardzo ograniczona degradacja.
Nalezy podkresli¢, ze w obu przypadkach, niezaleznie od omawianego stosunku
arabinoza :  ksyloza, powstaja podobne  krétkotancuchowe — fragmenty
oligoarabinoksylanéw. ~ Wyniki  metylacji  krétkotancuchowych  fragmentéw
oligoarabinoksylanéw wskazuja, ze 55% reszt ksylopiranozowych w jeczmieniu oraz
65% reszt ksylopiranozowych w stodzie wystgpuje w potaczeniach z resztami
arabinofuranozowymi [54]. W poréwnaniu z arabinoksylanami j¢czmienia i stodu,
ktére nie zostaly poddane dziataniu endoksylanazy, uzyskane oligoarabinoksylany
charakteryzowaty si¢ wyzszym stopniem podstawienia reszt ksylopiranozowych przez
arabinofuranoz¢ w pozycji O-2 10-2,3. Powtérna inkubacja otrzymanych
oligoarabinoksylanéw z endoksylanaza wyprodukowana przez grzyby Aspergillus
awamori nie wywotywata dalszej hydrolizy czasteczek. Moze to wskazywa¢ na fakt
odcinania dostgpu do tancuchéw oligoksylopiranozowych przez obecnos¢ duzej liczby
przytaczonych reszt arabinofuranozowych i1 mozliwej obecnosci reszt kwasu
ferulowego. Ograniczona hydroliza oligoarabinoksylanéw przez endo--1,4-ksylanaze
wyprodukowana przez szczep Aspergillus awamori moze by¢ wyjasniona przez
zdolno$¢ wymienionego enzymu do rozszczepiania wigzania mig¢dzy resztami
ksylopiranozowymi tylko w sytuacji, gdy co najmniej dwie Kkolejne reszty
ksylopiranozowe w tancuchu ksylopiranozowym nie sa potaczone z reszta
arabinofuranozy. Z tego tez wzgledu sekwencje dwoch niepodstawionych reszt
ksylopiranozowych musza by¢ nieobecne lub rzadkie w przypadku opisywanych
oligoarabinoksylanéw.  Analogicznie, natywne  arabinoksylany  pochodzace
z jeczmienia i1 slodu musza zawiera¢ fragmenty ztozone zco najmniej czterech
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niepodstawionych przez arabinofuranoz¢ reszt ksylopiranozowych, poniewaz jako
produkty inkubacji wystepuja: ksyloza, ksylobioza i ksylotrioza [54].

Zastosowanie oczyszczonego preparatu enzymatycznego o aktywnosci endo-[3-
1,4-ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) z hodowli Aspergillus awamori w celu degradacji
arabinoksylanéw jeczmienia i stodu powodowato wytworzenie oligomeréw o stopniu
polimeryzacji ponizej DP 6, za$§ oligomery o DP powyzej 6 wystgpowaty w niskich
stezeniach [51]. Najwigkszy udzial miaty oligoarabinoksylany majace od 3 do 6 reszt
ksylopiranozowych. Podobnie, jak w przypadku arabinoksylanéw z jeczmienia i stodu
niepoddanych hydrolizie za pomoca endo-B-1,4-ksylanazy, réwniez po hydrolizie
arabinoksylanéw wystgpowatly niewielkie ré6znice w budowie uzyskanych oligomerow.
Na podstawie analizy miejsca podstawienia reszty ksylopiranozowej przez
arabinofuranoz¢ w uzyskanych oligomerach mozna stwierdzi¢, ze substytucja ksylozy
w pozycji O-2 o wiele silniej hamuje degradacje arabinoksylanéw w poréwnaniu
z substytucja w pozycji O-3. Moze to czgSciowo wyjasnia¢ ograniczona degradacje
arabinoksylanéw w czasie stodowania, a nawet w czasie zacierania stodu. W zwiazku z
tym, dodatek samej endo-f-1,4-ksylanazy moze by¢ niewystarczajacy do uzyskania
odpowiedniej degradacji arabinoksylanéw w wystodzinach.

W hodowlach prowadzonych przy uzyciu szczepu A. niger CBS 120.49
w obecnosci wyizolowanego ksylanu owsianego, grzyb wytwarzal esteraz¢ kwasu
ferulowego o masie czasteczkowej wynoszacej 36107 Da [18]. Opisywana esteraza
kwasu ferulowego wykazywala aktywno$¢ enzymatyczng wobec metylowych
pochodnych kwasu cynamonowego charakteryzujacych si¢ obecno$cia grupy
metoksylowej w pozycji C3 pierScienia fenolowego, lecz nie powodowata hydrolizy
wigzania estrowego w polaczeniach metanolu i pochodnych kwasu benzoesowego.
Obecnos$¢ grupy metoksylowej w pozycji C3 pierscienia czasteczki kwasu fenolowego
i nienasyconego tancucha alifatycznego wydaje si¢ by¢ koniecznym warunkiem
dziatania omawianej esterazy. Enzym wykazywatl takze aktywno$¢ wobec octanu p-
nitrofenolu. Optymalna warto$¢ pH dzialania esterazy wynosita 5,0 za$ optimum temp.
55-60°C. Aspergillus niger produkowal esteraz¢ kwasu ferulowego w hodowlach
prowadzonych na wystodkach z buraka cukrowego. Enzym wykazywat aktywno$¢ w
stosunku do ferulowanych arabinoksylanéw o r6znej masie molowej i budowie [34].

Esterazy kwasu ferulowego produkowane przez rézne szczepy A. niger moga
wykazywaé zréznicowana zdolno$¢ odszczepiania wolnego kwasu ferulowego z
polisacharydéw $cian komérkowych okreslonych substratow. Np. aktywno$¢ esterazy
kwasu ferulowego wystepowata w hodowlach A. niger prowadzonych na wytlokach z
buraka cukrowego, arabanie z wystodkdw buraczanych, otrgbach pszennych, lecz
aktywnosci tej nie stwierdzono, gdy zrédlem wegla byta pektyna z buraka cukrowego
pozbawiona reszt kwasu ferulowego w formie estrowej [13].

Esteraza kwasu ferulowego moze degradowac¢ diferulowe potaczenia migdzy
polisacharydami §cian komoérkowych. Szczegétowe badania nad esteraza kwasu
ferulowego produkowang przez grzyby A. niger wykazaty, ze enzym ten byt zdolny do
hydrolizy trzech podstawowych wiazan dehydrodiferulowych obecnych w $cianach
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komérkowych roslin. Enzym specyficznie dziatat na wiazania diferulowe wystgpujace
w modelowych etylowych estrach dehydrodimerowych zawierajacych wiazania 5-5, 8-
5 i 8-O-4-benzofuranowe. Hydroliza potaczen dehydrodiferulowych przebiegata przy
udziale enzymu w dwoch etapach: pierwszy etap to odhydrolizowanie wolnego kwasu
ferulowego z formy dimeru, za$ drugi etap to rozpuszczenie monoestrowej pochodnej
kwasu ferulowego o tadunku ujemnym. Esteraza nie byta zdolna do hydrolizy drugiego
wigzania estrowego w monoestrze 8-5-benzofuranowym, dlatego opisywany enzym
moégt bra¢ udziat w degradacji polisacharydéw $ciany komoérkowej roslin bez
uwalniania wolnego kwasu ferulowego [27].

W celu doktadniejszego zbadania esterazy kwasu ferulowego zidentyfikowano
fragmenty DNA odpowiedzialne za ekspresje gendw kodujacych esteraze kwasu
ferulowego i arabinufuranozydaze bakterii Pseudomonas fluoorescens subsp. cellulosa
[25]. Uzyskane biatko enzymatyczne miato mas¢ czasteczkowa wynoszaca 58,5-10°
Da. W obecnosci endo-1,4-B-D-ksylanazy enzym uwalnial reszty octanowe z
acetyloksylanu i kwas ferulowy z otrab pszennych pozbawionych skrobi, nie
powodowal jednak hydrolizy wiazan estrowych przy braku aktywnosci
ksylanolitycznej w preparacie. Arabinofuranozydaza, esteraza kwasu ferulowego i
endoksylanaza produkowane przez omawiany szczep bakteryjny mialy identyczny
niekatalityczny obszar wigzania celulozy, a co za tym idzie, zdolno$¢ do adsorpcji na
celulozie. Prawdopodobnym substratem dziatania omawianych enzymoéw bytly
acetylowane ksylooligosacharydy potaczone w pozycjach O-2, O-3 lub w obu
pozycjach z resztami arabinofuranozydowymi, ktére byty z kolei polaczone wigzaniem
estrowym z kwasem ferulowym.

Inny gatunek wskazywany jako producent esterazy kwasu ferulowego to
Penicillium funiculosum [35]. Wyprodukowana przez jeden ze szczepéw ww. gatunku
esteraza wykazywala aktywno$§¢ wobec zestryfikowanych pochodnych kwasu
cynamonowego oraz zdolno$§¢ wigzania si¢ do mikrokrystalicznej celulozy, co
sugeruje, ze substraty dziatania enzymu byty zlokalizowane w $cianie komérkowe;.

Bakterie jelitowe, obok wielu enzyméw hydrolitycznych, wytwarzaja esterazy
kwasu ferulowego, zdolne do uwalniania kwasu ferulowego z potaczen estrowych,
jednak konieczne jest blizsze scharakteryzowanie wlasciwosci tych enzymoéw, jak
réwniez szczepéw drobnoustrojéw je wytwarzajacych [21]. Bakterie z rodzaju Bacillus
i Lactobacillus sa wskazywane jako potencjalne zrédto esterazy kwasu ferulowego
[15]. Sposréd 80 szczepdéw bakterii z rodzaju Bacillus 1 50 szczepéw bakterii z
rodzajow Enterococcus i Lactobacillus najwyzsza zdolno$¢ produkcji esterazy kwasu
ferulowego, w podtozu z ferulanem etylowym jako gtownym zrédlem wegla, wykazaty
bakterie Bacillus subtilis oraz Lactobacillus fermentum NCFB 1751. Niektore szczepy
z rodzaju Streptomyces, np. szczep Streptomyces avermitilis CECT 3339 produkowat
zewnatrzkomoérkowa esteraze kwasu ferulowego przy wykorzystaniu réznych zrédet
lignocelulozowych [26]. Zdolno$¢ uwalniania kwasu ferulowego przez enzym byta
okoto 100 razy wyzsza w obecnosci preparatu enzymatycznego Celluclast, bedacego
kompleksowym preparatem o wysokiej aktywnosci celulazy i wielu pobocznych
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aktywnos$ciach enzymatycznych hemicelulaz, lecz niewykazujacym aktywnosci
esterazy kwasu ferulowego. Enzym wykazywatl optimum pH przy wartosci okoto 6,0 i
byt termostabilny do temp. 60°C, mozliwe jest wiec jego wykorzystanie w wielu
dziedzinach przemystu, np. w przemysle browarniczym lub tez w przerobie produktéw
ubocznych, takich jak mtéto browarnicze.

Innym zZrédtem esterazy kwasu ferulowego o potencjalnym zastosowaniu
przemystowym okazat si¢ anaerobowy szczep grzyba Neocallimastix MC-2 [12].
Szczep ten wykazywal zdolno$¢ do produkcji dwoéch zewnatrzkomérkowych esteraz
kwasu ferulowego, majacych masy czasteczkowe 69-10° Da i 24-10° Da. Optymalne
wartosci pH dziatania obu enzymoéw zawieraly si¢ w zakresie odpowiednio 5,5-6,2
oraz 6,4-7,6, za$ optymalna temp. dzialania obu enzyméw to 40°C. Obok enzyméw
hydrolizujacych wiazanie estrowe kwasu ferulowego, ww. szczep grzyba wytwarzat
zewnatrzkomoérkowa esteraze kwasu p-kumarowego o masie czasteczkowej 11-10° Da.
Optymalna warto$¢ pH dziatania enzymu wynosita 7,2 za$ optymalna temp. dziatania
40°C. [11]. Zaréwno obie esterazy kwasu ferulowego, jak i esteraza kwasu p-
kumarowego wykazywaly wysoka aktywnos¢ w stosunku do oligomeréw
arabinoksylozowych zbudowanych =z dwdch reszt ksylozowych i reszty
arabinofuranozowej zestryfikowanej przez kwas fenolowy. Wysoki poziom
aktywnosci enzyméw degradujacych arabinoksylany, wytwarzanych przez grzyb
z rodzaju Neocallimastix, moze w znacznym stopniu przyczyni¢ si¢ do biodegradacji
odpadéw pochodzenia roslinnego. Hydroliza wigzan estrowych z jednej strony uwalnia
kwasy fenolowe, ktére moga by¢ nastgpnie dalej przemystowo przetwarzane, z drugiej
za$§ strony material biologiczny jest bardziej podatny na dzialanie bakterii przez
wyzsza biodostgpno$¢ polisacharydéw.

Wspéldzialanie endo-1,4-B-ksylanazy, esterazy kwasu ferulowego
i acetyloesterazy w czasie degradacji arabinoksylanow

W wielu pracach badawczych szczegétowo omawiana jest wspotpraca ksylanaz
iesteraz kwasu ferulowego w degradacji materialbw o wysokiej zawarto$ci
polisacharydéw budulcowych $ciany komorkowej roslin  wyzszych. Esteraza
produkowana przez szczep A. niger AnFaeA wydajnie uwalniata kwas ferulowy
z otrab pszennych i wystodzin piwowarskich; w obecnosci ksylanazy produkowanej
przez Bacillus subtilis stopien uwolnienia kwasu ferulowego wynosit ponad 50%
catkowitej zawartosci tego kwasu w wystodzinach; scharakteryzowano 11 ksylanaz
wspoéldziatajacych z ré6znymi esterazami kwasu ferulowego w uwalnianiu kwasu
ferulowego, przy czym 10 ksylanaz mialo zdolno$¢ do uwalniania form dimerowych
kwasu ferulowego. Spos$rdd przebadanych esteraz kwasu ferulowego, jedynie
wczesniej wymieniony enzym AnFaeA produkowany przez szczep A. niger
wykazywal zdolno$¢ do uwalniania 5-5'dimeréw kwasu ferulowego bez
wspotdziatania z ksylanaza [24]. Zastosowanie tej esterazy w czasie uwalniania kwasu
ferulowego z wyslodzin moze mie¢ znaczenie w czasie uwalniania kwasu ferulowego
w celu jego przemystowego wykorzystania. Zaobserwowano synergizm pomiedzy
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licznymi esterazami kwasu ferulowego produkowanymi przez drobnoustroje
Neurospora crassa, A. niger i Talaromyces stipitatus oraz endo-1,4-B-ksylanaza
produkowana przez A. niger, A. oryzae, Fibrobacter succinogenes i A. aceulatus [24].

W innych badaniach [5] okreslono stopien uwalniania kwasu ferulowego z
wystodzin piwowarskich przez esteraz¢ kwasu ferulowego zawarta w ekstrakcie ze
stodu. Enzym uwalniat 1,5% calkowitej zawarto$ci kwasu ferulowego, jednak
obecnos$¢ ksylanazy wyprodukowanej przez Trichoderma reesei zwigkszata stopien
uwolnienia kwasu ferulowego do 15%. Najwyzszy stopien uwalniania kwasu
ferulowego z wystodzin uzyskano w przypadku, gdy wystodziny inkubowano
poczatkowo z preparatem ksylanolitycznym, za$ p6zniej dodawano ekstrakt stodowy
zawierajacy esterazg kwasu ferulowego. Nie stwierdzono obecno$ci wolnego kwasu
ferulowego w czasie inkubacji grzybowej ksylanazy bez dodatku ekstraktu ze stodu.
Wskazuje to na wystgpowanie synergizmu pomig¢dzy dwoma wymienionymi
enzymami.

W przypadku, gdy st¢zenie endo-B-1,4-ksylanazy jest zbyt niskie, nast¢puje zbyt
mata modyfikacja polisacharydéw nieskrobiowych, co utrudnia i zmniejsza uwalnianie
kwasu ferulowego. Synergizm dziatania esterazy kwasu ferulowego i endo-f-1,4-
ksylanazy jest widoczny takze w stopniu uwalniania cukréw neutralnych, gdyz
stezenie ksylozy i ksylobiozy uwalnianej w czasie jednoczesnego dziatania obu
enzymow byto wyzsze niz w przypadku, gdy kazdy z enzyméw dziatal oddzielnie.
Esteraza kwasu ferulowego FAE III produkowana przez A. niger byla wskazywana
jako przyczyna uwalniania B-glukanéw ze $ciany komorkowej jeczmienia [40].
Opisany proces mozna wyjasni¢ hydroliza wigzania estrowego kwasu ferulowego z
arabinoksylanami, co moze przyczynia¢é si¢ do czgsciowej dekompozycji
uporzadkowanej struktury $ciany komérkowej i prowadzi¢ nastgpnie do uwalniania 3-
glukanéw do roztworu, gdyz sa one fizycznie zwigzane z pentozanami.

Badania prowadzone z wykorzystaniem esterazy kwasu ferulowego FAE-III,
wytwarzanej przez grzyby A. niger, dowiodly, ze enzym uwalniat jedynie okoto 3,3%
kwasu ferulowego zawartego w wystodzinach. Jednakze w obecnosci endo-1,4-B-
ksylanazy, produkowanej przez grzyb Trichoderma viride, stopien uwolnienia kwasu
ferulowego z wiazan estrowych w arabinoksylanach siggal okolo 30% ogdlnej
zawartosci kwasu ferulowego [7]. Badania nad uwalnianiem kwasu ferulowego z otrab
pszennych w obecnosci endo-1,4-B-ksylanazy produkowanej przez grzyb Trichoderma
viride oraz esterazy kwasu ferulowego z Aspergillus niger w skali laboratoryjnej
wykazaty optacalno$¢ tego procesu [22]. Nalezy podkresli¢, ze endo-1,4-B-ksylanaza
produkowana przez grzyb Trichoderma viride nie uwalniala kwasu ferulowego, lecz
jedynie niskoczasteczkowe oligoarabinoksylany potaczone wigzaniem estrowym
z kwasem ferulowym [20].

Opisana zostala esteraza kwasu ferulowego produkowana przez Streptomyces
olivochromogenes [17]. Enzym ten ma mase czasteczkowa 29-10° Da, charakteryzuje
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si¢ optymalng warto$cia pH dzialania wynoszaca okolo 5,5 oraz optymalna temp.
dziatania wynoszaca 30°C. Enzym wykazuje takze aktywno$¢ acetyloesterazy.
Charakterystyczna wlasciwo$cia omawianego enzymu jest niezdolno$¢ do uwalniania
kwasu ferulowego z oczyszczonych otrab pszennych w przypadku braku aktywnosci
endo-1,4-B-ksylanazy. Ponadto, obecno$¢ samej endo-1,4-B-ksylanazy nie jest
wystarczajaca do uwalniania kwasu ferulowego. Istnieje konieczno$¢ obecnosci obu
enzymOw w celu degradacji arabinoksylanéw, gdyz esteraza kwasu ferulowego
produkowana przez szczep Streptomyces olivochromogenes wymaga obecnosci
drobnoczasteczkowych oligoarabinoksylanéw, powstajacych dzigki aktywnosci endo-
1,4-B-ksylanazy.

W hodowlach innych grzybow z rodzaju Aspergillus, np. A. awamori, A. foetidus,
A. fumigatus, A. oryzae, A. terreus prowadzonych w obecnosci stomy pszennej,
wystodzin, wyttokéw buraczanych lub otrab pszennych stwierdzono wyst¢gpowanie
aktywnosci zewnatrzkomérkowej esterazy kwasu ferulowego, esterazy acetyloksylanu
oraz acetyloesterazy, przy czym aktywno$¢ enzymatyczna znacznie wzrastala w
obecnosci endo-B-1,4-ksylanazy pochodzacej z Trichoderma reesei [47].

W innych badaniach z wykorzystaniem szczepu Aspergillus niger i
rekombinowanego szczepu Pseudomonas fluorescens wykazano, ze esterazy kwasu
ferulowego wytwarzane przez oba szczepy wspétdziataty z endo-B-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 byl tworzony
niezaleznie od tego, czy oczyszczone frakcje polisacharydéw s$cian komdrkowych
wyizolowane z jgczmienia i pszenicy poddane byly wczedniejszej degradacji pod
wptywem endo-B-1,4-ksylanazy lub tez enzymu tego wczes$niej nie zastosowano.
Stezenie uwolnionych dimeréw kwasu ferulowego zalezne bylo od Zrédta
zastosowanej ksylanazy [7].

Esteraza kwasu ferulowego produkowana przez grzyb Sporotrichum thermophile
wykazywata wysoka aktywno$¢ w stosunku do metylowej pochodnej kwasu p-
kumarowego. Aktywno$¢ esterazy wobec p-kumaranu metylowego byta odpowiednio
2,51 12 razy wyzsza w poréwnaniu z aktywno$cia enzymu wobec estru metylowego
kwasu kawowego i ferulanu metylowego [49]. Enzym wykazywal aktywno$¢ wobec
substratow zawierajacych kwas ferulowy potaczony estrowo z weglem C-5 i C-2
arabinofuranozy i hydrolizowat takze wiazanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-a-L-
arabinofuranozydzie 2 razy efektywniej niz wiazanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-a-
L-arabinofuranozydzie. Kwas ferulowy byl uwalniany z 47 razy wyzsza wydajnoscia z
otrab pszennych, je$li w uktadzie badawczym obecna byta jednoczeénie endo-1,4--
ksylanaza produkowana przez Sporotrichum thermophile.

W  hodowlach grzyba Aspergillus awamori prowadzonych w obecnoSci
oczyszczonych frakcji Scian komérkowych ryzu stwierdzono obecno$¢ esterazy kwasu
ferulowego o masie molowej 112:10° Da, a takze esterazy kwasu p-kumarowego o
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masie czasteczkowej 75-10° Da [36]. Zidentyfikowana aktywno$é esterazy kwasu
ferulowego wykazywata uzdolnienia do hydrolizy metylowej pochodnej kwasu
ferulowego oraz estrow kwasu ferulowego wystepujacych w oczyszczonych frakcjach
rozpuszczalnego w wodzie ksylanu wyodrgbnionego ze stomy pszennej. Esteraza
kwasu p-kumarowego, obecna w ptynie pohodowlanym w mniejszym st¢zeniu niz
esteraza kwasu ferulowego, wykazywata aktywnos¢ wzgledem analogicznych
substratow. W przypadku obu esteraz produkowanych przez szczep Aspergillus
awamori wystepowat silny synergizm dziatania z oczyszczona endo-f-1,4-ksylanaza.
Oba enzymy charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia wzgledem krétkich
fragmentéw ksylooligosacharydowych zestryfikowanych resztami kwasu ferulowego,
ktére powstawaly po degradacji arabinoksylanéw przez ksylanaz¢ z Trichoderma
reesei [29]. Synergizm ten byt silnie uzalezniony od zZrédta z jakiego pochodzita endo-
B-1,4-ksylanaza, gdyz profil powstajacych oligoarabinoksylanéw byt r6zny [4].

Szczepy grzyba Aspergillus niger i Aspergillus terreus sa wskazywane jako
zrédto endo-1,4-B-ksylanazy (EC3.2.1.8) [28]. W hodowlach grzybéw w podtozu
zawierajacym réznorodne odpadowe materiaty przemyslowe, takie jak: otrgby pszenne,
stoma ryzowa, otrgby sojowe uzyskano wysoka aktywno$¢ endo-1,4-B-ksylanazy, przy
czym najlepszym induktorem do produkcji ksylanazy byty otrgby pszenne.

Synergizm dziatania ksylanazy 1 esterazy kwasu ferulowego mozna
zaobserwowaé¢ w przypadku enzyméw produkowanych przez grzyba Trichoderma
viride oraz bakterie Pseudomonas fluorescens. Endo-1,4-B-ksylanaza wyprodukowana
przez szczep Trichoderma viride zwigkszata stopien uwalniania kwasu ferulowego z
oczyszczonych otrab pszennych w obecnosci esterazy kwasu ferulowego wytworzonej
przez szczep Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa skuteczniej niz endo-1,4-B-
ksylanaza wyprodukowana przez P. fluorescens. Uwalnianie kwasu ferulowego z
oczyszczonych otrab pszennych bylo $ci§le uzaleznione od zastosowanej endo-1,4-3-
ksylanazy, przy czym wplyw na aktywno$¢ esterazy kwasu ferulowego miata wielko$¢
oligosacharydéw powstajacych w wyniku dziatania ksylanazy. Esteraza kwasu
ferulowego produkowana przez Pseudomonas fluorescens wykazywala najwyzsza
aktywno$¢ wobec substratéw zlozonych z co najmniej czterech reszt cukrowych
potaczonych z reszta kwasu ferulowego [19].

Silny synergizm dziatania zaobserwowano takze w przypadku acetyloesterazy
produkowanej  przez  Schizophyllum  commune oraz  endo-1,4-B-ksylanazy
produkowanej przez Trichoderma reesei [10]. Obecno$¢ reszt octanowych w
acetyloksylanie obnizata aktywno$¢ endo-1,4-B-ksylanazy. Jednoczesnie w przypadku
braku endo-1,4-B-ksylanazy, aktywno$¢ acetyloesterazy w stosunku do acetyloksylanu
byta znacznie ograniczona. Aktywno$¢ ksylanazy w stosunku do acetyloksylanu w
obecnos$ci acetyloesterazy byla réwna aktywno$ci ksylanolitycznej wobec tego
substratu pozbawionego zestryfikowanych reszt octanowych w tancuchu ksylanowym.

Inne opisane Zrédlo acetyloesterazy to szczep Candida guilliermondii NRRL Y-
17257 [9]. Synergizm dziatania migdzy «-L-arabinofuranozydaza, endo-1,4-B-
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ksylanaza i P-ksylanaza w czasie degradacji arabinoksylanéw stwierdzono w
przypadku hodowli grzyba Aspergillus oryzae HL15 prowadzonych na podtozu
zawierajacym ziarno sojowe [30].

Charakterystyka drobnoustrojéw uzdolnionych do transformacji kwasu
ferulowego do waniliny

Kwas ferulowy od dawna wskazywany jest jako prekursor waniliny, cennego
sktadnika aromatycznego szeroko wykorzystywanego w produkcji zywnosci. Wanilina
(aldehyd  4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) pochodzenia  naturalnego  jest
wielokrotnie drozsza niz produkowana na drodze syntetycznej z ligniny lub gwajakolu.
Wysoka cena waniliny pochodzenia naturalnego jest spowodowana ograniczeniami
upraw wanilii. Réznica w cenie naturalnej i syntetycznej waniliny oraz rosnace
wymagania konsumentow dotyczace naturalnych sktadnikéw zywnos$ci wymuszaja
potrzebe poszukiwania nowych zrédet tego dodatku do zywnos$ci [45]. Z tego tez
wzgledu prowadzone sg intensywne badania majace na celu opracowanie technologii
pozwalajacych na uzyskiwanie waniliny 2z naturalnych Zrédet na drodze
biotechnologicznej. Poszukiwane sa szczepy drobnoustrojéw wykazujacych zdolno$é
do konwersji kwasu ferulowego w podlozu hodowlanym do waniliny. Kwas ferulowy
jest obiecujacym substratem do produkcji waniliny, gdyz moze by¢ obecny
w stosunkowo wysokich st¢zeniach w pozywce hodowlanej, nie dziatajac toksycznie
na drobnoustroje przetwarzajace go do waniliny.

Drobnoustroje z rodzaju Pseudomonas sa wskazywane jako uzdolnione do
transformacji kwasu ferulowego w waniling, np. szczep P. fluorescens BF 13 okazat sig
szczepem wysoce uzdolnionym do biotransformacji kwasu ferulowego do kwasu
waniliowego. Intensywno$¢ procesu transformacji uzalezniona byta od stgzenia
biomasy i zawarto$ci kwasu ferulowego w ptynie hodowlanym [2]. W warunkach, gdy
kwas ferulowy byl jedynym zrédlem wegla, wydajnos¢ biotransformacji do kwasu
waniliowego wynosita 95% w ciagu 5-godzinnej hodowli [3].

Waniling wytwarza takze grzyb Pycnoporus cinnabarius. Drobnoustrdj ten
hodowany w obecnos$ci glukozy i fosfolipidéw jako zrédta wegla, jest zdolny do
wydajnej biotransformacji kwasu ferulowego do waniliny [43].

W hodowlach z uzyciem wyizolowanego drobnoustroju Pseudomonas putida,
zastosowanie wysokiego stezenia kwasu ferulowego w ilosci ponad 1 g/l pozywki nie
wywotywato zahamowania wzrostu drobnoustrojéw. W tych warunkach kwas
ferulowy byt przetwarzany do waniliny, a nastgpnie do kwasu waniliowego w pozywce
glukozowej w ciagu 4,5 godz. [41]. Podobny wynik uzyskuje si¢ w hodowlach
grzybéw Streptomyces setoni, przy czym w tym przypadku wanilina nie jest
przetwarzana do kwasu waniliowego, lecz kumulowana po uzyskaniu granicznego
stezenia kwasu w pozywce. Przy zastosowaniu pozywki zawierajacej 8 g kwasu
ferulowego stezenie kwasu waniliowego osiagalo poziom 200 mg/l, podczas gdy
zawarto$¢ waniliny dochodzita do 3,8 g/l. Zahamowanie przetwarzania waniliny do
kwasu waniliowego i gromadzenie waniliny w pozywce uzyskiwano w przypadku
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zastosowania stezenia kwasu ferulowego od 4 do 10 g/l pozywki. Mozliwa droga
maksymalnego gromadzenia waniliny poprzez hamowanie jej przetwarzania do kwasu
waniliowego jest inhibicja dehydrogenazy waniliny. Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze
niektére drobnoustroje, np. S. sefonii dysponuja wyjatkowymi zdolno$ciami
metabolicznymi, dzigki czemu mozna uzyska¢ wysoka nadprodukcje waniliny z kwasu
ferulowego [41]. Wyniki tych badan jednoznacznie wskazuja na przydatno$¢ kwasu
ferulowego do wytwarzania waniliny na drodze biotechnologiczne;j.

Grzyb Sporotrichum thermophile jest zdolny do transformacji kwasu ferulowego
do kwasu waniliowego. Proces zachodzi poprzez degradacj¢ tancucha propionowego
i tworzenie 4-hydroksy-3-metoksystyrenu, ktéry w nastgpnej kolejnosci jest
przetwarzany do kwasu waniliowego. Ponadto nastgpuje nieoksydatywna
dekarboksylacja kwasu waniliowego i powstaje gwajakol. Biokonwersja kwasu
ferulowego do waniliowego jest uzalezniona od st¢zenia kwasu ferulowego jako
gtéwnego zrédta wegla w §rodowisku [48].

Wolne i immobilizowane hodowle bakterii Haematococcus pluvialis wykazuja
zdolno$¢ do biotransformacji kwasu ferulowego, aldehydu koniferylowego i kwasu p-
kumarowego do metabolitéw wywolujacych aromat waniliowy — waniliny, kwasu
waniliowego, alkoholu waniliowego, ponadto kwasu protokatechowego, p-
hydroksybenzoesowego i aldehydu p-hydroksybenzoesowego. Wyzsza biotransformacje
uzyskuje si¢ w przypadku szczepu immobilizowanego, wskazujac na przydatnosé
drobnoustroju do wytwarzania aromatéw spozywczych na drodze naturalnych
procesow [50].

Kwas  ferulowy moze  podlega¢  O-demetylacji pod  wplywem
wewnatrzkomoérkowej O-demetylazy produkowanej przez niektére szczepy bakterii,
np. Clostridium methoxybenzovorans SR3 i Enterobacter cloacae DG6, w wyniku
czego powstaje kwas kawowy [37]. Powstajacy kwas kawowy ma wyzsza aktywnos$¢
przeciwutleniajaca od kwasu ferulowego w wielu uktadach badawczych prowadzonych
in vitro, ze wzgledu na obecno$¢ dwoéch grup hydroksylowych. W badaniach in vivo
wskazuje si¢ na podwyzszenie aktywnosci antyoksydacyjnej plazmy krwi oraz
ochronne dziatanie kwasu kawowego w stosunku do o-tokoferolu oraz frakcji LDL
[42]. W badaniach in vitro kwas kawowy i dihydrokawowy skutecznie hamuja
utlenianie kwaséw ttuszczowych zawartych w ttuszczu zwierzecym i utlenianie frakceji
LDL wyizolowanych z plazmy krwi. Oba kwasy fenolowe skutecznie wiaza wolne
rodniki DPPH" [39]. Opisany proces biokonwersji kwasu ferulowego do kawowego
moze by¢ interesujacy ze wzgledu na pozyskiwanie silnego przeciwutleniacza ze
stosunkowo tanich zrédel, takich jak: otrgby pszenne, wystodki buraka cukrowego lub
wystodziny browarnicze. Enzym O-demetylaza nie ma zdolno$ci O-demetylacji kwasu
ferulowego potaczonego z dilugimi tancuchami arabinoksylanéw, wigc proces
konwersji kwasu ferulowego do kwasu kawowego musi by¢ poprzedzony
wczesniejszym jednoczesnym dziataniem esterazy kwasu ferulowego i endo-1,4--
ksylanazy [38].
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Podsumowanie

Prace badawcze dotyczace pozyskiwania kwasu ferulowego na drodze
enzymatycznej obrébki wystodzin, bedacych gtéwnym produktem ubocznym przy
produkcji piwa, sa liczne, za$ temat badawczy jest dobrze opracowany. Wystodziny sa
bogatym zrédtem kwasu ferulowego, naturalnego przeciwutleniacza, ktéry moze by¢
przeksztatcany do innych produktéw majacych zastosowanie w produkcji zywnosci.
Preparaty uzyskane po enzymatycznej obrébce wystodzin, charakteryzujace sig
wysoka zawarto$cia kwasu ferulowego w formie wolnej, jak i estrowej, moga
natomiast stanowi¢ dodatek do wybranych napojéw, podnoszac w spos6b naturalny
potencjal przeciwutleniajacy produktu.
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CHARACTERIZATION OF ARABINOXYLAN- DEGRADING MICROBIAL ENZYMES AND
THEIR ROLE IN RELEASE OF FERULIC ACID FROM BARLEY SPENT GRAIN

Summary

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.

Key words: ferulic acid, ferulic acid esterase, xylanase, acetyloesterase, barley spent grain, beer



