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Streszczenie

Inwertaza jest waznym enzymem powszechnie stosowanym w przemysle spozywczym, zwlaszcza
w cukiernictwie. Dostgpne na rynku preparaty inwertazy zawieraja enzym uzyskany z drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae w postaci ptynnej. Poszukiwanie nowych zrodel inwertazy oraz uzyskanie bardziej sta-
bilnych preparatow (proszkéw) moze korzystnie zwigkszy¢ oferte dla przemystu spozywczego. Do otrzy-
mania sproszkowanych preparatow enzymatycznych stosuje si¢ liofilizacje, suszenie fluidyzacyjne,
a nawet suszenie rozpytowe.

Celem pracy byta ocena procesu biosyntezy inwertazy z glicerolu przez genetycznie zmodyfikowany
polski szczep Yarrowia lipolytica oraz otrzymanie suszonego rozpytowo preparatu tego enzymu. Biosyn-
tez¢ enzymu wydzielanego przez drozdze prowadzono w trzech niezaleznych procesach bioreaktorowych
(H1, H2 i H3) z glicerolem jako glownym Zrodlem wegla. Z jednego bioreaktora uzyskano od 15926 do
40710 jednostek inwertazy (U) o aktywnosci wlasciwej 96,8 + 645,6 U/mg biatka. Do suszenia rozpyto-
wego przeznaczono 3690 ml zmieszanego ptynu pohodowlanego o aktywnosci wlasciwej wynoszacej
263,4 U/mg biatka. W procesie suszenia rozpylowego z dodatkiem 1 % metylocelulozy otrzymano
198,12 g proszku o aktywnosci wlasciwej 113,4 U/mg biatka. Inwertaza z Y. lipolytica w postaci proszku
wykazywata nizsze optimum pH i temperatury niz enzym natywny oraz byla bardziej termostabilna.
W zastosowanych warunkach suszenia rozpytowego inwertaza utracita 67 % aktywnosci i dlatego w dal-
szym postgpowaniu nalezy przeprowadzi¢ badania nad optymalizacja parametrow suszenia.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, inwertaza, suszenie rozpylowe, biosynteza

Wprowadzenie

Inwertaza wedlug migdzynarodowej klasyfikacji enzymdéw jest [-frukto-
furanozydazg (nazywang takze sacharaza, fruktohydrolazg czy beta-sukrazg) o nume-
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rze EC 3.2.1.26. Hydrolizuje sacharoz¢ — podstawowy energetyczny zapasowy mate-
riat ro$lin — do fruktozy i glukozy (rys. 1), a w odpowiednich warunkach prowadzi
takze syntez¢ polimerow fruktozowych (fruktanow), przytaczajac kolejne czgsteczki
fruktozy do powstajacego tancucha sacharydowego [1].

Rys. 1. Hydroliza sacharozy do glukozy i fruktozy przez inwertaze
Fig.1.  Hydrolysis of sucrose to glucose and fructose by invertase

Enzym ten jest szeroko rozpowszechniony w $wiecie, a jego fizjologiczne zna-
czenie wcigz jest badane [5]. Za najlepiej poznang inwertaze, zardwno pod wzgledem
budowy biatka, jak i ekspresji kodujacych ja genow, uwaza si¢ te pochodzaca z droz-
dzy Sacharomyces cerevisiae. Drozdze te wyposazone sg w geny kodujgce inwertaze,
znane pod ogdlng nazwa SUC, tworzace rozproszong rodzing szesciu reprezentantow:
SUC1-SUCS5 oraz SUC-7. Najwazniejszy z nich to gen SUC2, a efektem jego ekspres;ji
sg dwie formy biatka: wewnetrzna inwertaza glikozylowana zawieszona w cytozolu
oraz zewnetrzna nieglikozylowana umieszczona w przestrzeni periplazmatycznej
i wydzielana do srodowiska. Obie formy enzymu sa kodowane przez ten sam gen
(SUC2), ale proces translacji rozpoczyna si¢ z dwoch réznych kodonow starterowych
[3]. Zewnetrzna inwertaza otrzymuje dodatkowe dwa aminokwasy petnigce funkcje
sekwencji sygnatowej, ktore wspomagaja przedostanie si¢ biatka do przestrzeni peri-
plazmatycznej, gdzie ulega agregacji do tetrameru, heksameru lub oktameru, wszystkie
o tej samej aktywnosci enzymatycznej [21]. Gen SUC2 z S. cerevisiae wklonowano do
genomu innych drobnoustrojow, w tym nieckonwencjonalnych drozdzy Yarrowia
lipolytica [13, 26]. Taki zabieg umozliwia uzyskanie preparatu inwertazy z tanszych
substratow, np. glicerolu.

Inwertaza jest waznym enzymem powszechnie stosowanym w przemysle spo-
zywczym, zwlaszcza w cukiernictwie. Uzywana jest do produkcji nadziewanych po-
madek (likierowych, kremowych, §mietanowych), sztucznego miodu oraz syropu glu-
kozowo-frukozowego [6]. Dostepne na rynku preparaty inwertazy zawieraja enzym
z drozdzy S. cerevisiae w postaci ptynnej, jednak mozliwe jest stosowanie tych prepa-
ratow w postaci proszku. Sproszkowane preparaty enzymatyczne do celéw spozyw-
czych otrzymuje si¢ m.in. w procesach liofilizacji, suszenia fluidyzacyjnego czy susze-
nia rozpylowego.
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Suszenie rozpylowe, zwane inaczej suszeniem rozpryskowym, stosuje si¢ do
utrwalania zywno$ci, w produkcji polimerdw, proszkow metali, farmaceutykow oraz
preparatow enzymatycznych [16, 19, 28]. Ta metoda suszenia zmniejsza ilosci wody
zawartej w produkcie poprzez czynnik suszacy, jakim jest goragce powietrze (> 100 °C).
Suszenie rozpylowe byto stosowane juz w 1920 r. do suszenia mleka, a w latach 1938 -
1944 opracowano proces otrzymywania tg metoda kawy rozpuszczalnej [23, 24]. Go-
towy susz moze by¢ przechowywany nawet do kilku lat.

Celem niniejszej pracy byto uzyskanie suchego preparatu inwertazy z drozdzy
Yarrowia lipolytica jako alternatywnego enzymu na potrzeby przemystu spozywczego.

Material i metody badan

W badaniach uzywano szczepu drozdzy Yarrowia lipolytica A-101-B56-5,
otrzymanego na drodze genetycznej transformacji polskiego szczepu dzikiego Y. [i-
pobytica A-101 ekspresyjna kaseta drozdzowg zawierajaca gen SUC2 pod kontrola
promotora XPR2 [26]. W szczepie tym znajdujg sie dwa tandemowo powtdrzone geny
SucC2 [8].

Drozdze przeznaczone do zaszczepiania bioreaktora namnazano w podtozu inoku-
lacyjnym zawierajacym w 1 I: 50 g zrodta wegla (glukozy lub glicerolu), 1,5 g NH4CI,
1 g YE, 1 g peptonu oraz 0,03 g tiaminy. Hodowle inokulacyjne prowadzono w 50 ml
podtoza w kolbach o pojemnosci 250 ml w temp. 30 °C, przez 48 h, przy 170 rpm
w wytrzasarce G10 Gyrotary Shaker (Gyrotary, USA). Hodowle produkcyjne prowa-
dzono w bioreaktorze Biostat B Plus (o objetosci 5 1, Sartorius, Niemcy) w 2 | podloza,
przy czym w 1 1 podloza znajdowato si¢: 100 g glicerolu, 1,5 g NH4CI, 1 g MgSO,4 %
7H,0, 0,7 g KH,PO,, 0,3 g YE oraz 0,03 g tiaminy. Proces przebiegat w temp. 30 °C
przez 48 h, przy obrotach 800 rpm i napowietrzaniu — 0,36 vvm. Inokulum stanowito
10 %.

Podczas prowadzenia tych proceséw pobierano probki i oznaczano zawartos¢ gli-
cerolu, kwasu cytrynowego, arabitolu i mannitolu oraz oznaczano aktywnos$¢ inwerta-
zy 1 zawartos$¢ biatka zgodnie z metodyka opisang nizej. Hodowle prowadzono do wy-
czerpania glicerolu (zrodta wegla). Probki do badan pobierano co 10 h — szczegdlowy
czas ich pobierania podano na wykresach. Analizom poddawano ptyn pohodowlany
otrzymywany po odwirowaniu komoérek drozdzowych przy 4000 rpm przez 15 min
w wirdwce z chtodzeniem Sigma 3-16K (Polygen, Niemcy).

Dla poréwnania aktywnos$ci inwertazy produkowanej przez niekonwencjonalne
drozdze Y. lipolytica stosowano takze enzym z S. cerevisiae. Materialem wyj$ciowym
byt handlowy preparat drozdzy piekarskich, ktorego 100 g rozpuszczano w 1 10,1 M
roztworu sody oczyszczonej i inkubowano: w temp. 40 °C przez 24 h, a nastepnie
przez kolejne 24 h w temp. 4 °C. Po inkubacji prébke odwirowywano w wirdwce
z chtodzeniem Sigma 3-16K (Polygen, Niemcy) przy 5500 rpm przez 30 min i zagesz-
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czano przy uzyciu membrany o punkcie odcigcia 50-10° Da (Milipore Labscale TM
TFF System, Niemcy).

Plyn pohodowlany zmieszany z trzech proceséw bioreaktorowych (H1, H2 i H3)
0 objetosci 3690 ml poddano suszeniu. Do ptynu zawierajgcego inwertaze jako nosnik
dodano 1 % metylocelulozy w odniesieniu do suchej substancji. Proces suszenia rozpy-
towego prowadzono w suszarce Anhydro Lab 1 (Anhydro, Sgborg, Dania) w temp.
wlotowej 125 °C 1 wylotowej — 75 °C, przy szybko$ci podawania preparatu wynoszacej
35 ml/min, czyli 2100 ml/h i ci$nieniu w dyszy — 1,5 atm.

Biatko oznaczano kolorymetryczng metodg Lowry’ego [10]. Oznaczanie aktyw-
nosci inwertazy polegato na pomiarze uwolnionych cukréw redukujacych z uzyciem
odczynnika DNS [17]. Jednostkg enzymatyczng inwertazy wyrazano jako ilo§¢ enzymu
uwalniajacg 1 pmol cukru redukujacego w ciggu 1 min, w okreslonych warunkach
reakcji. Substratem byta sacharoza (0,1 M roztwor w wodzie destylowanej), reakcje
prowadzono w 0,1 M buforze octanowym o pH 4,5. Do wyznaczenia optimum pH
zastosowano 0,1 M bufor octanowy (zakres kwasny) oraz 0,1 M bufor Tris-HCI (za-
kres zasadowy).

Zawarto$¢ glicerolu, kwasu cytrynowego oraz arabitolu i mannitolu (jako $lado-
wych metabolitow) oznaczano metoda HPLC przy uzyciu chromatografu (Becman
Gold System, USA) z kolumna Aminex HPX87H podlgczona do detektora UV
(210 nm) oraz refraktometru (RI). Rozdziat prowadzono w temp. 20 + 1 °C z 20 mM
H,SO, jako eluentem podawanym z szybkos$cia 0,6 ml/min [8, 9].

Wiyniki i dyskusja
Proces biosyntezy inwertazy

Biosynteza inwertazy przez Y. lipolytica A-101-B56-5 w trzech hodowlach biore-
aktorowych (H1, H2 i H3) przebiegata z podobna dynamika do 30. godziny procesu,
pomimo ze w procesie H1 oraz H3 zastosowano inokulum przygotowane w podiozu
z glicerolem, a w H2 — w podtozu z glukoza. Po tym czasie w procesiec H1 nastapit
gwaltowny przyrost aktywnosci, czego nie obserwowano w dwoch pozostatych proce-
sach (rys. 2). Aktywnos$¢ catkowita inwertazy ptynu pohodowlanego H1 wynosila
40709,9 U i byla prawie siedmiokrotnie wyzsza niz w procesie H2 (5216,1 U) oraz
ponad dwukrotnie wyzsza niz w procesie H3 (15 925,9 U). Wydajnos$¢ biosyntezy
inwertazy w odniesieniu do zastosowanego substratu wynosita: 428,5 U/g (H1),
69,5U/g (H2) i 177 U/g (H3), a w odniesieniu do biomasy: 1929,4 U/g (H1),
427,5 U/g (H2) 1 1197,4 U/g (H3).

Catkowita zawarto$¢ bialka w ptynie pohodowlanym tych proceséw byta naj-
wigksza w 20. godzinie i wynosita 80 + 140 mg. Po zakonczeniu procesow catkowita
zawarto$¢ biatka w plynach pohodowlanych byta mniejsza, wynosita 56 +~ 62 mg. Na
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podstawie wartosci aktywnos$ci oraz zawarto$ci biatka obliczono aktywnos$¢ wtasciwag
poszczegblnych prob w czasie procesOw. Najwyzsza aktywno$¢ wilasciwg inwertazy
stwierdzono w ptynie pohodowlanym H1 (645,62 U/mg biatka), ponad dwukrotnie
wyzszg niz w procesie H3 (243,97 U/mg biatka) i ponad sze$ciokrotnie wyzsza niz
w H2 (96,79 U/mg biatka). Jednoczesnie w pltynach pohodowlanych otrzymano kwas
cytrynowy. Przebieg biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep Y. lipolytica A-101-
B56-5 sledzono na podstawie przyrostu stezenia metabolitow i biomasy oraz ubytku
substratu (rys. 3).
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Rys. 2. Aktywno$¢ inwertazy w ptynie po hodowlach: H1, H2 i H3
Fig. 2. Activity of invertase in post-culture liquids in: H1, H2 and H3

Zaobserwowana roznica szybkosci wykorzystania glicerolu mogta by¢ zwigzana
z tym, ze inokula byly przygotowywane w oddzielnych partiach i r6znily si¢ Zzrodtem
wegla. W procesie H1 oraz H3 zastosowano inokulum przygotowane w podtozu z gli-
cerolem, a w H2 — w podtozu z glukozg. Przyrost biomasy w procesie H1 byt bardziej
dynamiczny szczegolnie po 30 h i ostatecznie doprowadzit do uzyskania prawie dwa
razy wigkszego plonu biomasy niz w H2 i H3. Pomimo r6znic pod wzgledem zawarto-
$ci biomasy 1 szybkosci wykorzystania glicerolu w hodowlach H1 i H2 uzyskano po-
dobne stezenie kwasu cytrynowego i pozostatych metabolitow. W procesie H3 uzyska-
no najwyzsze stezenie kwasu cytrynowego (84 g/l), prawie o 27 % wyzsze niz
w pozostatych dwoch hodowlach. Tak duzej réznicy nie obserwowano podczas po-
rownania réwnan opisujacych proces biosyntezy cytrynianu (rys. 3). ROwnania opisu-
jace przyrost kwasu w czasie sg bardzo podobne i w warunkach jego biosyntezy
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Objasnienia / Explanatory notes:

X — biomasa / biomass, GLC — glicerol / glycerol, ARA — arabitol / arabitol, MAN — mannitol / mannitol,
KC — cytrynian / citrate.

Rys. 3. Stezenie glicerolu i metabolitow, w tym kwasu cytrynowego, podczas procesow H1, H2 i H3
Fig. 3.  Concentration of glycerol and metabolites including citric acid during H1, H2 and H3 processes
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z glicerolu przez szczep Y. lipolytica A-101-B56-5 mozna przyjaé, ze przyrost jest
liniowy zgodny z rownaniem y = 1,095x, gdzie: y — stezenie cytrynianu, X — czas. Za-
nieczyszczenie pozostalymi metabolitami bylo mate i sumarycznie nie przekraczato
20 g/l w kazdym z proceséw. Ptyny pohodowlane z procesow H1 (1 1), H2 (1 1) i H3
(2,2 1) zmieszano i otrzymano 4200 ml preparatu zawierajgcego inwertazg, bialko
i kwas cytrynowy. Sumaryczna zawarto$¢ inwertazy wynosita 35196 U, bialka —
133,6 mg, a kwasu cytrynowego — 294 g. Zmieszany ptyn pohodowlany cechowala
aktywnos$¢ wlasciwa inwertazy wynoszaca 263,44 U/mg bialka.

Proces suszenia rozpylowego

Do suszenia rozpylowego pobrano 3690 ml zmieszanego ptynu pohodowlanego
zawierajagcego 30922,2 U inwertazy, 117,38 mg biatka oraz 277 g cytrynianu. W pro-
cesie suszenia, do ktorego dodano metyloceluloze w ilosci 36,9 g, otrzymano 198,12 g
proszku. Okoto 161 g proszku pochodzilo z zawartych w ptynie metabolitow (kwasu
cytrynowego 1 innych substancji oraz wydzielonych biatek). Na podstawie ilosci
otrzymanego proszku i ilosci kwasu cytrynowego zawartego w zmieszanym plynie
nalezy zwroci¢ uwage na utrat¢ podczas suszenia prawie 50 % kwasu.

W otrzymanym proszku oznaczono aktywno$¢ inwertazy. W tym celu nawazono
5 probek o masie 50 mg kazda, a nastepnie rozpuszczono w 1 ml wody i przeprowa-
dzono analiz¢. Otrzymane wyniki przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Aktywnos¢ inwertazy w probkach suszonego preparatu inwertazy
Table 1. Activity of invertase in samples of spray-dried invertase preparation

o Aktywno$¢ inwertazy / Activity of invertase
Nr probki -
Sample No. U] [U/mg blalkaJ [U/g proszku]
[U/mg of protein] [U/g of powder]
1 8 052,98 78,68 40,647
2 13 690,46 133,76 69,10
3 13 287,25 129,82 67,07
4 13 518,94 132,09 68,24
5 9457,94 92,41 47,74
X+SD 11 601,51 +£2 649,00 113,35 +£25,88 58,56 £ 13,37

Objasnienia / Explanatory notes:
X — warto$é $rednia / mean value, SD — odchylenie standardowe / standard deviation.

Odchylenie standardowe pomiarow bylo bliskie 23 %, ale odzyskana aktywnos¢
inwertazy wynosita 11601,51 U, czyli 33 %. Aktywnos$¢ wlasciwa potaczonych pty-
néw pohodowlanych wyniosta 263,44 U/mg biatka, a preparatu suszonego —
113,35 U/mg bialka. WartoSci te sg zatem wzajemnie zgodne, gdyz w przeliczeniu
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odzyskano 87,3 % wprowadzonej ilo$ci biatka. Zawarto$¢ biatka w suszonym prepara-
cie wynosita 0,517 mg/g proszku, co sumarycznie stanowi 102,43 mg ze 117,38 mg
poddanych suszeniu. Swiadczy to jednoznacznie o utracie aktywnosci inwertazy pod-
czas suszenia rozpylowego.

Charakterystyka suszonego preparatu inwertazy

Optimum pH enzymu w ptynie (EL) oraz enzymu w proszku (EP) zawierato si¢
w zakresie pH kwasnego, chociaz wartosci nieznacznie si¢ roznity. Optymalne dla EP
bylo pH 3,5 a dla EL — pH 4,5 (rys. 4a). Jeszcze wigkszg rdznice zaobserwowano pod
wzglgdem optymalnej temperatury hydrolizy sacharozy przez preparaty inwertazy.
Optimum temperatury EL wynosito 60 °C, a EP — 45 °C, czyli byto zdecydowanie niz-
sze (rys. 4b). W obu przypadkach w temp. 65 °C obserwowano niska aktywnos¢ inwer-
tazy, ponizej 10 % warto$ci optymalnej. Termostabilno$¢ inwertazy w obu preparatach
byta podobna w temp. 20 oraz 40 °C. Inwertaza nie tracita aktywnos$ci podczas
3-godzinnego przetrzymywania w tych warunkach. Natomiast w temp. 60 °C enzym
w proszku byt bardziej stabilny. Po 2 h inkubacji jego aktywno$¢ byla dwa razy wyz-
sza niz w preparacie ptynnym.

Trzy procesy (H1, H2 i H3) biosyntezy inwertazy przez szczep Y. lipolytica
A-101-B56-5 przeprowadzono w dwoch wariantach réznigcych sie inokulum. We
wszystkich wariantach w bioreaktorze uzytym zroédtem wegla byt glicerol, podczas gdy
w hodowli inokularnej wykorzystano glicerol (H1 oraz H3) lub glukoz¢ (H2). Glukoza
zastosowana w hodowli inokularnej procesu H2 (i obecna jeszcze na poczatku kultury
w bioreaktorze) mogta by¢ przyczyng uzyskania najmniejszej aktywnos$ci inwertazy
(2,61 U/ml). Niskg aktywno$¢ inwertazy obserwowali takze Zubrowski i wsp. [29]
po uzyciu sacharozy do biosyntezy inwertazy. Pomimo zastosowania tego samego
szczepu drozdzy Y. lipolytica uzyskana aktywno$¢ ptynéw pohodowlanych byta kilka-
krotnie nizsza (0,063 U/ml). Po zastosowaniu optymalizowanych podtozy z sacharoza
aktywno$¢ inwertazy byla natomiast kilkakrotnie wigksza, wynosita od 1,75 do
14 U/ml [9]. W procesach badanych w niniejszej pracy i prowadzonych wytacznie
w obecnosci glicerolu uzyskano podobng aktywnos$¢ inwertazy wynoszacg 8,0 U/ml
(H3) 120,35 U/ml (H1), a w przeliczeniu na 1 1 - 8 + 20 tysigcy U. Zatem glicerol jako
tanie 1 odpadowe zrodto wegla moze rowniez by¢ wykorzystany do biosyntezy ze-
wnatrzkomorkowej inwertazy wydzielanej przez genetycznie zmodyfikowany szczep
Y. lipolytica A-101-B56-5. Uzyskana ilo$¢ enzymu jest pordéwnywalna do ilosci enzy-
mu otrzymywanego z innych zrodet. Oyedeji i wsp. [14] w hodowli ze skorka z anana-
sa jako tanim substratem i przy uzyciu grzybow Aspergillus niger IBK1 uzyskali zbli-
zong zawartos¢ inwertazy. Prawie 10 razy wyzsza aktywnos$¢ inwertazy wykazali
natomiast Qureshi i wsp. [15] w doswiadczeniu z drozdzami S. cerevisiae Angel.
W hodowli wytrzasanej w medium z syropem daktylowym szczep wydzielit inwertaze
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w ilosci 190000 U/L. Jest to najwyzsza wartos¢ odnotowana podczas biosyntezy zew-
natrzkomoérkowej inwertazy.
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Dodatkowym atutem prowadzonych proceséw z udziatem Y. lipolytica jest jedno-
czesna biosynteza kwasu cytrynowego. We wszystkich trzech procesach uzyskano
cytrynian w znacznych ilosciach — 64 + 84 g/l. Szybkos$¢ biosyntezy tego kwasu tez
byla duza, w zakresie 1 + 1,3 g/l/h, a szybkos¢ wtasciwa — 0,064 + 0,091 g/g/h (w prze-
liczeniu na biomase). Duza tez byta wydajnos$¢ z substratu, wynosita 93 %. Podobne
wyniki dotyczace gromadzenia kwasu cytrynowego w podtozu z glicerolem lub sacha-
rozg otrzymali Lazar i wsp. [8, 9], Rymowicz i wsp. [20] oraz Morgunov i wsp. [12].
Najwigksze stezenie cytrynianu nagromadzanego przez ten gatunek drozdzy uzyskali
Rakicka i wsp. [18].

Po poréwnaniu wynikow uzyskanych w badaniach wtasnych z wynikami innych
naukowcow mozna wnioskowac o celowosci wykorzystania glicerolu jako zrodlo we-
gla w hodowli drozdzy Y. lipolytica A-101-B56-5 ukierunkowanej na jednoczesng
produkcje kwasu cytrynowego i inwertazy. Dodatkowym atutem hodowli na glicerolu
jest brak pozostatosci cukrow redukujacych, istotnie interferujacych z pomiarem ak-
tywnosci enzymu oraz z suszeniem.

Kolejnym etapem pracy bylo suszenie rozpytowe plynu zawierajgcego inwertaze
z uzyciem no$nika w postaci metylocelulozy. Wykazano zmniejszenie aktywnos$ci
enzymu siegajace 67 % wobec ptynu pohodowlanego z jednoczesnym odzyskiem biat-
ka na poziomie 87,3 %. Obnizenie aktywnosci enzymu odnotowali rowniez Yoshii
i wsp. [27], ktorzy w badaniach prowadzonych nad suszeniem rozpytowym dehydro-
genazy alkoholowej uznali warto$¢ temperatury wlotowej i wylotowej za wazny czyn-
nik zachowania aktywnosci enzymu. Podczas podwyzszania temperatury powietrza
wlotowego z 70 do 83 °C odnotowali 40-procentowe obnizenie aktywnos$ci enzyma-
tycznej. Samborska i wsp. [22] podczas suszenia o-amylazy otrzymanej z grzybow
Aspergillus oryzae przy zastosowaniu przepltywy 0,8 i 1,2 ml/s oraz temp. 200 °C uzy-
skali wzrost aktywno$ci enzymu. Po zastosowaniu tej samej temperatury, ale przy
zmniejszeniu szybko$ci podawania plynu uzyskano preparat o nizszej aktywnosci.
Najprawdopodobniej bylo to spowodowane dtuzszym czasem oddziatywania wysokiej
temperatury na enzym, przy zwigkszonej szybkosci czas ten byt krotszy. Inaczej do
badan nad suszeniem rozpytowym enzyméw podeszli Miliqvist-Fureby 1 wsp. [11],
ktorzy jako gtowng zmienng wybrali no$nik enzymu. Zmieszali trypsyn¢ z réznymi
weglowodanami: laktoza, sacharoza, mannitolem, a-cyklodekstryng i dekstryng, a na-
stepnie poddali mieszaniny suszeniu rozpylowemu. Sacharoza i mannitol okazaty si¢
mniej wydajne niz pozostale weglowodany, jednak nawet w najmniej korzystnym
przypadku aktywno$¢ resztkowa trypsyny wynosita ponad 80 %. Ponadto stwierdzono
silng akumulacj¢ biatka na powierzchni weglowodanow, ktorg mozna kontrolowaé
poprzez dodatek niejonowego srodka powierzchniowo czynnego. Jak wynika z powyz-
szych badan, jest wiele czynnikéw majacych wptyw na utrzymanie badz zwickszenie
aktywnosci enzymatycznej wysuszonych preparatow. Powodem utraty aktywnosSci
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inwertazy w badaniach wlasnych moze by¢ zle dobrana temperatura procesu lub uzycie
nicodpowiedniego nosnika. Moze to by¢ tez specyfika enzymu. Lipaza z drozdzy
Y. lipolytica nie tracita aktywnos$ci enzymatycznej podczas suszenia rozpytowego w
identycznych warunkach (dane niepublikowane). Parametry procesu, takie jak: tempe-
ratura powietrza wlatujgcego 1 wylatujacego, intensywnos¢ podawania surowca do
rozpylacza oraz ci$nienie powietrza w rozpylaczu majg wplyw na jako$¢ koncowego
produktu. W celu uzyskania bardziej korzystnych witasciwosci suszonych proszkow,
proces mozna poddawa¢ modyfikacji, np. zmienia¢ temperature suszenia badz pred-
ko$¢ podawania surowca do komory suszacej [24].

Suszony preparat inwertazy zbadano w celu wyznaczenia optimum pH, tempera-
tury oraz stabilno$ci biatka. Najwyzsza aktywno$¢ enzymatyczng suchego preparatu
wykazano w pH 3,5, a ptynnego — w pH 4,5. Enzym badany w niniejszej pracy zali-
czany jest do kwasnych inwertaz o optimum pH w zakresie 3,5 = 5. Odrgbna grupg sa
inwertazy zasadowe badz neutralne. Badacze obecnie poszukuja zupetnie innych zro-
del inwertazy. Ciekawym przykladem jest inwertaza, ktorg uzyskali Guo i1 wsp. [7]
z jedwabnika morwowego (Bombyx mori). Maksymalng aktywno$¢ inwertazy o nazwie
Bmsucl obserwowano w pH 7 i pH 8, przy czym zauwazono wyzsza wrazliwos¢ en-
zymu na wzrost pH powyzej wartosci optymalnej niz przy przej$ciu do bardziej kwa-
$nego srodowiska.

Optymalna temperatura aktywnos$ci inwertazy zawartej w suszonym preparacie
wyniosta 45 °C, a plynnego enzymu — 55 °C. Odwrotne wyniki otrzymali Danisman
i wsp. [4] podczas badan nad kowalencyjnie unieruchomiong na membranie (pHEMA-
GMA) inwertaza pozyskana z grzybow Aspergillus niger. Badacze okreslili optimum
temperatury aktywnos$ci inwertazy immobilizowanej na poziomie 55 °C, a w przypad-
ku wolnego enzymu — 45 °C. W przypadku rozpylowo suszonego preparatu inwertazy
W niniejszej pracy uzyskano podobne wyniki do tych, ktore wykazali Bayramoglu
iwsp. [2] w badaniach nad enzymem immobilizowanym na nanoczastkach magne-
tycznych. Unieruchomiona forma enzymu okazata si¢ rowniez bardziej stabilna
w wyzszej temperaturze niz jej wolny odpowiednik. Aktywnos$¢ inwertazy zawartej
w proszku (otrzymanym w wyniku suszenia rozpylowego) i przetrzymywanej przez
2 h w temp. 65 °C wynosita prawie 20 %, a wolnej inwertazy — niecate 10 % wyjscio-
wej aktywnos$ci. Badania enzymu immobilizowanego na montmorylonicie K-10 podje-
li Sanjay i Sugunan [25]. Unieruchomienie enzymu poprzez wigzania kowalencyjne na
nos$niku poprawito jego stabilnos¢ termiczng. Tak zwigzana inwertaza wykazywata
aktywnos$¢ na poziomie 70 %, podczas gdy wolny enzym po pottorej godziny wyka-
zywat jedynie 10 % poczatkowej aktywnosci. Niestety takiej poprawy termostabilno$ci
inwertazy nie obserwowano w badaniach wiasnych w odniesieniu do suszonego rozpy-
lowo preparatu enzymu z Y. lipolytica. Zwigkszenie termostabilnos$ci enzymu wymaga
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dalszych badan nad optymalizacjg parametrow suszenia. Badania te moglyby tez przy-
czyni¢ si¢ do zwigkszenia wydajnosci suszenia.

Whioski

1.

(6]

[7]

[10]

(1]

Glicerol jako tanie i odpadowe zroédto wegla moze byé uzyty do biosyntezy ze-
wnatrzkomérkowej inwertazy wydzielanej przez genetycznie zmodyfikowany
szczep Y. lipolytica A-101-B56-5.

Po zastosowaniu suszenia rozpytowego uzyskano inwertaz¢ wykazujacg podwyz-
szong termostabilno$¢, nizsze optimum temperatury i pH.

W celu otrzymania preparatu sproszkowanej inwertazy o wyzszej aktywnos$ci nale-
zy zoptymalizowaé parametry procesu suszenia rozpylowego.
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BIOSYNTHESIS AND SPRAY-DRYING OF INVERTASE FROM YARROWIA LIPOLYTICA
Summary

Invertase is an important enzyme commonly used in the food industry, especially in the confectioners’
trade. Invertase preparations available on the market contain the enzyme from the yeast Saccharomyces
cerevisiae in a liquid form. The search for new sources of invertase and the obtainment of more stable
preparations (powders) may favourably increase the offer for the food industry. Lyophilisation, fluid bed
drying and even spray-drying are used to obtain powdered enzyme preparations.

The objective of the research study was to evaluate the process of invertase biosynthesis by a geneti-
cally modified Polish Yarrowia lipolytica strain from glycerol and to produce a powder of this enzyme by
spray-drying. The biosynthesis of the enzyme secreted by yeast was conducted in three independent biore-
actor cultures (H1, H2 and H3) with glycerol as the main carbon source. In one bioreactor culture there
were obtained 15926 to 40710 invertase units (U) of a specific activity ranging 96.8 + 645.6 U/mg of
protein. For spray-drying 3690 ml of mixed post-culture liquid was used; its specific activity was
263.4 U/mg of protein. During spray-drying with 1 % of methylcellulose added 198.12 g of powder was
collected and its specific activity was 113.4 U/mg of protein. The powdered invertase from Y. lipolytica
had lower pH and temperature optima than the native enzyme and was more thermostable. Under the
applied conditions of spray-drying the invertase lost 67 % of the activity, thus further research should be
conducted into the optimisation of spray-drying parameters.

Key words: Yarrowia lipolytica, invertase, spray-drying, biosynthesis
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