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DOMINIK SZWAJGIER, ZDZIS AW TARGO SKiI

CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW POCHODZENIA
MIKROBIOLOGICZNEGO BIOR CYCH UDZIA W DEGRADACIJI
ARABINOKSYLANOW | ICH ROLA W POZYSKIWANIU KWASU

FERULOWEGO ZWYS ODZIN PIWOWARSKICH

Streszczenie

Celem pracy by o scharakteryzowanie enzymoéw pochodzenia bakteryjnego i grzybowego bior cych
udzia w degradacji arabinoksylanéw. W szczegdlno ci scharakteryzowano esterazy kwasu ferulowego,
ksylanazy i acetyloesterazy. Przedstawiono stan bada nad pozyskiwaniem kwasu ferulowego z
wys odzin piwowarskich i innych materia 6w ro linnych, po zastosowaniu oczyszczonych enzyméw lub
preparatdw  enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Wysodziny piwowarskie s
najcenniejszym produktem odpadowym przemysu piwowarskiego, bogatym w cenne sk adniki

ywieniowe, np. biako, b onnik pokarmowy i kwasy t uszczowe. Kwas ferulowy jest naturalnym, silnym

przeciwutleniaczem wyst puj cym pospolicie w ziarniakach ro lin Graminaceae i w produktach
ubocznych przemys u piwowarskiego — w wys odzinach piwowarskich. Mo e by on przekszta cany na
drodze mikrobiologicznej do innych zwi zkéw wykorzystywanych przemys owo, np. przeciwutleniacza
kwasu kawowego lub waniliny, cenionego zwi zku aromatycznego ywno ci.

Sowa kluczowe: kwas ferulowy, esteraza kwasu ferulowego, ksylanaza, acetyloesteraza, wys odziny,
piwo

Wst p

Wys odziny powstaj ce w czasie zacierania sodu s nacennigjszym ubocznym
produktem przemysu piwowarskiego. Od wielu lat trwaj prace nad ich
przemys owym wykorzystaniem. Materia ten zawiera cenne sk adniki  ywieniowe,
takie jak bia ko, b onnik pokarmowy i kwasy t uszczowe. Przeci tny sk ad wys odzin,
w odniesieniu do suchej masy, jest nast puj cy: 20-30% arabinoksylanow, ok. 44%
innych polisacharydéw nieskrobiowych i ok. 24% biaka. Inne sk adniki wys odzin
wyst puj ce w mnigjszych ilo ciach to: celuloza (17%), lipidy (6%), ligniny (4%),
zwi zki mineralne i niewielkie ilo ci skrobi (< 2%) [1]. Podany przeci tny sk ad
wys odzin jest zmienny i zale ny m.in. od przebiegu procesu zacierania sodu i od
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gatunku s odu [53]. Arabinoksylany wyst puj ce w wys odzinach wyst puj w formie
a cuchéw b-1,4-ksylanopiranozowych, w ktérych reszty ksylozowe podstawione s
przez reszty arabinozowe w pozycji C2 (oko 0 17% reszt ksylopiranozowych), C3 (7%
reszt ksylopiranozowych) lub te w obu pozycjach (okoo 16% reszt
ksylopiranozowych). Wi kszo reszt a-L-arabinofuranozowych wyst puje w formie
monomerowych a cuchoéw bocznych, podczas gdy niewielkaich liczba tworzy krétkie
a cuchy boczne wedug 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 wys odzinach wynosi oko o 0,32% suchej
masy. Od wielu lat poszukuje si jak najlepszych i ngjwydajniejszych sposobdéw na
zagospodarowanie przemys owe wys odzin. Wynikiem tych prac jest du a liczba
patentébw dotycz cych te problematyki. Wa nym sposobem zagospodarowania
wys odzin jest wykorzystywanie ich jako paszy [44]. Inne kierunki zagospodarowania
to wytwarzanie z wysodzin preparatdbw od ywczych o du g zawarto ci
przyswajanego bia ka[31, 32, 33] oraz wytwarzanie biogazu [16].

Celem przegl du by o przedstawienie stanu bada nad pozyskiwaniem kwasu
ferulowego z wys odzin piwowarskich po zastosowaniu oczyszczonych enzyméw lub
preparatOw  enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego, jak réwnie
scharakteryzowanie enzyméw grzybowych i bakteryjnych wykazuj cych aktywno
hydrolityczn w stosunku do polisacharyddw nieskrobiowych.

Charakterystyka enzymow pochodzenia mikrobiologicznego bior cych udzia
w degradacji polisacharyddw nieskrobiowych

W wielu pracach badawczych, w ci gu ostatnich kilkudzies ciu lat,
scharakteryzowano aktywno esterazy kwasu ferulowego, acetyloesterazy i ksylanazy
produkowanych przez szczepy r6 nych drobnoustrojow. Wymienione enzymy s
wytwarzane przez drobnoustroje w celu degradacji hemiceluloz wchodz cych w sk ad

cian komérkowych ro lin wy szych. Esterazy pochodzenia mikrobiologicznego
zwi kszgj stopie degradacji g éwnych a cuchéw polisacharydowych ciany
komorkowej poprzez usuwanie bocznych grup, ktore chroni dost p do a cucha
g éwnego.

Zastosowanie oczyszczongj ksylanazy lub esterazy kwasu ferulowego w czasie
przerobu wys odzin wi e s ze znacznie podwy szonymi kosztami. Wykorzystanie
mikrobiologicznych preparatow enzymatycznych o wielokierunkowej aktywno ci
w stosunku do frakcji hemicelulozowych umo liwia obni enie kosztow ich utylizacji
i uzyskiwania cennych p6 produktéw wykorzystywanych przemysowo, takich jak
kwas ferulowy [6]. Przyk adowo, badano zdolno  preparatéw enzymatyczych
Ultraflo, Viscozyme, Termamyl i Lalzyme do uwalniania kwasu ferulowego
i kumarowego z wysodzin piwowarskich [8]. Spo rdd czterech wymienionych
preparatdw enzymatycznych, jedynie preparat Termamyl nie wykazywa aktywno ci
esterazy kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo ngjskutecznigy uwania 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 ca kowiteg] zawarto ci tych kwasow
w wys odzinach poddanych do wiadczeniu. Preparaty Viscozyme i Lallzyme uwolni y
w tych samych warunkach odpowiednio 33 i 55% kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo
L, przejawig cy g ownie aktywno b-glukanazy oraz wiele pobocznych aktywno ci
hemicelulaz produkowanych przez Humicola insolens wykazywa aktywno esterazy
kwasu ferulowego w stosunku do metylowych pochodnych kwasu cynamonowego
i mia zdolno uwalniania 65% kwasu ferulowego obecnego w formie monomeru oraz
trzech form kwasu dehydrodiferulowego z wysodzin browarniczych [23].
Zastosowanie preparatu Ultraflo L nie wykazuj cego aktywno ci esterazy kwasu
ferulowego znacznie podnosi 0 zdolno  (z 23 do 47%) oczyszczonej esterazy kwasu
ferulowego wyprodukowanej przez grzyby Aspergillus niger do uwalniania kwasu
ferulowego z mota browarniczego, zw aszcza w formie 8,5-benzofuranowse.
Wsp6 dzia anie preparatu Ultraflo L i esterazy kwasu ferulowego nie powodowa o
uwolnienia ca g zawarto ci kwasu ferulowego z wi za estrowych, co sugeruje, e do
uwolnienia dimerowych form kwasu ferulowego w arabinoksylanach z wys odzin
piwowarskich niezb dny jest kompleks enzymatyczny o bogatej aktywno ci hydrolaz.
Mo liwetak e, enale y zwi kszy dost pno enzymdw do reszt kwasu ferulowego,
rozmieszczonych w a cuchu polisacharydow nieskrobiowych. W innych badaniach
wykorzystywano 9 handlowych preparatow enzymatycznych firmy Novo Nordisk
w celu uwalniania kwasu ferulowego, ramnozy, arabinozy i kwasu galakturonowego z
wys odkéw buraczanych [38]. Preparaty enzymatyczne, wytworzone przy u yciu
szczepdw z gatunkow Aspergillus: aculeatus, niger, oryzae oraz rodzaju Trichoderma,
wykazyway aktywno ci hydrolityczne w stosunku do frakcji pektyn, ksylandw,
celulozy, b-glukanéw, hemiceluloz i arabinanébw zawartych w wys odkach
buraczanych. Preparat enzymatyczny SP 342 uwalnia kwas ferulowy w formie wolnegj
w pierwszych etapach procesu, podczas gdy w nast pnych godzinach procesu uwahia
kwas ferulowy w formie estrow z sacharydami. Dwa inne preparaty enzymatyczne
onazwach Glucanex i SP 506 uwaniay wolny kwas ferulowy, za pozostae
6 preparatdw enzymatycznych nie uwaniao kwasu ferulowego w formie wolng.
Wszystkie preparaty enzymatyczne by y zdolne do zwi kszenia st enia w roztworze
kwasu ferulowego zwi zanego z sacharydami, przy czym nawy sz aktywno ci

charakteryzoway s preparaty SP 584, SP 585 i SP 342, przy czym preparat SP 584
uwania w formie wolng oko 0 43% ca kowitgl zawarto ci kwasu ferulowego. Preparat
Pektolase LM uwania ngpierw zwi zany estrowo kwas ferulowy, anast pnie wolny
kwas ferulowy. Preparat SP 342 powodowa jednoczesny wzrost st enia wolnego i
zwi zanego kwasu ferulowego w mieszaninie inkubacyjnej, co wiadczy o o zdolno ci
enzymow zawartych w tym preparacie do degradacji a cuchow pektynowych w
formie natywnej. Preparat enzymatyczny SP 342 nie by jednak zdolny do uwalniania
kwasu ferulowego z niskocz steczkowych substratbw powstaych po dziaaniu
preparatow SP 584 i SP 585. Preparat enzymatyczny SP 584 wykaza ponadto
zdolno do uwalniania dehydrodimeréw kwasu fenolowego. Wyniki przedstawionych



8 Dominik Sawajgier, Zdzis aw Targo ski

do wiadcze wiadcz omo liwo ci wykorzystania opisanych grzybowych preparatow
enzymatycznych w celu uwalniania kwasu ferulowego w formie po cze z estrami z
wys odzin piwowarskich.

W badaniach nad uwalnianiem kwasu ferulowego z wys odzin [14] uzyskano
wysokie st enie kwasu ferulowego w roztworze, s gg ce 1,712g w 1kgsm.
wys 0dzin, co stanowi 0 80% ca kowitej zawarto ci kwasu ferulowego w wys odzinach
u ytych do bada . Autorzy podkre lili, e najlepsze rezultaty osi gni to przy u yciu
preparatu enzymatycznego Ultraflo L. Maceracja wysodzin za pomoc wodnych
roztworéw etanolu nie zwi ksza a stopnia uwalniania kwasu ferulowego z wys odzin,
za autorzy stwierdzili, e mo liwe jest uwolnienie nawet do 80% cakowitg
zawarto c¢i kwasu ferulowego z wys odzin bez stosowania etapdw przygotowawczych
m 6ta. W innych pracach tak e szczegd owo opisano wspo prac  ksylanazy z grzyba
rodzaju Trichoderma i esterazy kwasu ferulowego ze szczepu A. niger w uwalnianiu
kwasu ferulowego w formie wolngj z otr b zbo owych i odpadéw buraka cukrowego
bogatych w hemicelulozy [22]. Podatno  arabinoksylanbw na degradacj pod
wp ywem egzogennej, oczyszczonej endo-b-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 oko o 0,4, cz steczki arabinoksylanéw ulegaj
atwo hydrolizie, je li natomiast wynos 0,9 zachodzi bardzo ograniczona degradacja.
Naey podkreli , e w obu przypadkach, niezale nie od omawianego stosunku
arabinoza : ksyloza, powstg podobne  krétko a cuchowe  fragmenty
oligoarabinoksylanéw.  Wyniki  metylacji  krotko a cuchowych  fragmentow
oligoarabinoksylanow wskazuj , e 55% reszt ksylopiranozowych w j czmieniu oraz
65% reszt ksylopiranozowych w sodzie wyst puje w po czeniach z resztami
arabinofuranozowymi [54]. W poréwnaniu z arabinoksylanami j czmienia i s odu,
ktére nie zostay poddane dziaaniu endoksylanazy, uzyskane oligoarabinoksylany
charakteryzoway s wy szym stopniem podstawienia reszt ksylopiranozowych przez
arabinofuranoz  w pozycji O-2 i0-2,3. Powtdrna inkubacja otrzymanych
oligoarabinoksylanbw z endoksylanaz wyprodukowan przez grzyby Aspergillus
awamori nie wywo ywa a dalszej hydrolizy cz steczek. Mo e to wskazywa na fakt
odcinaniadost pudo a cuchow oligoksylopiranozowych przez obecno  du g liczby
przy czonych reszt arabinofuranozowych i mo liwel obecno ci reszt kwasu
ferulowego. Ograniczona hydroliza oligoarabinoksylandéw przez endo-b-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 namniej dwie kolegine reszty
ksylopiranozowe w a cuchu ksylopiranozowym nie s po czone z reszt
arabinofuranozy. Z tego te wzgl du sekwencje dwoch niepodstawionych reszt
ksylopiranozowych musz by nieobecne lub rzadkie w przypadku opisywanych
oligoarabinoksylanéw.  Analogicznie, natywne arabinoksylany  pochodz ce
Zj czmienia i sodu musz zawiera fragmenty z o0 one zco namnig czterech
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niepodstawionych przez arabinofuranoz reszt ksylopiranozowych, poniewa jako
produkty inkubacji wyst puj : ksyloza, ksylobiozai ksylotrioza[54].

Zastosowanie 0czyszczonego preparatu enzymatycznego o aktywno ci endo-b-
1,4-ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) z hodowli Aspergillus awamori w celu degradacji
arabinoksylanéw j czmieniai sodu powodowa o wytworzenie oligomeréw o stopniu
polimeryzacji poni g DP 6, za oligomery o DP powy € 6 wyst poway w niskich
st eniach [51]. Najwi kszy udzia miay oligoarabinoksylany ma ce od 3 do 6 reszt
ksylopiranozowych. Podobnie, jak w przypadku arabinoksylanéw z j czmieniai s odu
niepoddanych hydrolizie za pomoc endo-b-1,4-ksylanazy, rownie po hydrolizie
arabinoksylanéw wyst poway niewielkie rd nice w budowie uzyskanych oligomerow.
Na podstawie analizy migjsca podstawienia reszty ksylopiranozowe przez
arabinofuranoz w uzyskanych oligomerach mo na stwierdzi , e substytucja ksylozy
w pozycji O-2 o wiele silnigg hamuje degradacj arabinoksylanow w poréwnaniu
z substytucj w pozycji O-3. Mo e to cz ciowo wyja nia ograniczon degradacj
arabinoksylanéw w czasie s odowania, a nawet w czasie zacieranias odu. W zwi zku z
tym, dodatek samej endo-b-1,4-ksylanazy mo e by niewystarczgj cy do uzyskania
odpowiednigj degradacji arabinoksylandéw w wys odzinach.

W hodowlach prowadzonych przy u yciu szczepu A.niger CBS 120.49
w obecno ci wyizolowanego ksylanu owsianego, grzyb wytwarza esteraz  kwasu
ferulowego 0 masie cz steczkowej wynosz cgj 36+10° Da [18]. Opisywana esteraza
kwasu ferulowego wykazywaa aktywno  enzymatyczn wobec metylowych
pochodnych kwasu cynamonowego charakteryzujacych s obecno ci  grupy
metoksylowej w pozycji C3 pier cienia fenolowego, lecz nie powodowa a hydrolizy
wi zania estrowego w po czeniach metanolu i pochodnych kwasu benzoesowego.
Obecno  grupy metoksylowej w pozycji C3 pier cieniacz steczki kwasu fenolowego
i nienasyconego a cucha alifatycznego wydaje s by koniecznym warunkiem
dzia ania omawiang esterazy. Enzym wykazywa tak e aktywno wobec octanu p-
nitrofenolu. Optymalnawarto pH dzia ania esterazy wynosi a5,0 za optimum temp.
55-60°C. Aspergillus niger produkowa esteraz kwasu ferulowego w hodowlach
prowadzonych na wys odkach z buraka cukrowego. Enzym wykazywa aktywno w
stosunku do ferulowanych arabinoksylanow o ré nej masie molowej i budowie [34].

Esterazy kwasu ferulowego produkowane przez ré ne szczepy A. niger mog
wykazywa zr6 nicowan zdolno odszczepiania wolnego kwasu ferulowego z
polisacharydow cian komérkowych okre lonych substratéw. Np. aktywno esterazy
kwasu ferulowego wyst powa aw hodowlach A. niger prowadzonych na wyt okach z
buraka cukrowego, arabanie z wysodkéw buraczanych, otr bach pszennych, lecz
aktywno ci tg nie stwierdzono, gdy réd em w gla by a pektyna z buraka cukrowego
pozbawiona reszt kwasu ferulowego w formie estrowej [13].

Esteraza kwasu ferulowego mo e degradowa diferulowe po czenia mi dzy
polisacharydami  cian komorkowych. Szczegd owe badania nad esteraz  kwasu
ferulowego produkowan przez grzyby A. niger wykazay, eenzym ten by zdolny do
hydrolizy trzech podstawowych wi za dehydrodiferulowych obecnych w cianach
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komorkowych ro lin. Enzym specyficznie dziaa nawi zania diferulowe wyst puj ce
w modelowych etylowych estrach dehydrodimerowych zawieraj cych wi zania 5-5, 8-
5 i 8-O-4-benzofuranowe. Hydroliza po cze dehydrodiferulowych przebiega a przy
udziale enzymu w dwach etapach: pierwszy etap to odhydrolizowanie wolnego kwasu
ferulowego z formy dimeru, za drugi etap to rozpuszczenie monoestrowej pochodnej
kwasu ferulowego o adunku ujemnym. Esteraza nie by a zdolna do hydrolizy drugiego
wi zania estrowego w monoestrze 8-5-benzofuranowym, dlatego opisywany enzym
mog bra udzia w degradacji polisacharydéw ciany komorkowe ro lin bez
uwal niania wolnego kwasu ferulowego [27].

W celu dok adnigjszego zbadania esterazy kwasu ferulowego zidentyfikowano
fragmenty DNA odpowiedzialne za ekspres gendw koduj cych esteraz  kwasu
ferulowego i arabinufuranozydaz bakterii Pseudomonas fluoorescens subsp. cellulosa
[25]. Uzyskane biako enzymatyczne miao mas cz steczkow wynosz ¢ 58,510°
Da. W obecno ci endo-1,4-b-D-ksylanazy enzym uwalnia reszty octanowe z
acetyloksylanu i kwas ferulowy z otr b pszennych pozbawionych skrobi, nie
powodowa jednak hydrolizy wi za  estrowych przy braku aktywno ci
ksylanolityczngy w preparacie. Arabinofuranozydaza, esteraza kwasu ferulowego i
endoksylanaza produkowane przez omawiany szczep bakteryjny miay identyczny
niekatalityczny obszar wi zania celulozy, a co zatym idzie, zdolno  do adsorpcji ha
celulozie. Prawdopodobnym substratem dziaania omawianych enzyméw by y
acetylowane ksylooligosacharydy po czone w pozycjach O-2, O-3 lub w obu
pozycjach z resztami arabinofuranozydowymi, ktére by y z kolei po czone wi zaniem
estrowym z kwasem ferulowym.

Inny gatunek wskazywany jako producent esterazy kwasu ferulowego to
Penicillium funiculosum [35]. Wyprodukowana przez jeden ze szczepdw ww. gatunku
esteraza wykazywaa aktywno  wobec zestryfikowanych pochodnych kwasu
cynamonowego oraz zdolno  wi zania s do mikrokrystaliczngl celulozy, co
sugeruje, e substraty dzia aniaenzymu by y zlokalizowanew cianie komorkowsj.

Bakterie jelitowe, obok wielu enzymdéw hydrolitycznych, wytwarzaj esterazy
kwasu ferulowego, zdolne do uwalniania kwasu ferulowego z po cze estrowych,
jednak konieczne jest bli sze scharakteryzowanie w a ciwo ci tych enzymow, jak
réwnie szczepOw drobnoustrojow je wytwarzaj cych [21]. Bakterie z rodzaju Bacillus
i Lactobacillus s wskazywane jako potencjane rod o esterazy kwasu ferulowego
[15]. Spo rod 80 szczepdw bakterii z rodzaju Bacillus i 50 szczepow bakterii z
rodzajow Enterococcus i Lactobacillus ngjwy sz zdolno produkcji esterazy kwasu
ferulowego, w pod o u z ferulanem etylowym jako g dwnym rod emw gla, wykazay
bakterie Bacillus subtilis oraz Lactobacillus fermentum NCFB 1751. Niektére szczepy
z rodzaju Streptomyces, np. szczep Sreptomyces avermitilis CECT 3339 produkowa
zewn trzkomorkow esteraz  kwasu ferulowego przy wykorzystaniu ré nych réde
lignocelulozowych [26]. Zdolno  uwalniania kwasu ferulowego przez enzym by a
oko 0 100 razy wy sza w obecno ci preparatu enzymatycznego Celluclast, b d cego
kompleksowym preparatem o wysokig aktywno ci celulazy i wielu pobocznych
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aktywno ciach enzymatycznych hemicelulaz, lecz niewykazuj cym aktywno ci
esterazy kwasu ferulowego. Enzym wykazywa optimum pH przy warto ci oko 0 6,0 i
by termostabilny do temp. 60°C, mo liwe jest wi ¢ jego wykorzystanie w wielu
dziedzinach przemys u, np. w przemy le browarniczym lub te w przerobie produktow
ubocznych, takich jak m 6to browarnicze.

Innym rédem esterazy kwasu ferulowego o potencjalnym zastosowaniu
przemysowym okaza S anaerobowy szczep grzyba Neocallimastix MC-2 [12].
Szczep ten wykazywa zdolno do produkcji dwodch zewn trzkomdrkowych esteraz
kwasu ferulowego, maj cych masy cz steczkowe 69'10° Da i 24'10° Da. Optymalne
warto ¢i pH dziaania obu enzyméw zawieray si w zakresie odpowiednio 5,5-6,2
oraz 6,4-7,6, za optymana temp. dziaania obu enzyméw to 40°C. Obok enzymow
hydrolizuj cych wi zanie estrowe kwasu ferulowego, ww. szczep grzyba wytwarza
zewn trzkomorkow esteraz  kwasu p-kumarowego o masie cz steczkowej 11°10° Da
Optymalna warto  pH dzia ania enzymu wynosi a 7,2 za optymalna temp. dzia ania
40°C. [11]. Zar6wno obie esterazy kwasu ferulowego, jak i esteraza kwasu p-
kumarowego wykazyway wysok aktywno ~ w stosunku do oligomeréw
arabinoksylozowych zbudowanych z dwdch reszt ksylozowych i reszty
arabinofuranozowej  zestryfikowangl przez kwas fenolowy. Wysoki poziom
aktywno ci enzyméw degraduj cych arabinoksylany, wytwarzanych przez grzyb
zrodzaju Neocallimastix, mo e w znacznym stopniu przyczyni s do biodegradacji
odpadow pochodzeniaro linnego. Hydrolizawi za estrowych z jedne strony uwalnia
kwasy fenolowe, ktére mog by nast pnie dalg przemys owo przetwarzane, z drugigj
za strony materia biologiczny jest bardzigf podatny na dziaanie bakterii przez
wy sz biodost pno polisacharydéw.

Wspo dzia anie endo-1,4-b-ksylanazy, esterazy kwasu ferulowego
i acetyloesterazy w czasie degradacji ar abinoksylanéw

W wielu pracach badawczych szczegd owo omawiana jest wspo praca ksylanaz
i esteraz kwasu ferulowego w degradacji materiadw o wysokigj zawarto ci
polisacharydow budulcowych ciany komoérkowe ro lin wy szych. Esteraza
produkowana przez szczep A. niger AnFaeA wydanie uwaniaa kwas ferulowy
zotr b pszennych i wys odzin piwowarskich; w obecno ci ksylanazy produkowanej
przez Bacillus subtilis stopie uwolnienia kwasu ferulowego wynosi ponad 50%
cakowitg zawarto ci tego kwasu w wys odzinach; scharakteryzowano 11 ksylanaz
wspo dziag cych zr6 nymi esterazami kwasu ferulowego w uwalnianiu kwasu
ferulowego, przy czym 10 ksylanaz miao zdolno do uwalniania form dimerowych
kwasu ferulowego. Spo réd przebadanych esteraz kwasu ferulowego, jedynie
wcze nigg wymieniony enzym AnFaeA produkowany przez szczep A. niger
wykazywa  zdolno do uwalniania 5-5dimeréw kwasu ferulowego bez
wspd dziaania z ksylanaz [24]. Zastosowanie tej esterazy w czasie uwalniania kwasu
ferulowego z wys odzin mo e mie znaczenie w czasie uwalniania kwasu ferulowego
w celu jego przemysowego 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-b-ksylanaz
produkowan przez A. niger, A. oryzae, Fibrobacter succinogenesi A. aceulatus[24].

W innych badaniach [5] okre lono stopie uwalniania kwasu ferulowego z
wys odzin piwowarskich przez esteraz kwasu ferulowego zawart w ekstrakcie ze
sodu. Enzym uwania 1,5% cakowitej zawarto ci kwasu ferulowego, jednak
obecno  ksylanazy wyprodukowanej przez Trichoderma reesel zwi kszaa stopie
uwolnienia kwasu ferulowego do 15%. Najwy szy stopie uwalniania kwasu
ferulowego z wysodzin uzyskano w przypadku, gdy wysodziny inkubowano
pocz tkowo z preparatem ksylanolitycznym, za pd nigj dodawano ekstrakt s odowy
zawierg] cy esteraz kwasu ferulowego. Nie stwierdzono obecno ci wolnego kwasu
ferulowego w czasie inkubacji grzybowej ksylanazy bez dodatku ekstraktu ze s odu.
Wskazuje to na wyst powanie synergizmu pomi dzy dwoma wymienionymi
enzymami.

W przypadku, gdy st enie endo-b-1,4-ksylanazy jest zbyt niskie, nast puje zbyt
ma a modyfikacja polisacharydéw nieskrobiowych, co utrudniai zmniejsza uwalnianie
kwasu ferulowego. Synergizm dziaania esterazy kwasu ferulowego i endo-b-1,4-
ksylanazy jest widoczny tak e w stopniu uwalniania cukrow neutralnych, gdy
st enie ksylozy i ksylobiozy uwalniangy w czasie jednoczesnego dziaania obu
enzymow by o wy sze ni w przypadku, gdy ka dy z enzyméw dziaa oddzienie.
Esteraza kwasu ferulowego FAE Ill produkowana przez A. niger by a wskazywana
jako przyczyna uwalniania b-glukanow ze ciany komorkowe j czmienia [40].
Opisany proces mo na wyja ni  hydroliz wi zania estrowego kwasu ferulowego z
arabinoksylanami, co mo e przyczynia S do cz ciowe dekompozycji
uporz dkowanej struktury ciany komorkowsj i prowadzi nast pnie do uwalniania b-
glukandw do roztworu, gdy s onefizycznie zwi zane z pentozanami.

Badania prowadzone z wykorzystaniem esterazy kwasu ferulowego FAE-III,
wytwarzanej przez grzyby A. niger, dowiody, e enzym uwalnia jedynie oko o 3,3%
kwasu ferulowego zawartego w wys odzinach. Jednak e w obecno ci endo-1,4-b-
ksylanazy, produkowanej przez grzyb Trichoderma viride, stopie uwolnienia kwasu
ferulowego z wi za estrowych w arabinoksylanach s ga okoo 30% ogdlng
zawarto ci kwasu ferulowego [7]. Badania nad uwalnianiem kwasu ferulowego z otr b
pszennych w obecno ci endo-1,4-b-ksylanazy produkowanej przez grzyb Trichoderma
viride oraz esterazy kwasu ferulowego z Aspergillus niger w skali |aboratoryjnej
wykazay op acalno tego procesu [22]. Nale y podkre li , e endo-1,4-b-ksylanaza
produkowana przez grzyb Trichoderma viride nie uwahiaa kwasu ferulowego, lecz
jedynie niskocz steczkowe oligoarabinoksylany po czone wi zaniem estrowym
Z kwasem ferulowym [20].

Opisana zosta a esteraza kwasu ferulowego produkowana przez Streptomyces
olivochromogenes [17]. Enzym ten ma mas cz steczkow 29'10° Da, charakteryzuje
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s optymaln warto ci pH dziaania wynosz ¢ oko o 5,5 oraz optymaln temp.
dziaania wynosz ¢ 30°C. Enzym wykazuje tak e aktywno  acetyloesterazy.
Charakterystyczn w a ciwo ci omawianego enzymu jest niezdolno do uwalniania
kwasu ferulowego z oczyszczonych otr b pszennych w przypadku braku aktywno ci
endo-1,4-b-ksylanazy. Ponadto, obecno  sameg endo-1,4-b-ksylanazy nie jest
wystarczaj ca do uwalniania kwasu ferulowego. Istnigje konieczno  obecno ci obu
enzymow w celu degradacji arabinoksylandéw, gdy esteraza kwasu ferulowego
produkowana przez szczep Sreptomyces olivochromogenes wymaga obecno ci
drobnocz steczkowych oligoarabinoksylandw, powstaj cych dzi ki aktywno ci endo-
1,4-b-ksylanazy.

W hodowlach innych grzybéw z rodzaju Aspergillus, np. A. awamori, A. foetidus,
A. fumigatus, A. oryzae, A. terreus prowadzonych w obecno ci somy pszenngj,
wys odzin, wyt okow buraczanych lub otr b pszennych stwierdzono wyst powanie
aktywno ci zewn trzkomoérkowej esterazy kwasu ferulowego, esterazy acetyloksylanu
oraz acetyloesterazy, przy czym aktywno enzymatyczna znacznie wzrastaa w
obecno ci endo-b-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 wspé dziaay 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 by tworzony
niezale nie od tego, czy oczyszczone frakcje polisacharydéw cian komérkowych
wyizolowane z j czmienia i pszenicy poddane by y wcze nigjszej degradacji pod
wp ywem endo-b-1,4-ksylanazy lub te enzymu tego wcze nigf nie zastosowano.
St enie uwolnionych dimerow kwasu ferulowego zalene byo od roda
zastosowanej ksylanazy [7].

Esteraza kwasu ferulowego produkowana przez grzyb Sporotrichum thermophile
wykazywaa wysok aktywno w stosunku do metylowej pochodng kwasu p-
kumarowego. Aktywno esterazy wobec p-kumaranu metylowego by a odpowiednio
2,51 12 razy wy sza w porownaniu z aktywno ci enzymu wobec estru metylowego
kwasu kawowego i ferulanu metylowego [49]. Enzym wykazywa aktywno wobec
substratow zawiergj cych kwas ferulowy po czony estrowo z w glem C-5 i C-2
arabinofuranozy i hydrolizowa tak e wi zanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-a-L-
arabinofuranozydzie 2 razy efektywnigf ni  wi zanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-a-
L-arabinofuranozydzie. Kwas ferulowy by uwalniany z 47 razy wy sz wydano ¢ci z
otr b pszennych, je li w uk adzie badawczym obecna by a jednocze nie endo-1,4-b-
ksylanaza produkowana przez Sporotrichum thermophile.

W hodowlach grzyba Aspergillus awamori prowadzonych w obecno ci
oczyszczonych frakcji  cian komérkowych ry u stwierdzono obecno  esterazy kwasu
ferulowego o masie molowej 112°10° Da, a tak e esterazy kwasu p-kumarowego o
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masie cz steczkowej 7510° Da [36]. Zidentyfikowana aktywno esterazy kwasu
ferulowego wykazywaa uzdolnienia do hydrolizy metylowej pochodnej kwasu
ferulowego oraz estréw kwasu ferulowego wyst puj cych w oczyszczonych frakcjach
rozpuszczalnego w wodzie ksylanu wyodr bnionego ze somy pszennej. Esteraza
kwasu p-kumarowego, obecna w p ynie pohodowlanym w mnigjszym st eniu ni
esteraza kwasu ferulowego, wykazywaa aktywno  wzgl dem analogicznych
substratow. W przypadku obu esteraz produkowanych przez szczep Aspergillus
awamori wyst powa silny synergizm dziaania z oczyszczon endo-b-1,4-ksylanaz .
Oba enzymy charakteryzoway s wy sz aktywno ci  wzgl dem krétkich
fragmentow ksylooligosacharydowych zestryfikowanych resztami kwasu ferulowego,
ktore powstaway po degradacji arabinoksylanéw przez ksylanaz z Trichoderma
reesel [29]. Synergizm ten by silnie uzale niony od rod a z jakiego pochodzi a endo-
b-1,4-ksylanaza, gdy profil powstagj cych oligoarabinoksylandéw by r6 ny [4].

Szczepy grzyba Aspergillus niger i Aspergillus terreus s wskazywane jako

réd o endo-1,4-b-ksylanazy (EC3.2.1.8) [28]. W hodowlach grzybéw w pod 0 u

zawiergj cym rd norodne odpadowe materiay przemys owe, takie jak: otr by pszenne,
somary owa, otr by sojowe uzyskano wysok aktywno endo-1,4-b-ksylanazy, przy
czym najlepszym induktorem do produkcji ksylanazy by y otr by pszenne.

Synergizm dziaania ksylanazy | esterazy kwasu ferulowego mo na
zaobserwowa w przypadku enzymoéw produkowanych przez grzyba Trichoderma
viride oraz bakterie Pseudomonas fluorescens. Endo-1,4-b-ksylanaza wyprodukowana
przez szczep Trichoderma viride zwi ksza a stopie uwalniania kwasu ferulowego z
oczyszczonych otr b pszennych w obecno ci esterazy kwasu ferulowego wytworzonej
przez szczep Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa skutecznigy ni endo-1,4-b-
ksylanaza wyprodukowana przez P. fluorescens. Uwalnianie kwasu ferulowego z
oczyszczonych otr b pszennych by o ci le uzale nione od zastosowane endo-1,4-b-
ksylanazy, przy czym wp yw na aktywno esterazy kwasu ferulowego mia awielko
oligosacharydéw powstgj cych w wyniku dziaania ksylanazy. Esteraza kwasu
ferulowego produkowana przez Pseudomonas fluorescens wykazywaa ngwy sz
aktywno wobec substratow z o onych z co namnig czterech reszt cukrowych
po czonych zreszt kwasu ferulowego [19].

Silny synergizm dzia ania zaobserwowano tak e w przypadku acetyloesterazy
produkowangl  przez  Schizophyllum  commune oraz  endo-1,4-b-ksylanazy
produkowaneg] przez Trichoderma reesei [10]. Obecno  reszt octanowych w
acetyloksylanie obni aa aktywno endo-1,4-b-ksylanazy. Jednocze nie w przypadku
braku endo-1,4-b-ksylanazy, aktywno acetyloesterazy w stosunku do acetyloksylanu
by a znacznie ograniczona. Aktywno ksylanazy w stosunku do acetyloksylanu w
obecno ci acetyloesterazy by a rowna aktywno ci  ksylanolityczngl wobec tego
substratu pozbawionego zestryfikowanych reszt octanowych w a cuchu ksylanowym.

Inne opisane rod o acetyloesterazy to szczep Candida guilliermondii NRRL Y -
17257 [9]. Synergizm dziaania mi dzy a-L-arabinofuranozydaz , endo-1,4-b-
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ksylanaz i b-ksylanaz w czasie degradacji arabinoksylanéw stwierdzono w
przypadku hodowli grzyba Aspergillus oryzae HL15 prowadzonych na pod o u
zawiergj cym ziarno sojowe [30].

Charakterystyka drobnoustr ojéw uzdolnionych do transformacji kwasu
ferulowego do waniliny

Kwas ferulowy od dawna wskazywany jest jako prekursor waniliny, cennego
sk adnika aromatycznego szeroko wykorzystywanego w produkcji  ywno ci. Wanilina
(aldehyd  4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) pochodzenia naturalnego  jest
wielokrotniedro szani  produkowana na drodze syntetycznej z ligniny lub gwajakolu.
Wysoka cena waniliny pochodzenia naturalnego jest spowodowana ograniczeniami
upraw wanilii. R6 nica w cenie naturalng i syntetyczngj waniliny oraz rosn ce
wymagania konsumentéw dotycz ce naturalnych sk adnikdbw ywno ci wymusza
potrzeb poszukiwania nowych réde tego dodatku do ywno ci [45]. Z tego te
wzgl du prowadzone s intensywne badania ma ce na celu opracowanie technologii
pozwala cych na uzyskiwanie waniliny z naturalnych réde na drodze
biotechnologicznel. Poszukiwane s szczepy drobnoustrojow wykazuj cych zdolno
do konwersji kwasu ferulowego w pod o 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 hodowlangj, nie dziag 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 okaza s
szczepem wysoce uzdolnionym do biotransformacji kwasu ferulowego do kwasu
waniliowego. Intensywno  procesu transformacji uzale niona by a od st enia
biomasy i zawarto ci kwasu ferulowego w p ynie hodowlanym [2]. W warunkach, gdy
kwas ferulowy by jedynym réd em w gla, wydajno  biotransformacji do kwasu
waniliowego wynosi a 95% w c¢i gu 5-godzinnej hodowli [3].

Wanilin  wytwarza tak e grzyb Pycnoporus cinnabarius. Drobnoustrgj ten
hodowany w obecno ci glukozy i fosfolipidow jako roda w gla, jest zdolny do
wydajngj 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
wywo ywao zahamowania wzrostu drobnoustrojow. W tych warunkach kwas
ferulowy by przetwarzany do waniliny, anast pnie do kwasu waniliowego w po ywce
glukozoweg w ci gu 4,5godz. [41]. Podobny wynik uzyskuje s w hodowlach
grzybéw 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 ce 8 g kwasu
ferulowego st enie kwasu waniliowego osi gao poziom 200 mg/l, podczas gdy
zawarto  waniliny dochodzi a 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 je przetwarzania do kwasu
waniliowego jest inhibicja dehydrogenazy waniliny. Reasumuj ¢, mo nastwierdzi , e
niektore drobnoustroje, np. S setonii  dysponuj  wyj tkowymi zdolno ciami
metabolicznymi, dzi ki czemu mo nauzyska 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 a cucha propionowego
i tworzenie 4-hydroksy-3-metoksystyrenu, ktéry w nast png kolgino ci  jest
przetwarzany do kwasu waniliowego. Ponadto nast puje nieoksydatywna
dekarboksylacja kwasu waniliowego i powstaje gwajakol. Biokonwersia kwasu
ferulowego do waniliowego jest uzale niona od st enia kwasu ferulowego jako
g éwnego rod aw glaw rodowisku [48].

Wolne i immobilizowane hodowle bakterii Haematococcus pluvialis wykazuj
zdolno do biotransformacji kwasu ferulowego, aldehydu koniferylowego i kwasu p-
kumarowego do metabolitow wywo uj cych aromat waniliowy — waniliny, kwasu
waniliowego, akoholu waniliowego, ponadto kwasu protokatechowego, p-
hydroksybenzoesowego i aldehydu p-hydroksybenzoesowego. Wy sz  biotransformac
uzyskuje s w przypadku szczepu immobilizowanego, wskazuj ¢ na przydatno
drobnoustroju do wytwarzania aromatow spo ywczych na drodze naturanych
procesow [50].

Kwas ferulowy mo e podlega O-demetylagji pod  wpywem
wewn trzkomorkowej O-demetylazy produkowane] przez niektére szczepy bakterii,
np. Clostridium methoxybenzovorans SR3 i Enterobacter cloacae DG6, w wyniku
czego powstaje kwas kawowy [37]. Powsta] cy kwas kawowy mawy sz aktywno
przeciwutlenig ¢ od kwasu ferulowego w wielu uk adach badawczych prowadzonych
in vitro, ze wzgl du na obecno dwdch grup hydroksylowych. W badaniach in vivo
wskazuje s na podwy szenie aktywno ci antyoksydacyjnej plazmy krwi oraz
ochronne dzia anie kwasu kawowego w stosunku do a-tokoferolu oraz frakcji LDL
[42]. W badaniach in vitro kwas kawowy i dihydrokawowy skutecznie hamuj
utlenianie kwasdw t uszczowych zawartych w t uszczu zwierz cym i utlenianie frakgji
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 rode, takich jak: otr by pszenne, wys odki buraka cukrowego lub
wys odziny browarnicze. Enzym O-demetylaza nie ma zdolno ci O-demetylacji kwasu
ferulowego po czonego z dugimi a cuchami arabinoksylanéw, wi ¢ proces
konwergii kwasu ferulowego do kwasu kawowego musi by  poprzedzony
wcze nigjszym jednoczesnym dziaaniem esterazy kwasu ferulowego i endo-1,4-b-
ksylanazy [38].
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Podsumowanie

Prace badawcze dotycz ce pozyskiwania kwasu ferulowego na drodze
enzymatycznej obrobki wysodzin, b d cych g éwnym produktem ubocznym przy
produkcji piwa, s liczne, za temat badawczy jest dobrze opracowany. Wys odziny s
bogatym rod em kwasu ferulowego, naturalnego przeciwutleniacza, ktéry mo e by
przekszta cany do innych produktéw maj cych zastosowanie w produkcji ywno ci.
Preparaty uzyskane po enzymatycznej obrObce wysodzin, charakteryzuj ce s
wysok zawarto ci  kwasu ferulowego w formie wolngj, jak i estrowej, mog
natomiast stanowi dodatek do wybranych napojéw, podnosz ¢ w sposéb naturalny
potencja przeciwutlenigi cy produktu.
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CHARACTERIZATION OF ARABINOXYLAN- DEGRADING MICROBIAL ENZYMESAND
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 microbia 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



