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Streszczenie
Krzysztof Kobus
Transgeniczne mikroorganizmy w produkcji enzymow
stosowanych w technologii Zywnosci

Enzymy sa biokatalizatorami powszechnie stosowanymi w przetworstwie Zywnosci.
Szczegolnie powszechnie uzywa si¢ preparatow pochodzenia mikrobiologicznego ze
wzgledu na ich wysoka aktywnos¢ i1 niska ceng w poréwnaniu do enzymow roslinnych
czy zwierzecych. Mikroorganizmy moga wytwarza¢ nie tylko enzymy natywne, lecz
réowniez pochodzace z innych organizméw. Geny kodujace enzymy nie wytwarzane przez
dany organizm wprowadza si¢ do genomu gospodarza korzystajac z narzgdzi inzynierii
genetycznej. Modyfikacje genomu danego mikroorganizmu mozna rowniez wprowadzad
aby wplywaé na efektywno$¢ otrzymywanych enzyméw w skrajnych warunkach
srodowiskowych jak 1 wydajnos¢ ich produkcji. Stosowanie drobnoustrojow do produkcji
enzymoOw wykorzystywanych w technologii Zywnos$ci obwarowane jest restrykcyjnymi
przepisami, zapewniajacymi bezpieczenstwo gotowych preparatow enzymatycznych.
Przede wszystkim uzywane szczepy nie moga by¢ patogenne ani wytwarzac¢ toksyn
mogacych zagrozi¢ zdrowiu czlowieka. W pracy przedstawiono glowne enzymy
stosowane w technologii Zywnos$ci, najwazniejsze mikroorganizmy uzywane do ich
produkcji oraz sposoby modyfikacji drobnoustrojow z wykorzystaniem narzedzi
inzynierii genetycznej.

Stowa kluczowe — enzymy, zywno$¢, mikroorganizmy transgeniczne

Summary
Kobus Krzysztof
Recombinant microorganisms in the production of enzymes used in food
processing

Enzymes are biocatalysts commonly used in food processing. The most popular are
enzyme preparations derived from microorganisms due to their high activity and
relatively low price in comparison to enzymes isolated from plants and animals.
Microorganisms can produce not only native enzymes, but also exogenous ones. Genes
encoding these enzymes are introduced to the host cells using the recombinant DNA
technology. The microbial strains are adapted to industrial conditions by modification of
their genomes. The same safety regulations apply to the enzymes derived from
recombinant microorganisms, as to the ones derived from the native microorganisms. The
key component in evaluating enzyme safety is the safety assessment of the production
strain, in particular, its pathogenic and toxigenic potential. In this work, the most popular
enzymes applied in food processing, the microorganisms used as hosts for enzyme-
encoding genes as well as the major transformation methods of the host strain are
presented.

Key words — enzymes, food, recombinant microorganisms
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1. Whprowadzenie

Mikroorganizmy pelnig istotng role nie tylko w $rodowisku, lecz takze w gospodarce
cztowieka. Histori¢ ich wykorzystania mozna podzieli¢ na trzy fazy. Pierwsza z nich jest okresem
tradycyjnej biotechnologii, w ktorej to drobnoustroje, w réznych zakatkach §wiata, przez tysigce
lat, bez §wiadomosci cztowieka, braty udzial w utrwalaniu mleka i warzyw oraz w produkcji
zywnosci. Przykladow jest wiele: sery plesniowe, chleb, kwas chlebowy, ocet, piwo, wino i inne
alkohole, miso, tempeh i inne. Druga faza - nowoczesnej mikrobiologii przemystowej -
rozpoczela si¢ we wezesnych latach XX wieku, kiedy to zrozumiano role, jaka mikroorganizmy
petnia w produkcji zywno$ci. Zaowocowalo to produkcjg enzymow, kwaséw organicznych,
rozpuszczalnikow czy witamin. W polowie stulecia metodg przemystowej syntezy
mikrobiologicznej zaczely by¢ produkowane takze antybiotyki - penicylina i streptomycyna.
Dazenia do zwigkszenia ich podazy doprowadzity do narodzin inzynierii bioprocesowej, a nowo
odkryta mutageneza postuzyla jako metoda polepszenia wydajnosci produkcji. Rozpoczeta sig
trzecia faza wykorzystania mikroorganizméw w gospodarce czlowieka - nowoczesnej
biotechnologii, obejmujacej rekombinacje DNA przy pomocy narzedzi inzynierii genetycznej.
Biotechnologia zaczela odgrywaé znaczacg role w rolnictwie, medycynie, diagnostyce czy
produkcji zwigzkéw chemicznych, a takze w energetyce, gornictwie, technologii zywnosci i

ochronie srodowiska [Demain i Adrio, 2007].

2. Wykorzystanie enzymoéw w technologii zywnosci

Enzymy wystepuja we wszystkich zywych organizmach, bedac katalizatorem
reakcji biochemicznych. Sa wszechobecne w zywnosci §wiezej 1 przetworzonej, ktorg
codziennie spozywamy. Tak jak inne biatka, enzymy po strawieniu sg degradowane i
metabolizowane przez nasz organizm. Enzymy wystepujace naturalnie w pozywieniu
cztowieka sg postrzegane jako bezpieczne. W produkcji zywnosci enzymow uzywa si¢ na
poczatkowych etapach i cze¢sto nie wyst¢puja one w gotowym produkcie, ulegajac
inaktywacji w procesach gotowania czy pieczenia.

Produkcja przemystowa enzymoéw uzywanych w przetworstwie zywnosci miata
swoj poczatek w 1874 roku, kiedy to Christian Hansen, dunski uczony, wyizolowat
chymozyne (renning) z cielecych zotadkow w celu uzycia jej do produkcji serow. Enzym
ten jest teraz wytwarzany przez drobnoustroje zawierajace gen kodujacy prochymozyne,
ktory zostal wprowadzony do ich genomu przy pomocy technik rekombinacji DNA.
Chymozyna bydlgca ulegajaca ekspresji w szczepie bakterii Escherichia coli K-12 byta

pierwszym enzymem dopuszczonym do stosowania w zywno$ci przez Amerykanska



Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA, Food and Drug Administration) [Olempska-Beer i
in., 2006].

Poczatki nowoczesnej produkcji enzymoé6w przez drobnoustroje na potrzeby
produkcji zywnosci miaty miejsce w latach 60. ubieglego wieku, kiedy to wytwarzanie
glukozy w procesie hydrolizy kwasowej skrobi zastgpowane bylo stopniowo przez
hydrolize enzymatyczng. Na upowszechnienie wykorzystania enzyméw w technologii
zywnosci mialy wptyw kilka zjawisk:

e Wysoka specyficzno$¢ substratowa enzymow, zapobiegajaca powstawaniu
niepozadanych produktow ubocznych.

eMozliwo$¢ prowadzenia reakcji enzymatycznych przy wzglednie niskich
warto$ciach temperatury, pH czy ci$nienia w porownaniu do procesow chemicznych.

eBiodegradowalno$¢ enzymoéw, ktora rozwigzuje problem toksycznosci
odczynnikow chemicznych.

eMozliwo$¢ immobilizacji enzyméw na stalych nosnikach, ktoéra usprawnia
wydajno$¢ procesu 1 zapobiega przedostawaniu si¢ enzymoéw do gotowego produktu, co

redukuje ryzyko wystgpienia W nim czynnikow alergennych [MacCabe i in., 2002].

Dzigki inzynierii genetycznej stala si¢ mozliwa poprawa wilasciwosci
funkcjonalnych enzymow. Struktura biokatalizatorow moze by¢ zmieniana poprzez
zmian¢ sekwencji nukleotydowej genu kodujgcego dane biatko. Ta inzynieria bialkowa
przynosi korzySci w postaci enzyméw z wyzsza aktywnoscig, nizszym Kkosztem
pozyskiwania i korzystniejszymi wlasciwosciami funkcjonalnymi [Rastall i Maitin,
2002].

Enzymy majace zastosowanie w produkcji zywnosci sa sprzedawane w postaci
preparatow zawierajacych dany enzym tgcznie z szeregiem substancji dodatkowych, jak
rozcienczalniki, konserwanty czy stabilizatory. Dodatki te sa z reguly substancjami
dobrze znanymi i czesto dodawanymi do zywnosci. Preparaty enzymatyczne moga
rowniez zawiera¢ inne enzymy i metabolity produkowane przez dane drobnoustroje.
Ponadto moga tam by¢ obecne pozostatosci po surowcach uzywanych do przygotowania
pozywki oraz resztki zwigzkow stosowanych do izolacji i oczyszczania enzymu.

Jednakze wszystkie te substancje powinny by¢ stosowane zgodnie z aktualng dobra



praktyka produkcyjng (GMP) jak rowniez charakteryzowac si¢ odpowiednia czystoscia
[Olempska-Beer i in., 2006].

Ocena bezpieczenstwa enzymow stosowanych do produkeji zywnosci, izolowanych
z drobnoustrojow transgenicznych byta wielokrotnie omawiana zaréwno w literaturze.
Zostala ona opisana W dokumentach wydawanych przez kompetentne organizacje
migdzynarodowe jak na przyklad Komitet Naukowy ds. Zywnosci EU  (Scientific
Committee on Food — SCF). Jako zasade przyjeto, by te same wymagania dotyczyty
enzyméw pozyskiwanych zarowno z mikroorganizméw modyfikowanych genetycznie,
jak rowniez ich form dzikich. Kluczowym parametrem w ocenie bezpieczenstwa danego
szczepu jest okreslenie stopnia jego toksyczno$ci i patogenno$ci. Pomimo iz zaden
patogenny ani toksyczny szczep nie zostat celowo wdrozony do produkcji enzymow, to
niektore grzyby tradycyjnie bgdace zrodlem enzymoéw, okazaly sie¢ wytwarza¢ niskie
stezenia toksycznych metabolitow wtornych w warunkach optymalnych dla syntezy

enzymow [Olempska-Beer i in., 2006].

2.1. Enzymy amylolityczne

W technologii zywnosci istotne znaczenie majg produkty hydrolizy skrobi, jak
syropy glukozowe, maltodekstryny, cyklodekstryny, glukoza, fruktoza i inne. Stosowana
do niedawna kwasowa hydroliza skrobi ustepuje miejsca procesom z wykorzystaniem
biokatalizatorow. Enzymatyczna hydroliza skrobi katalizowana jest przez enzymy
amylolityczne, z ktorych najwazniejsze to: a-amylazy, p-amylazy, glukoamylazy oraz
enzymy usuwajace rozgalezienia.

a-amylaza jest endoenzymem, ktéry ma najwieksze w enzymatycznym procesie
uptynniania skrobi. Jest on zdolny do dzialania w $rodku fancucha na wigzania a-1,4-
glikozydowe, co powoduje gwaltowny spadek lepkosci obrabianego kleiku skrobiowego.
W pierwszym etapie hydrolizy skrobia jest uplynniana za pomoca a-amylazy przez
podgrzanie do temperatury 105 °C na czas 2-5 minut oraz przetrzymanie w temperaturze
90-100°C przez 1-2 godziny. Tak duzg termostabilno$¢ mozna bylo otrzymaé dzigki
technologii rekombinacji genetycznej. W ten sposob ulepszone zostaly takze inne cechy
poprawiajace skuteczno$¢ uptynniania skrobi. Najdoglebniej poznana jest produkcja a-
amylazy przez bakterie Bacillus subtilis, wykazujacej optimum temperaturowe w zakresie
od 65 do 70 “C w obecnosci jondw wapnia. Do zastosowan komercyjnych stosuje si¢

jednak preferencyjnie a-amylaze ze szczepu bakterii Bacillus licheniformis. Enzym ten
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wykazuje stabilno$¢ i aktywno$¢ w temperaturach przekraczajacych 90 °C, zalezng w
matym stopniu od stezenia jonow wapnia i pH roztworu. Natomiast o-amylaza
pochodzenia grzybowego jest bardziej termolabilna, lecz odporniejsza na zmiany pH
srodowiska reakcji [Olempska-Beer i in., 2006].

Glownymi egzoamylazami stosowanymi w hydrolizie skrobi sg glukoamylaza i -
amylaza. Glukoamylaza umozliwia wysoce skuteczng hydroliz¢ wigzan a-1,4-
glikozydowych. Enzym odszczepia po jednej czasteczce glukozy az do miejsca
rozgalezienia. Mozliwa jest tez, cho¢ z niewielkg szybkos$cig, hydroliza wigzan 1,6-
glikozydowych. Produktem koncowym reakcji katalizowanych przez ten enzym jest
glukoza. Glukoamylaze pozyskuje si¢ gtdwnie z transgenicznych szczepow Aspergillus
niger oraz Aspergillus awamori. Otrzymane z nich biokatalizatory cechujg si¢ duza
odpornoscig na zmiany pH (1,8-8,8 dla A. niger i 1,8-10,5 dla A. awamori), jednak
najwicksza aktywnos¢ wykazuja w pH rownym 4,0 do 5,6 i w temperaturze 40-65°C. W
odréznieniu od a-amylazy, jony Ca®* wykazuja w stosunku do glukoamylazy dziatanie
hamujace [Pandey i in., 2000].

Dzialajac na skrobi¢ enzymem B-amylaza, jako produkt ostateczny otrzymuje si¢
maltoze oraz tzw. dekstryny graniczne. Zrédla tego enzymu, poza zbozami (pszenica,
jeczmien czy soja) stanowig takze bakterie i1 grzyby. B-amylaza katalizuje hydrolize
wigzan a-1,4-glikozydowych miedzy druga a trzecig jednostka glukozows, liczac od
nieredukujacego konca tancucha. Enzym ten nie potrafi hydrolizowa¢ wigzan 1,6-
hydrolizowych. B-amylaza dziata najefektywniej w srodowisku o temperaturze 55-60°C i
pH okoto 5 [Pandey i in., 2000].

a- i B-amylazy nie hydrolizujg wigzan 1,6-glikozydowych, a tempo ich rozkladu
przy pomocy glukoamylazy nie jest dostateczne. Dlatego w procesach obrobki skrobi
stosuje si¢ takze enzymy usuwajace rozgalezienia, ktore dzialaja selektywnie na
wspomniane wyzej wigzanie. Najwazniejsze z tych enzyméw to izoamylaza oraz
pullulanaza [Pandey i in., 2000].

Pullulanaza pozwala na wusunigcie rozgalezien zaréwno amylozy, jak 1
amylopektyny. Optimum temperaturowe dla tego enzymu wynosi okoto 60 °C. Enzym
ten potrafi rozerwa¢ wigzanie 1,6-glikozydowe jedynie w przypadku, gdy scala ono
tanicuchy potaczone wigzaniem a-1,4 (tak jest na przyklad w pullulanie). Oprocz tego
produkowane sa takze przemystowe preparaty pullulanaz, zdolne takze do hydrolizy

wigzan 1,4-glikozydowych. Pomimo ze enzym ten wyst¢epuje w roslinach (ryz czy



bawelna), to przemystowa pullulanaz¢ pozyskuje sie wytacznie z bakterii, zar6wno
mezofilnych jak i termofilnych (np. Geobacillus stearothermophilus). Geny
odpowiedzialne za produkcje tego enzymu zostaly sklonowane z wielu szczepow.
Struktura pierwszorzgdowa pullulanazy wskazuje na duze pokrewienstwo z innymi
enzymami amylolitycznymi. Pomimo wieli przeprowadzonych badan nad tym enzymem,
w dalszym ciggu poziom jego ekspresji nie jest w pelni zadowalajgcy, a jego wlasciwosci
pozwalajace na uzycie w przemysle wcigz nie sg idealne. Dlatego probuje si¢ to poprawic
poprzez poszukiwanie odpowiedniego szczepu gospodarza oraz wydajnych wektorow
ekspresji i sekrecji [Doman-Pytka i Bardowski, 2004].

[zoamylaza takze umozliwia hydrolize rozgalezien tancuchéw polisacharydowych,
w ktorych wystepuja wigzania 1,6-glikozydowe. Nie rozszczepia jednak potaczen, ktoére
wystepuja w pullulanie, lecz w glikogenie (obecne s3 takze w amylopektynie i
dekstrynach granicznych). Najczesciej enzym ten pozyskuje si¢ ze szczepdédw bakterii
Pseudomonas amylodermosa, Bacillius amyloliquefaciens czy Escherichia coli [JECFA,
2006].

2.2. Enzymy pektynolityczne

Pektyna jest jednym z podstawowych polimeréw strukturalnych $cian
komorkowych roslin. Razem z ligning, celulozg i hemicelulozami tworzy kompleksy o
duzej wytrzymatosci mechanicznej. Pektyna zaliczana jest do btonnika pokarmowego z
tego wzgledu, ze nie podlega dziataniu ludzkich enzymoéw trawiennych. Zwigzek ten
tworzy gldwnie polimer kwasu galakturonowego (poligalakturonian), bedacy czesciowo
estrem metylowym. Oprocz tego pektyna zawiera duze ilo$ci cukrow obojetnych, takich
jak arabinoza, ksyloza, ramnoza czy galaktoza, w wigkszosci zlokalizowanych w
rozgatezionych fragmentach pektyny, ktére przeplataja si¢ z liniowymi fragmentami
poligalakturonianu. Preparaty enzyméw pektynolitycznych produkowane byly do
niedawna wylacznie w oparciu o dzikie szczepy grzyboéw nitkowatych ze §rodowisk
naturalnych, czg¢sto dodatkowo udoskonalonych konwencjonalnymi  metodami
mutagenizacji (wykorzystujac do tego celu zwiazki chemiczne czy promieniowanie UV).
Preparaty te stanowila na ogo6l mieszanina enzymow, ktore rozktadaty wylacznie liniowe
fragmenty pektyn. Jednym z takich enzymow byta pektynoesteraza, ktorej towarzyszyty
enzymy depolimeryzujace, ktorych efektem dziatania byta zbyt daleko posunieta
degradacja pektyny. Uwalnialy one dodatkowo rozgal¢zione fragmenty pektyny, ktore
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utrudnialy ultrafiltracj¢ 1 powodowatly, ze podczas przechowywania sok metnial. Te
cechy preparatow enzymatycznych  spowodowaly konieczno$§¢ poszukiwania
biokatalizatorow degradujacych wybidrczo poszczegdlne rozgatezione regiony pektyny,
opartych glownie na drobnoustrojach zmodyfikowanych genetycznie. Uzyskano dzigki
nim preparaty o wyzszej aktywnosci, stabilnosci i precyzji dzialania w warunkach
optymalnych z technologicznego punktu widzenia. Enzymy rozktadajace selektywnie
rozgalezione czesci pektyny to m.in. grzybowe ramnogalakturonazy czy acetyloesteraza.
Uwolnione jednak przez nie fragmenty w dalszym ciggu utrudniaja ultrafiltracje, dlatego
preparaty enzymatyczne powinny zawiera¢ dodatkowo egzohydrolazy, ktére rozktadajg
poczatkowe produkty depolimeryzacji do monomerow. Zastosowanie w produkcji sokow
mieszaniny enzymow, otrzymanych z zastosowaniem technik modyfikacji DNA, ktore
degraduja wybidrczo rozgalezione fragmenty pektyny, umozliwito produkcje sokow
warzywno-owocowych, w ktorych pektyna wystgpuje w formie stabilnej i nie tworzy
zawiesiny osadu. Soki takie charakteryzuja si¢ wysokimi walorami sensorycznymi
[Twardowski i Michalska, 2001].

2.3. Enzymy proteolityczne

Proteazy s3 enzymami katalizujagcymi reakcj¢ hydrolizy biatek. W wyniku ich
degradacji powstaja krotsze peptydy 1 aminokwasy. Jest to bardzo zréznicowana grupa
biokatalizatorow, z réznym powinowactwem do substratow, mechanizmem Katalizy,
optimum temperaturowym i pH czy stabilno$ciag w roznych s$rodowiskach. Enzymy
proteolityczne dziatajg specyficznie ze wzgledu na rodzaj grup funkcjonalnych
aminokwasow (aromatycznych, alifatycznych czy zawierajacych siarke) znajdujacych si¢
przy hydrolizowanym wigzaniu. Proteazy dzieli si¢ ze wzgledu na miejsce dziatania na
endopeptydazy (tnagce wigzania peptydowe wewnatrz czasteczki biatka) i egzopeptydazy
(odszczepiajace pojedyncze aminokwasy lub co najwyzej dipeptydy od N- oraz C-konca).
Pomimo ze egzopeptydazy znajduja komercyjne zastosowania, to znaczenie
endopeptydaz dla przemystu jest duzo wigksze. Proteazy maja generalnie najwigksze
znaczenie posrod wszystkich enzyméw, o czym $wiadczy to, ze ich szacowana warto$¢
sprzedazy stanowi ok. 60% ogolnej sprzedazy enzymow na $wiecie [Sumantha i in.,
2006].

Chymozyna oraz pepsyna (tzw. ,kwasne”  proteazy) pochodzenia
mikrobiologicznego pozyskiwane sa z grzybow i bakterii. Chymozyna jest wytwarzana
przez szczepy gatunkéow Mucor miehei, M. pusillus oraz Endothia parasitica. M.
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hiemalis, M. racemosus, i M. bacilliformis. Pepsyn¢ otrzymuje si¢ z grzybow Aspergillus
spp. 1 Rhizopus spp. W celu polepszenia termostabilnosci enzymdw probuje si¢ takze
produkowaé enzymy przy pomocy termofilnych szczepoéw Aspergillus spp. [Sumantha i
in., 2006].

Jedna z najbardziej spektakularnych historii przemystowej inzynierii genetycznej
dotyczy produkcji rekombinowanej chymozyny. Do znalezienia genetycznie
zmodyfikowanego zrodla tego enzymu doprowadzity badania w czasie trzech ostatnich
dekad, ktére miaty na celu zastapi¢ pozyskiwanie chymozyny (jak i towarzyszacej jej
pepsyny) z zotadkéw mtodych cielat. Preparaty enzymatyczne pochodzenia zwierzecego
cechuja si¢ wysokim stopniem zanieczyszczenia oraz zmienno$cig wlasciwosci
uzytkowych (nie uzyskano zadowalajacej powtarzalno$ci). Aby przezwycigzy¢ te
trudnosci gen bydlecy kodujacy chymozyne sklonowano do szeregu mikroorganizmow.
W konsekwencji chymozyna byta pierwszym produktem inzynierii genetycznej, ktory
uzyskal komercyjne zastosowanie w Wielkiej Brytanii. W 2002 roku dopuszczone do
uzytku byly trzy rodzaje transgenicznej chymozyny. Enzym pozyskiwany na drodze
mikrobiologicznej osiagnat wielki sukces ze wzglgdu na lepszg (w stosunku do
zwierzecego) stabilno$¢ wiasciwosci oraz mniejszg ilos¢ zanieczyszczen [Rastall i Maitin,
2002]. Poczatkowo na drodze do sukcesu genetycznie zmodyfikowanej chymozyny stat
jednak niski poziom akceptacji spotecznej. Zastrzezenia byly kierowane ze strony
wegetarian i niektorych ugrupowan religijnych. Jednak wraz z uptywem czasu, dzieki
wilasciwej polityce ze strony producentdéw zywno$ci (np. seréow), ktorzy skwapliwie
umieszczali na etykietach informacje o uzyciu w procesie technologicznym
rekombinowanego enzymu, pomimo iz chymozyna nie wystgpowala w gotowym
produkcie, spoteczne przyzwolenie Brytyjczykow wzrosto. Obecnie wigkszo$¢ serow
twardych produkowana jest tylko przy uzyciu takiej chymozyny [Rastall i Maitin, 2002].

Proteazy cysteiny, bedace enzymami o neutralnym pH, moga by¢ pochodzenia
roslinnego (bromelaina, ficyna oraz najbardziej termostabilna — papaina) Ilub
mikrobiologicznego (papaina pozyskiwana z Clostridium hystolyticum i Streptococcus
spp.). Neutralne metaloproteazy sg produkowane przez bakterie Bacillus spp., przy czym
szczepy Bacillus stearothermophilus  wytwarzaja enzymy o podwyzszonej
termostabilnosci. Jednak najwicksze komercyjne znaczenie maja neutralne proteazy
grzybowe. Znajduja si¢ w preparatach enzymatycznych wykorzystywanych w

piekarnictwie, przetworstwie zywno$ci, obrobce bialek, przemysle skoérzanym,
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farmaceutycznym oraz zywieniu zwierzat. Gtownym ZzZrodlem tego typu enzymow sa
szczepy Aspergillus niger, a zaraz po nich A. sojae [Sumantha i in., 2006].

Proteazy pochodzenia mikrobiologicznego maja wielkie znaczenie w przemysle
spozywczym. W serowarstwie uczestnicza w koagulacji biatek mleka (kazeiny), a
proteaza pozyskiwana z Pseudomonas fluorescens hydrolizuje peptydy odpowiedzialne
za gorzki smak seréw. Preparaty proteolityczne uzywa si¢ w produkcji alkoholi — poprzez
udostepnienie tatwo przyswajalnego zrddla azotu polepszaja wzrost drozdzy. W
piekarnictwie majg zastosowanie w degradacji bialek maki do produkcji ciastek, a w
browarnictwie do izolacji biatek ze stodu 1 jgczmienia. Uzywa sig¢ ich takze do klarowania
sokow owocowych 1 likierow, do produkcji sosu sojowego, hydrolizy biatek sojowych,
zelatynowych, migsnych oraz serwatkowych. Wspomagaja rowniez tenderyzacje migsa

ryb i zwierzat ladowych [Sumantha i in., 2006].

2.4. Enzymy lipolityczne

Lipazy s3 enzymami nalezagcymi do klasy hydrolaz. Katalizuja one reakcje
hydrolizy triglicerydow w $rodowisku dwufazowym (woda-olej), a takze potrafig
przeprowadzi¢ odwrotng reakcje w srodowisku nicuwodnionym. Koncowymi produktami
tej reakcji sg wolne kwasy thuszczowe 1 glicerol, lub cz¢sciej monoacyloglicerol, ktory
zawiera nie usunigtg reszte kwasu tluszczowego w pozycji 2. Katalizujg rowniez reakcje
hydrolizy i transestryfikacji innych estréw. Zdolno$¢ do przeprowadzania specyficznych
reakcji chemicznych jest powodem rosngcej popularnosci lipaz w technologii zywnosci, a
takze produkcji detergentow, kosmetykoéw czy przemystu farmaceutycznego [Treichel, i
in., 2009].

Metody chemiczne otrzymywania strukturyzowanych triacylogliceroli nie
zapewniaja odpowiednio wysokiej specyficznosci i1 daja w rezultacie mieszaning
triacylogliceroli, ktorych rozdzielenie wiaze si¢ z duzym wysitkiem. Metody te przestaly
by¢ atrakcyjne z chwila, gdy na rynku pojawily si¢ preparaty lipaz, gléwnie pochodzenia
mikrobiologicznego, 0 poznanej regio- i stereo specyficznosci [ Twardowski i Michalska,
2001].

Od lat 80. XX wieku liczba dostepnych enzymow lipolitycznych stale rosnie.
Przyczyna tego stanu rzeczy w gldwnej mierze sa osiagnigcia zwigzane z klonowaniem i

ekspresja genéw w komorkach mikroorganizméw, jak rdéwniez rosngce wymagania
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dotyczace whasciwosci tych biokatalizatoréw, jak specyficzno$é, stabilnos¢, optimum pH
I temperatury [Treichel, de Oliveira i in., 2009].

Lipazy produkowane s3 przez zwierzeta, rosliny i drobnoustroje, jednak te
pochodzenia mikrobiologicznego sa cenione najbardziej z uwagi na duza selektywnos¢,
stabilno$¢ oraz szeroka specyficzno$¢ substratowa. Lipazy zwierzece i roslinne sg z
reguty mniej termostabilne. Zewnatrzkomorkowa lipazg produkuje wiele gatunkéw
bakterii, drozdzy czy grzybow. Czg¢s¢ z nich jest mieszaning kilku enzymow
pochodzacych od roznych genéw. W rdéznych technologiach wykorzystuje si¢ lipazy
grzybowe, bedace monomerami o masie czasteczkowej od 30 do 60 kDa, ze szczepow
Rhizopus, Rhizomucor, Mucor, Aspergillus, Candida, Penicilium i Pseudomonas [Akoh i
Min, 2008].

Zaleta takich handlowych lipaz jest zachowanie stabilnosci 1 aktywnosci
katalitycznej w zakresie temperatur do 80 "C w s$rodowisku rozpuszczalnikow
organicznych. W tak drastycznych warunkach o niskiej zawartosci wody lipazy katalizujg
proces syntezy wigzan estrowych pomigdzy kwasami organicznymi (na przyktad
kwasami thuszczowymi) a glicerolem lub innymi zwigzkami o charakterze alkoholi.
Pomocne w odkrywaniu mechanizméw dziatania lipaz oraz ich relacji ze strukturg biatka
okazaly si¢ modyfikacje genetyczne udoskonalajgce wtasciwosci tych enzymow. Obecnie
wiekszo$¢ lipaz, wytwarzanych przez drobnoustroje transgeniczne, jak rowniez przez
organizmy nie poddane modyfikacjom genetycznym, wykazuje specyficzno$¢ wobec
pozycji 1 i 3 w czasteczce triacyloglicerolu, jednak ostatnio pojawiaja si¢ doniesienia o
biokatalizatorach zdolnych do odszczepienia kwasu tluszczowego takze z pozycji 2, co
ulatwia wstawienie w to miejsce pozadanego wolnego kwasu tluszczowego [ Twardowski
i Michalska, 2001].

Pierwszym zastosowaniem lipaz do produkcji ustrukturyzowanych triacylogliceroli
byta produkcja zamiennika thuszczu kakaowego. Stanowi on jeden ze skladnikow w
produkcji czekolady. Jest to tluszcz o temperaturze topnienia 32-35°C, zawierajacy w
pozycji 2 przewaznie kwas oleinowy, a w pozycjach 1 i 3 kwasy palmitynowy i
stearynowy. Wytwarzany obecnie zamiennik thuszczu kakaowego z zastosowaniem
udoskonalonych lipaz jest w pelni poréwnywalny z naturalnym. Zastosowanie tych
biokatalizatorow pozwolito rowniez na produkcje zamiennika mleka kobiecego, bogatego
w wolne nienasycone kwasy tluszczowe i kwas palmitynowy. W tluszczu tym kwas

palmitynowy znajduje si¢ w pozycji 2, a nienasycone kwasy tluszczowe w pozycjach 1 i
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3. Dzigki temu w przewodzie pokarmowym dziecka nie tworzg si¢ nierozpuszczalne sole
wapnia i wolnego kwasu palmitynowego, mogace prowadzi¢ do odwapnienia i zaburzen
w funkcjonowaniu organizmu [Twardowski i Michalska, 2001].

Esterazy, stanowigce odrebng kategorie¢ enzymdw lipolitycznych, rowniez maja
zdolno$¢ do estryfikacji oraz hydrolizy tluszczow, jednak w przeciwienstwie do lipaz
moga katalizowa¢ te reakcje jedynie w s$rodowisku nieuwodnionym. Najbardziej
aktywnymi producentami tych enzymow okazuja si¢ by¢ grzyby z rodzaju Aspergillus, w
warunkach fermentacji na podtozu statym. W toku badan wyrdézniono sze$¢ szczepoOw
transgenicznych ze statusem GRAS, z ktorych pozyskane preparaty enzymatyczne
wykazywaly duza aktywno$¢ nawet bez proceséw izolacji i oczyszczania. Produkcja
esteraz byta indukowana dodatkiem substratu: kwasu laurynowego i jednego z fitosteroli
roslinnych — [-sitosterolu. Enzym katalizujacy estryfikacje tych skladnikéw do
laurynianu sterolowego i wykazujacy najwiekszg aktywnos¢ pochodzil szczepow A.
oryzae NRRL 6270 i A. sojae NRRL 6271 [Eniké, Viviana i in., 2007].

Z technologicznego punktu widzenia bardzo wazna wtasciwoscig lipaz i esteraz jest
zdolno$¢ do tworzenia wigzan nie tylko pomiedzy glicerolem 1 kwasami tluszczowymi,
lecz takze pomiedzy innymi alkoholami i tymi kwasami. Do zwigzkow 0 charakterze
alkoholi mozna tutaj zaliczy¢ takze cukrowce. W $rodowisku polarnych
rozpuszczalnikow organicznych w obecnosci enzymow lipolitycznych uzyskano estry
kwasow ttuszczowych 1 takich sacharydéw, jak sacharoza czy glukoza. Dato to poczatek
takim preparatom handlowym jak Olestra, zawierajagcym estry kwasow ttuszczowych nie
ulegajacym hydrolizie w uktadzie pokarmowym czlowieka, dzieki czemu mozna je
stosowa¢ jako zamienniki thuszczu w produktach niskokalorycznych. Z zastosowaniem
lipaz i esteraz produkuje si¢ takze estry kwasow thuszczowych i kwasu askorbinowego. W
odroznieniu od witaminy C, pochodne te rozpuszczalne sa nie tylko w $rodowisku
wodnym, lecz takze w §rodowisku lipidow, co pozwala na wzbogacenie w t¢ witaming
produktow zawierajacych duzo tlhuszczow. Modyfikacje genetyczne prowadzace do
uzyskania lipaz o wysokiej stereo- i regiospecyficznosci umozliwiajg produkcje szeregu
estrow kwasow thuszczowych 1 glicerolu, cukrowcéw lub innych zwigzkow o
sprecyzowanym, korzystnym wptywie na zdrowie cztowieka [Twardowski i Michalska,
2001].
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2.5. Inne enzymy

Przetwory owocowo-warzywne, funkcjonalne i bogate w pektyne, powinny takze
cechowac si¢ stosownym aromatem. W celu uniknigcia dodatku obcych substancji do
produktow, poddaje si¢ je dzialaniu enzymow rozktadajacych glikozydy, ktére stanowig
bezwonne pochodne zwigzkéw zapachowych. Nastepuje reakcja odlaczania koncowych
reszt glukozy, arabinozy, ksylozy i innych skladnikow. Operacja ta uwalnia skladniki
aromatu. Niski poziom pH wystepujacy w sokach roslinnych oraz obecno$¢ inhibujace;j
glukozy powodowaly niskg aktywnos$¢ glikozydaz wystepujacych naturalnie w
komorkach roslinnych. Zaczeto wigc stosowa¢ enzymy pochodzenia mikrobiologicznego.
Jako pierwsze wykorzystano enzymy hydrolityczne ze szczepu Aspergillus niger.
Wykazywaly one wyzsza aktywno$¢ od enzymow natywnych w kwasnym soku
owocowym, byly jednak nadal hamowane przez wysokie stezenie glukozy. Z tego
wzgledu uzyskano szereg zmutowanych szczepow produkujacych biokatalizatory stabilne
w niskim pH i nie inhibowane przy wysokich stezeniach glukozy [Twardowski i
Michalska, 2001].

Obecne mozliwosci w zakresie konstrukcji genetycznie zmodyfikowanych
drobnoustrojéw pozwala na wytworzenie enzymoéw optymalnych ze wzgledu na sklad
uzywanego do produkcji surowca, co pozwala na wybidrcze usuwanie wybranych
sktadnikow soku nie oddzialujgc przy tym na pozostate substancje. Wygodnym okazata
si¢ immobilizacja enzymow na odpowiednich statych nosnikach, pozwalajgca na tatwe
usuwanie niepozgdanych zwigzkow z ostatecznego produktu [ Twardowski i Michalska,
2001].

Metody biotechnologiczne pozwalajg na otrzymanie oligo- i polisacharydéw oraz
réznorodnych pochodnych cukrow o dokladnie zdefiniowanej strukturze. Produkcja tych
zwigzkow metodami chemicznymi jest zmudna i pracochlonna poniewaz wymaga
specyficznego blokowania grup funkcyjnych. Dlatego zastgpiono produkcj¢ chemiczng
biosyntezg z uzyciem enzymow wytwarzajacych wigzania pomiedzy dwiema resztami
sacharydow. Oprocz hydrolaz glikozydowych uzywa si¢ w tym celu glikozylotransferazy.
Katalizuja one reakcje przeniesienia reszty monosacharydu z donora (ktérym moze by¢
pochodna nukleotydowa cukru czy oligosacharyd) na akceptor cukrowy. Sposobem tym
produkuje si¢ takie oligosacharydy i polimery jak alternan, dekstran, mutan czy czysta
amyloza. Reakcje prowadzi si¢ w warunkach optymalnych dla nowo powstatych wiazan
glikozydowych, co nie zawsze koreluje z wysoka aktywnoscia stosowanego

biokatalizatora. Stosujac techniki inzynierii genetycznej uzyskano enzymy o wiekszej
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specyficznosci do substratu i stabilnos¢ w $rodowisku polarnym. Otrzymane dzigki
transgenicznym mikroorganizmom zwigzki znalazty szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym. Sa to mi¢dzy innymi cenione wypehiacze zywnosci, niektore petnigce role

prebiotykow [Twardowski i Michalska, 2001].

3. Szczepy transgeniczne w produkcji enzymow

3.1. Etapy uzyskiwania rekombinowanych szczepow

Otrzymanie szczepu drobnoustrojéw produkujacego zmodyfikowany produkt jest
zawsze poprzedzone okresem intensywnych poszukiwan i badan. Zwykle dzielg si¢ one
na nastepujace etapy:

a) studia nad szczepem majgcym zosta¢ zmodyfikowany (gospodarz);

b) konstrukcja wektora ekspresyjnego (pozwalajacego na bardzo wydajne

produkowanie biatka kodowanego przez transgen w transformowanych komorkach);

C) modyfikacja szczepu gospodarza;

d) identyfikacja i izolacja szczepu o0 najbardziej pozadanych cechach;
e) dodatkowe ulepszenia otrzymanego szczepu oraz

f) szczegoOtowa jego charakteryzacja.

Kazdy z tych etapoéw jest specyficzny w zaleznosci od wiasciwosci danego
mikroorganizmu i metod genetycznych, ktére mozna zastosowaé do jego modyfikacji

[Olempska-Beer i in., 2006].

3.2. Bezpieczenstwo preparatéw enzymatycznych

Rzady poszczegbdlnych krajow same decyduja o wprowadzeniu danej substancji do
produkcji zywno$ci. Swoje decyzje opieraja o sady uznanych i powazanych instytucji
zajmujacych si¢ kontrolg stanu zywnosci. Jedng z najbardziej znanych tego typu urzedu jest
Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (Food And Drug Administration - w skrocie FDA).
Jest ona znana z rygorystycznych przepisow zwiazanych z wydawaniem zezwolen na
dopuszczenie do obrotu substancji dodawanych do zywnosci oraz lekow. Jesli juz takie
zezwolenie zostanie wydane, to i tak dodatki do zywnos$ci (w tym preparaty enzymatyczne)
podlegaja Scistej kontroli Agencji. Wyjatkiem sa substancje generalnie uznane (przez ekspertow
wykwalifikowanych pod wzgledem oceny bezpieczenstwa zywnosci) za bezpieczne (Generally
Recognized as Safe - w skrocie GRAS) [Gaynor, 2006].

17 kwietnia 1997 roku FDA zaproponowala nowy sposob oceny bezpieczenstwa substancji

stosowanych w zywnos$ci. Status GRAS przyznawano na podstawie przysytanych zgloszen od
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i instytucji, dostarczajacych wyczerpujacej dokumentacji naukowej potwierdzajacej
bezpieczenstwo danej substancji. Od roku 1997 FDA pozytywnie rozpatrzyta ponad 35 wnioskoéw
0 przyznanie statusu GRAS preparatom enzymatycznym otrzymanych z natywnych oraz
transgenicznych mikroorganizmow. Pelng liste zgloszen substancji GRAS do amerykanskiej
Agencji mozna zobaczy¢ na stronie internetowej

(http://www.accessdata.fda.gov/scripts/fcn/fcnNavigation.cfm?rpt=grasL.isting).

3.3. Komercyjna produkcja enzymow

Obecnie wiele enzyméw uzywanych w przetworstwie zywnosci jest pozyskiwanych
z genetycznie modyfikowanych mikroorganizméw. Producenci enzyméw korzystajg z
nowych technik inzynierii genetycznej w celu opracowywania 1 produkcji enzymow z
poprawionymi wilasciwosciami. Wywodza si¢ one cz¢sto z drobnoustrojow, ktore nie
moga by¢ tatwo hodowane w warunkach laboratoryjnych czy przemystowych. Poprzez
odpowiednig selekcje organizmu gospodarza, szczepy rekombinantow mogag by¢ tak
skonstruowane, aby umozliwi¢ wydajng produkcje enzymow wolnych od niepozadanych
enzymow i innych metabolitow [Olempska-Beer i in., 2006].

Tabelal. Najpopularniejsze preparaty enzymatyczne, ktore uzyskaty status GRAS [Olempska-Beer
i in., 2006].

Szczep Enzym
Aspergillus niger Chymozyna
Fitaza
Lipaza
Aspergillus oryzae Esteraza—lipaza

Proteaza aspartylowa
Oksydaza glukozowa
Oksydaza fenylowa

Lipaza
Esteraza pektynowa

Fosfolipaza

Bacillus licheniformis a-amylaza

Pullulanaza

Dekarboksylaza-proteaza
Bacillus subtilis Dekarboksylaza a-acetomleczanu
a-amylaza
Maltogenna a-amylaza

Pullulanaza

Bacillus stearothermophilus a-amylaza

Escherichia coli K-12 Chymozyna

Fusarium venenatum Ksylanaza

Kluyveromyces marxianus var. lactis Chymozyna
Laktaza

Pseudomonas fluorescens Biovar | a-amylaza

Trichoderma reesei Liaza pektynowa
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List¢ komercyjnych enzymow wykorzystywanych w przetworstwie zywnos$ci jest

udostepniona  na  stronie  internetowej  Enzyme  Technical ~ Association

(http://www.enzymetechnicalassoc.org/) lub Manufacturers and Formulators of Enzyme

Products (http://www.amfep.org/). W dalszej cze$ci pracy zostang omawione

najwazniejsze mikrobiologiczne zrodta enzymow, ktére zostaty umieszczone w tabeli 1.

4. Bakteryjne zrodla enzymow

4.1. Bacillus sp.

W produkcji enzymow waznych dla technologii zywnosci najwazniejsza role
odgrywaja dwa gatunki bakterii z rodzaju Bacillus: B. subtilis oraz B. licheniformis.
Pierwszy z nich od wielu dziesigtek lat jest Zrodlem bakteryjnej a-amylazy oraz proteaz.
Najbardziej znanym szczepem tego gatunku jest dziki typ 168, z ktorego wywodzi si¢
wiele szczepéw  wykorzystywanych przemystowo, réwniez zmodyfikowanych
genetycznie. Jego genom zostal zsekwencjonowany w ubieglym wieku [Kunst i in.,
1997].

Bezpieczenstwo enzymoéw z transgenicznej B. subtilis jest udokumentowane w
danych GRAS oraz wielu publikacjach. Bakteria ta jest po Escherichia coli najbardziej
poznanym gatunkiem w biotechnologii. Inne gatunki z rodzaju Bacillus, gtownie B.
licheniformis, B. amyloliquefaciens oraz G. stearothermophilus takze =zostaly z
powodzeniem zaadaptowane jako organizmy gospodarzy produkujace egzogenne
enzymy, przewaznie a-amylaze. Znana jest sekwencja genomu dwoch przemystowych
szczepéw B. licheniformis. Fakt ten zwigksza jego zaufanie do stosowania jako
producenta enzymow wykorzystywanych w technologii zywnosci. Okazato si¢ bowiem,
ze B. licheniformis ma wiele sekwencji zgodnych z B. subtilis, a znikomg ilo$¢
elementéw wspolnych z chorobotwérczymi gatunkami Bacillus (mowa tu gtéwnie o B.
cereus wytwarzajacym szereg toksyn oraz B. anthracis wywotujacym chorobe zwang
waglikiem). B. subtilis oraz B. licheniformis nie wydzielaja toksycznych metabolitow
wtornych 1 z tego powodu s3 zaufanymi producentami enzymoéw uzywanych w
przetworstwie zywnosci [Ray 1 in., 2004].

Bakterie z rodzaju Bacillus sa gram-dodatnimi, przewaznie bezwzglednie
tlenowymi pateczkami, petniagcymi w przyrodzie rolg saprofitow. Maja zdolnos¢ do

tworzenia spor w odpowiedzi na stres zywieniowy. W niektérych przypadkach proces ten
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ma korzystny wplyw na produkcje danego metabolitu (np. produkcja przez B.
thiuringensis zwigzku wykorzystywanego jako pestycyd), lecz w procesie wytwarzania
enzymow wykorzystywanych w technologii zywno$ci, tworzenie spor jest niepozagdanym
zjawiskiem. Udalo si¢ je wyeliminowac stosujac metody mutagenizacji. Mutanty
pozbawione mozliwosci tworzenia SpPOr s3 stosowane obecnie jako gospodarze
produkujacy z duzg wydajnoscig enzymy o znaczeniu przemystowym [Olempska-Beer i
in., 2006].

Gloéwng zaletg rodzaju Bacillus w roli komorek gospodarza produkujacych enzymy
na skale przemystowa jest zdolno$¢ do wydzielania enzyméw poza komorke, co
niezwykle utatwia ich izolacje. Jednak oprocz poszukiwanych produktow na zewnatrz
komorki uwalniane sg takze substancje niepozadane. Najwickszym problemem bylo
wydzielanie proteaz, ktore powodowaly degradacje enzyméw stanowigcych produkt
biosyntezy. Problem ten wyeliminowano w podobny sposob co zdolnos¢ komorek do
sporulacji, to znaczy poprzez otrzymanie mutantdéw wytwarzajacych sladowe ilosci
proteaz. Zmienione w ten sposob komorki z rodzaju Bacillus, niesporulujace oraz majace
ograniczone wiasciwosci proteolityczne, sg obecnie standardowo wykorzystywane do

produkcji enzymow egzogennych [Olempska-Beer i in., 2006].

4.2. Escherichia coli K-12

Chymozyna wytwarzana przez zmodyfikowane genetycznie komorki E. coli K-12
byla pierwszym transgenicznym enzymem, ktéry uzyskal pozwolenie rzadu Stanow
Zjednoczonych na stosowanie w technologii zywnosci. Zastgpienie zrodet zwierzecych
tego enzymu zrodtami mikrobiologicznymi pozwolito na znaczne obnizenie kosztow
jego pozyskiwania. Komorka E. coli wytwarzajgca chymozyne zawiera bydlecy gen
kodujacy prochymozyng, ktora ulega konwersji do chymozyny przez obnizenie pH. Nie
sa one wydzielane na zewnatrz komorki, zatem w celu pozyskania enzymu komorki
nalezy podda¢ lizie. W przeciwienstwie do chymozyny pochodzenia zwierzgcego,
preparaty enzymatyczne pozyskane z E. coli cechujg si¢ brakiem proteaz oraz innych
substancji obcych, dzigki czemu preparaty te sa czyste i charakteryzuja si¢ wysoka
aktywnoscig enzymatyczng [Wayne Hutkins, 2006].

Genom E. coli K-12 zostat zsekwencjonowany w 1997 roku, a sama bakteria jest
obecnie najlepiej zbadanym szczepem w biotechnologii. Jest uznawany za bezpieczny i
zostal dopuszczony bez wigkszych przeszkod do produkcji enzyméw technologii

zywnosci. W przeciwienstwie do niektorych pozostatych szczepow, E. coli K-12 nie
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wytwarza toksyn w zywnosci. W ciggu 30 lat hodowli laboratoryjnych nie zanotowano

ani jednego przypadku infekcji z udziatem tego mikroorganizmu [Blattner i in, 1997].

4.3. Pseudomonas fluorescens

Status GRAS otrzymat rowniez preparat a-amylazy produkowany przez bakterie z
gatunku Pseudomonas fluorescens, szczep Biovar |. Poniewaz bakteria ta nie miata
historii wczesniejszego uzytkowania, firma Innovase chcgca produkowad za jej
posrednictwem  a-amylaze sfinansowata  wszystkie badania  okreSlajace  jej
bezpieczenstwo. Bakteria ta zostala w ten sposob scharakteryzowana na poziomie
genotypu oraz fenotypu. Jest to niechorobotworcza 1 niewytwarzajaca toksyn, gram-
ujemna pateczka. Wystepuje pospolicie w glebie i jest zjadana powszechnie przez ludzi
razem z warzywami oraz owocami. Pierwszy raz zostata wyizolowana z sataty na farmie
w Kalifornii. Jej genom zostat juz zsekwencjonowany (szczep Pf-5). Tak jak E. coli, nie

wydziela enzymow na zewnatrz komorki [Paulsen i in., 2005].

5. Grzyby jako zrodto enzymow

5.1. Aspergillus sp.

Aspergillus niger jest drobnoustrojem o duzym znaczeniu dla wspoélczesnej
biotechnologii. W przyrodzie jest wszechobecny. Miejscem jego bytowania jest gleba,
wszelkiego rodzaju odpady organiczne czy gnijgce cz¢sci roslin. A. niger rosnie w postaci
czarnych kolonii w przedziatach temperatury od 6 do 47 °C, z dosy¢ wysokim optimum
temperaturowym 35-37 °C. Limit aktywno$ci wody jest, w poréwnaniu z innymi
Aspergilli, dosy¢ wysoki i jego warto$¢ wynosi 0,88. Tym, co wyrdznia A. niger jest jego
zdolno$¢ do wzrostu w niesamowicie szerokim spektrum pH, zawierajagcym si¢ pomigdzy
1,4 a 9,8. Te cechy, a takze mozliwo$¢ wytwarzania olbrzymiej ilo$ci przenoszonych
przez powietrze konidiosporow, zadecydowaty o wszechobecnosci A. niger w srodowisku
[Schuster i in., 2002].

A. niger jest stosowany, od dziesigtek lat, do produkcji kwasu cytrynowego (w tym
celu zaczat by¢ wykorzystywany juz w 1919 roku) i enzyméw stosowanych w technologii
zywnos$ci. Enzymy te od lat 60. ubiegtego wieku stosuje si¢ w przetworstwie owocow,
piekarnictwie, hydrolizie skrobi oraz innych galeziach przemystu spozywczego. Oprocz

zastosowania w przemysle spozywczym, A. niger wykorzystywany jest do biodegradacji
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zanieczyszczen. Grzyb ten w ciggu ostatniego dwudziestolecia zostat zaadaptowany jako
komoérka gospodarza. Zachodzi w niej nadekspresja enzyméw  pochodzenia
zewnetrznego, glownie wykorzystywanych w technologii zywno$ci. Pewnag wada A.
niger jest zdolno$¢ do zarodnikowania, powodujaca powstawanie pytow podczas hodowli
tego drobnoustroju. W poréwnaniu z innymi grzybami strzgpkowymi problem ten nie jest
jednak znaczacy. Jak dotad stwierdzono jedynie sporadyczne przypadki infekcji tym
drobnoustrojem (atakowanym narzadem byly przewaznie ptuca), za kazdym razem u
0sob z obnizong odpornoscia immunologiczng. W klimacie tropikalnym zdarzaja sig¢
infekcje zewnetrznych kanatéw usznych, lecz A. niger przedostaje si¢ w to miejsce przez
uszkodzong barier¢ skorng, a nie drogg pokarmowg. A. niger produkuje takze szereg
wtérnych metabolitow, z ktéorych jedynie jeden z nich, ochratoksyna A, moze by¢
rozpatrywana jako mikotoksyna. Badania na temat toksyczno$ci réznych szczepow A.
niger wykazaty, ze od 3 do 10% z nich jest zdolne do wytwarzania wspomnianej toksyny
w warunkach przemystowych. Te szczepy nie sg zatem wykorzystywane do produkcji
enzymoOw. Z tego powodu nowe szczepy tego mikroorganizmu sg badane na obecnos¢
wspomnianej ochratoksyny. Eksperci z FAO/WHO wielokrotnie badali bezpieczenstwo
szczepéw A. niger a amerykanska agencja FDA juz we wczesnych latach 60. uznata
wyizolowane z nich preparaty enzymatyczne jako generalnie bezpieczne. Diluga historia
bezpiecznego stosowania A. niger powoduje chetne wykorzystywanie tego
mikroorganizmu w charakterze gospodarza ekspresji enzymow egzogennych. Zostat do
niego wklonowany szereg gendéw majacych znaczenie w przemysle, jak rowniez
odpowiednie sekwencje regulatorowe, dostosowujace ekspresje gendéw do poziomu
przemystowego. Modyfikacja polega przewaznie na zastgpieniu rozrzuconych po catym
genomie gendéw kodujacych glukoamylaze pozadanymi przez nas genami. Metoda
modyfikacji w tym wypadku jest niezwykle skuteczna [Schuster i in., 2002].

Aspergillus oryzae jest szeroko wykorzystywany w produkcji zywno$ci
dalekowschodniej, gléwnie japonskiej. Tylko za jego pomoca mozna wytworzyc
produkty, w Japonii obecne niemal w kazdym domu, takie jak jak sos sojowy, sojowa
pasta miso czy ryzowe wino sake. Historia jego uzytkowania si¢ga 3 tysiecy lat wstecz do
starozytnych Chin. Technologia wykorzystania tego grzyba zostata przeniesiona do
Japonii miedzy X wiekiem p.n.e. a Il wiekiem n.e.,, a pierwsze jego komercyjne
inokulaty stawaty sie¢ dostepne pod nazwa koji od XII-XV wieku. Kluczowym
sktadnikiem koji byly konidiospory zmieszane z popiotem. Obecnie wiadomo, ze

alkaliczny odczyn popiotu w potaczeniu z obecnymi w nim skladnikami mineralnymi
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polepszaty kondycje zarodnikow. Pierwsze zastosowanie A .oryzae do przemystowej
produkcji na podtozu statym miato miejsce w 1894 roku. Dotyczylo syntezy Taka-
diastazy — zwiazku odkrytego przez Jokichiego Takamine, majacego leczy¢ bdl brzucha.
Obecnie koji jest zrodtem wielu otrzymywanych przemystowo enzyméw (glownie
amylaz, proteaz i lipaz), a takze zwigzkéw chemicznych [Machida i in., 2008].

Dhuga historia bezpiecznego stosowania A. oryzae w produkcji zywnosci
zaowocowala uznaniem przez FDA przemystowych zastosowan tego grzyba jako
generalnie bezpiecznych. Bezpieczenstwo tego drobnoustroju uznaje rowniez WHO. Jego
genom zostal w pelni zsekwencjonowany. Pomimo Dbliskiego genomowego
pokrewienstwa A. oryzae i A. flavus znanego z produkcji karcinogennej mikotoksyny, u
A.oryzae nigdy nie zarejestrowano produkcji zadnych rakotworczych metabolitow
[Machida i in., 2008].

W wyniku wytezonych wysitkow naukowcow uzyskano mutanty A. oryzae
catkowicie pozbawione genow  produkcji aflatoksyn oraz innych niepozadanych
metabolitow wtornych. Uzyskany szczep, BECh2, stat si¢ gospodarzem produkujacym
trzy masowo produkowane enzymy: lipaze triacyloglicerolu, oksydaze glukozowa oraz
fosfolipaze Al. Gospodarzami zostaty rowniez inne szczepy tego gatunku, a metody jego
skutecznej transformacji znane sa juz od pdznych lat 80. ubiegtego wicku [Olempska-
Beer i in., 2006].

5.2. Fusarium venenatum

W roku 2001 FDA nadalo status GRAS preparatowi ksylanazy otrzymanej z
rekombinowanego szczepu grzybow strzepkowych z gatunku Fusarium venenatum. Gen
kodujagcy ten enzym zostal sklonowany z gatunku Thermomyces lanuginosus.
Wspomniany szczep gospodarza F. venenatum jest zmodyfikowanym organizmem
potomnym dzikiego szczepu A3/5, ktory zostat po raz pierwszy wyizolowany, w roku
1968, z probki ziemi w Wielkiej Brytanii. Gatunek ten stat si¢ znany dzigki zdolnosci
wytwarzania mikoproteiny uzywanej do produkcji wysokobiatkowego wyrobu
zywnosciowego, znanego pod nazwa Quorn. Poczatkowo sprzedawany tylko w Wielkie;j
Brytanii, ostatnio zaczyna by¢ komercjalizowany takze w pozostatych krajach Europy i w
Stanach Zjednoczonych. Mikoproteina wytwarzana przez F. venenatum takze zostata
uznana przez FDA za generalnie bezpieczng do stosowania jako ekwiwalent biatka

zwierzecego [Olempska-Beer i in., 2006].
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F. venenatum jest rowniez producentem innych enzyméw egzogennych: oksydazy
laktozowej z Microdochium nivale, karboksypeptydazy seryny oraz aminopeptydazy
z A. oryzae, a takze glukoamylazy z A. niger. Jedynie dwa pierwsze z nich sa
otrzymywane ze szczepow, ktore sa pozbawione genu kodujgcego syntaze trichodienu,
prekursora trichotecenow. Dziki szczep A3/5 oraz jego pochodne sa bowiem zdolne do
produkcji, w pewnych szczegdlnych warunkach hodowli, trichotecenéw oraz innych
mikotoksyn, jak réwniez cyklicznego peptydu eniatyny B. Optymalizacja warunkow
hodowli pozwala na unikniecie ich wydzielania. Aby potwierdzi¢ brak szkodliwych
metabolitow w preparatach pochodzacych od F. venenatum, przeprowadza si¢ regularng
ich kontrolg. Mozna si¢ réwniez zabezpieczy¢ si¢ przed trichotecenami przez usunigcie z
genomu F. venenatum genu tri5 kodujagcego syntaz¢ trichodienu. Jest to enzym
katalizujacy pierwsza reakcje w biosyntezie trichotecenéw. Szczep LyMCA4.B
pozbawiony tego genu za pomocg mutagenizacji jest uznanym i bezpiecznym zrodtem
ksylanazy. Zadecydowaty o tym niska toksynogenno$¢ w warunkach przemystowych,
brak patogennosci oraz dobrze scharakteryzowane insercyjne DNA [Olempska-Beer i in.,
2006].

5.3. Kluyveromyces marxianus var. lactis

Status GRAS uzyskaty dwa preparaty enzymatyczne otrzymane z tego gatunku
mikroorganizmow. Od wielu lat pozyskiwana jest z niego laktaza, uzywana w przemysle
mleczarskim do hydrolizy laktozy do galaktozy i glukozy. Natomiast drugim enzymem
otrzymywanym ze zmodyfikowanego genetycznie szczepu tego gatunku jest chymozyna.
Szczep SL56 jest gospodarzem bydlecego genu kodujgcego prochymozyne. Jego zaletami
jest dogtebnie poznana charakterystyka fermentacji oraz zdolno$¢ do wydzielania enzymu
poza komorke. Kluyveromyces marxianus var. lactis jest bezpiecznym Zrédtem obu
preparatow enzymatycznych ze wzgledu na jego niepatogenno$¢ i niezdolno$¢ do

produkcji toksyn [van den Berg i in., 1990].

5.4.  Trichoderma reesei

Rozmnazajace si¢ bezptciowo grzyby strzgpkowe Trichoderma reesei zostaty po
raz pierwszy wyizolowane z wtokien bawetny na Wyspach Salomona podczas Il Wojny
Swiatowej. Gatunek ten jest unikatowy, poniewaz wszystkie obecne szczepy

przemystowe pochodzg od tego jednego izolatu [Kuhls i in., 1996].
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Jest znany gléwnie z produkcji hemicelulaz, ksylanazy, a takze najwazniejszej -
celulazy, ktorej to preparat uzyskal status GRAS ze wzglgdu na niepatogenno$¢ i
nietoksynogenno$¢ produkujacego go szczepu. Jest ona uzywana od szostej dekady XX
wieku przemystach papierniczym, farmaceutycznym, paszowym oraz w technologii
zywnosci, przewaznie w piekarnictwie, stodownictwie i gorzelnictwie [Nevalainen i in.,
1994].

Analiza genomu T. reesei ujawnita duzg jego podatno$¢ na modyfikacje, co daje
duze mozliwosci w wykorzystaniu tego mikroorganizmu jako gospodarza egzogennych
genéw kodujacych enzymy. W ten sposob do T .reesei wprowadzono geny
odpowiedzialne za ekspresj¢ tak cennych dla przetworstwa zywnos$ci biokatalizatorow jak
a-amylaza, aminopeptydaza, liaza pektynowa, esteraza pektynowa, fosfolipaza A (z
Aspergillus sp.), dekarboksylaza a-acetomleczanu (z Thielavia sp.) czy fitaza (z
Hormoconis sp.) [Penttild i in., 2004].

6. Uzyskiwanie transgenicznych drobnoustrojow

6.1. Transformacja i identyfikacja modyfikowanych komorek

Modyfikacji genomu komoérek mozna dokona¢ przy pomocy narz¢dzi inzynierii
genctycznej badz mutagenezy. Jedynie w pierwszym przypadku do organizmu
gospodarza mozna dostarczy¢ geny pochodzace z innego organizmu. Wektory
ekspresyjne w postaci plazmidow sg przenoszone z komorki do komorki przez bakterie
tego samego gatunku (koniugacja), moga by¢ réwniez pobrane przez komorki innych
gatunkow mikroorganizméw w stanie tzw. kompetencji (czyli zdolnosci do przyjecia
egzogennego materiatu genetycznego). Wprowadzanie obcego DNA do komorek nie
zachodzi zwykle z wysoka wydajnoscig, dlatego przed tym krokiem stosuje sie
namnazanie plazmidow w modelowych komorkach E. coli. Nastgpnie materiat
genetyczny izoluje si¢ 1 za pomocg réznych metod wprowadza do komoérki docelowe;.
Przyktadowo ze wzgledu na obecnos¢ grubej sciany komorkowej, bakterie gram-dodatnie
doprowadza si¢ do stanu kompetencji metodami elektroporacji, czyli dzialajac na nie
krotkim wytadowaniem elektrycznym o wysokim napigciu [Grajek i Schmidt, 2006].

W celu wyodrgbnienia z mieszaniny komorek tylko tych, ktore ulegty modyfikacji,
stosuje si¢ markery, czyli geny selekcyjne. Najczgsciej stosowanymi markerami w
biotechnologii sa geny opornosci na antybiotyki. Po dodaniu do pozywki hodowlanej
antybiotyku, pozostaja tylko te komorki, ktore przyjety transgen. Pomimo wygody

stosowania tego rodzaju markeréw, ich uzywanie w przemysle spozywczym jest
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zabronione. Zamiast nich genami selekcyjnymi sa przykladowo geny bakteriocyn czy
geny nadajace komorce zdolno$¢ do wykorzystania nietypowej czasteczki jako zrodta
wegla [Grajek 1 Schmidt, 2006].

Mutageneza jest procesem, w ktorym w sposob niekontrolowany uzyskuje sig¢
mikroorganizmy o zmienionym genotypie — mutanty. Mutacje spontaniczne w przemysle
nie s3 pozadane, gdyz ich efektéw nie mozna przewidzie¢ i prowadza najczesciej do
obnizenia wydajnos$ci procesu. Nieprawidlowosci w mechanizmach replikacji badz
rekombinacji, ktore prowadza do powstania mutacji, s3 wywolywane przez szereg
czynnikow fizycznych badz chemicznych. W wigkszosci przypadkow mutacje sg albo
obojetne dla przydatnosci przemystowej drobnoustroju, albo ja obnizaja. Dlatego
istotnym, lecz czasochlonnym, elementem mutagenezy jest selekcja mutantow o
pozadanym uktadzie cech fenotypowych. Metody mutagenezy cechujg si¢ znaczng
nieprzewidywalnoscig — nowe zmiany w genomie s3 generowane w sposob losowy. Przy
technologicznym zastosowaniu mutagenezy nalezy oceni¢, czy poza mutacjami
korzystnymi nie nastgpily takze inne zmiany, do czego konieczne sg drogie 1 zmudne
badania. Metody inzynierii genetycznej pozwalaja natomiast na przeniesienie danego
genu z jednej komorki do drugiej w Scisle kontrolowany sposob. Niestety metody te nie

cieszg si¢ wielkg akceptacja spoteczng [Grajek 1 Schmidt, 2006].

6.2. Wektory ekspresyjne

Geny wprowadzane do organizmdéw gospodarzy sg zazwyczaj przenoszone przez
wektory ekspresyjne. Najczgsciej stanowi go plazmid zawierajacy pozadang kasete
ekspresyjng. Plazmidy s3a niewielkimi elementami genetycznymi, podlegajagcymi we
wnetrzu komoérki gospodarza replikacji niezaleznie od jej podziatow komoérkowych.
Poniewaz réznorodne organizmy wyksztalcily r6zne mechanizmy inicjacji oraz terminacji
transkrypcji, kaseta ekspresyjna oprocz genu kodujacego dane biatko musi si¢ skladac z
silnego promotora oraz terminatora, ktore zadziataja w komorce biorcy. Aby wyodrebnic¢
z mieszaniny komorek te, ktore przyjety skonstruowany plazmid, nalezy postuzy¢ sie
takze selektywnym markerem. Najczesciej jest on zlokalizowany na tym samym
plazmidzie co kaseta ekspresyjna, lecz zdarzaja si¢ rowniez przypadki wprowadzania do
komoérki dwoch rodzajow wektorow: jednego zawierajacego kasetg, i1 drugiego z
selektywnym markerem [Grajek i Schmidt, 2006].

Do najczesciej uzywanych plazmidéw w produkcji enzymow naleza pUB110,
pUC18
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I pUC19. pUBI110 zostal wyizolowany z bakterii Staphylococcus aureus i jest
wykorzystywany glownie jako wektor ekspresyjny dla rodzaju Bacillus. Plazmidy pUC18
oraz pUC19 zostaty skonstruowane z mysla o ich wykorzystaniu w komorkach E. coli.
Zawierajg one marker selekcyjny — gen amp’ kodujacy enzym oporno$ci na ampicyline.
W celu zastosowania tego plazmidu jako wektora dla komorek grzybow (na ktore
ampicylina nie dziata), nalezy zastosowac¢ inny selekcyjny marker (na przyktad gen amdS
umozliwiajacy grzybom wykorzystywanie acetamidu). Bakteryjne wektory ekspresyjne
mogg by¢ tworzone z myslg o integracji z genomem gospodarza badz ich autonomicznej
replikacji w organizmie docelowym. W przypadku, gdy organizmem gospodarza jest
komorka grzybowa, wektory tworzone sg najczgsciej z przeznaczeniem integracji z
genomem gospodarza, przy czym najczesciej dochodzi do integracji calej konstrukcji
genowej. Alternatywnie scaleniu moga ulec fragmenty wektora pocigte enzymem
restrykcyjnym.

W ostatnich latach rozwinigto techniki umozliwiajace integracje konstrukcji
genowych w okreslonych miejscach w obrebie genomu gospodarza. Elementem
niezbednym do konstrukcji tego typu ekspresyjnego wektora sg sekwencje homologiczne
do miejsc docelowych w DNA komorki gospodarza. W zaleznos$ci od sposobu dziatania,
kaseta ekspresyjna moze zastgpic¢ odcinek docelowy w genomie lub usytuowac si¢ w jego
poblizu. Takich miejsc na genomie gospodarza moze by¢ wiele. Przyktadem integracji w
wielu odcinkach jednoczesnie jest konstrukcja szczepu B. licheniformis kodujacego
termostabilng o-amylazg. W tym przypadku do genomu gospodarza zostaty
wprowadzone za pomocg wektora trzy kopie genéw kodujgcych ten enzym w otoczeniu
fragmentow homologicznych do odpowiednich fragmentow DNA docelowego. Kopie te
uleglty przytaczeniu do odpowiednich loci: genu amyl (kodujacego a-amylaze), xyl
(odpowiedzialnego za produkcje izomerazy ksylozowej) i gnt (permeaza glukonowa)
[Olempska-Beer i in., 2006].

6.3. Kaseta ekspresyjna

Elementem genetycznym stanowigcym nieodlgczng czes¢ kazdego konstruktu,
ktory chcemy wprowadzi¢ do modyfikowanej komorki majacej wytwarza¢ pozadane
przez nas enzymy, jest kaseta ekspresyjna. Skfada si¢ ona z genu kodujacego biatko oraz
sekwencji regulatorowych: promotora i terminatora. Sekwencje te powinny by¢ zalezne

od gatunku mikroorganizmu, w ktorym dany gen bedzie ulega¢ ekspresji. Przyktadowo
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chcac produkowaé egzogenne enzymy w komorkach z rodzaju Bacillus, promotor i
terminator kontrolujace ten gen rowniez powinny pochodzi¢ z tego rodzaju bakterii
[Olempska-Beer i in., 2006].

W celu zapewnienia jak najwydajniejszej produkcji pozadanego enzymu, bardzo
istotnym problemem jest dobor promotora zapewniajacego wydajng ekspresje.
U bakterii z rodzaju Bacillus przyktadami takich silnych promotoréw jest promotor genu
amyL (kodujacy a-amylaze u B.licheniformis) oraz amyM (glukoamylaza u
B.stearothermophilus). Z kolei obce geny ulegajace ekspresji w A. oryzae znajduja si¢
pod kontrolg promotora genu kodujacego TAKA-amylaz¢ takze w A. oryzae. Sekwencje
promotorowe mozna wykorzystywac¢ nie tylko w postaci natywnej. W celu zwigkszenia
ich wydajnosci stosuje si¢ takie procesy jak mutagenizacja czy fuzja sekwencji dwoch
réznych promotorow. Przykladem takiej hybrydy jest promotor Pna2/TPA. Jest to
sekwencja promotorowa genu amylazy Il z A. niger, w ktorym nie ulegajaca translacji
cze$¢ od konca 5’ jest zastgpiona fragmentem promotora izomerazy triozofosforanowej z
A. nidulans. Czasami stosuje si¢ takze promotory, ktore ulegaja indukcji po dodaniu
okreslonej substancji. Rozwigzanie takie znalazlo zastosowanie w produkcji
termostabilnej a-amylazy u Pseudomonas fluorescens. Produkcje tego enzymu
rozpoczyna si¢ w momencie odpowiednio duzej gestosci komoérek w bioreaktorze,
dodajac induktor - analog laktozy izopropylotio-B-D-galaktopiranozyd [Olempska-Beer i
in., 2006].

7. Podsumowanie

Enzymy s3 uzywane w produkcji zywnosci od tysiecy lat. Proces ich pozyskiwania
ze zrodel naturalnych siega konca XIX wieku. Znaczny postep genetyki molekularnej i
biologii komodrki zmienity sposéb produkcji enzyméw. Mozliwe stato sie¢ klonowanie
gen6w  kodujacych bialka enzymatyczne i dokonywanie ich ekspresji w
mikroorganizmach bardzo dobrze przystosowanych do przemystowej fermentacji w
wielkiej skali. Proces ten ulega staltym ulepszeniom poprzez uzycie wydajnych
promotoréw 1 wprowadzenie genu kodujacego dane biatko w wielu kopiach. Udalo si¢
takze zaadaptowaé wytwarzane enzymy do warunkoéw wymaganych w niektorych
galgziach przemystu spozywczego, jak temperatura czy pH. Osiagnigto ten cel dzigki

inzynierii biatkowej, pozwalajacej m.in. na zmiang¢ struktury pierwszorzgdowej biatek.
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Dobrym przyktadem jest a-amylaza, ktora dzigki modyfikacjom struktury uzyskata
zwigkszong termostabilnos$¢, aby dostosowac ja do warunkéw panujacych w czasie
hydrolizy skrobi z surowcow roslinnych [Olempska-Beer i in., 2006].

Okreslanie bezpieczenstwa szczepoOw drobnoustrojow produkujacych enzymy
ciggle stanowi centrum uwagi. W zwigzku z tym powstal pomyst wprowadzania do
produkcji preparatow enzymatycznych bezpiecznych szczepdéw z rodowodem, do ktorych
stworzenia uzyto dobrze znane, niepatogenne 1 niewytwarzajace toksyn szczepy
(zwlaszcza te z historig bezpiecznego stosowania w produkcji zywnosci). Przemystowe
szczepy mikroorganizmow bedace niegdys zrodtem enzymow natywnych, sg obecnie
gospodarzami dla enzymow heterogennych. Obecne strategie polepszenia szczepow
poprawiajg ich bezpieczenstwo 1 wydajnos¢. Ten trend bedzie bez watpienia
kontynuowany wraz z poszerzaniem wiedzy o genetyce drobnoustrojow oraz rozwojem

technik inzynierii genetycznej [Olempska-Beer i in., 2006].
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