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AKTYWNOSC FERMENTACYJNA DROZDZY
GORZELNICZYCH W OBECNOSCI CYNKU (II)

Joanna Chmielewska, Joanna Kawa-Rygielska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem pracy byta proba oceny wpltywu dodatku Zn (IT) (0,05 1 0,12 mg-dm™)

do podtdz z glukoza oraz zacierow kukurydzianych na wybrane cechy i aktywnos¢ fer-
mentacyjna drozdzy gorzelniczych. Suplementacja Zn (II) nie wptywata na zmiang dyna-
miki fermentacji i wydajno$¢ etanolu z glukozy w przypadku wszystkich badanych szcze-
péw, natomiast obnizata wydajnos$¢ fermentacji skrobi przez Saccharomyces cerevisiae
D2. Drozdze Sacharomyces cerevisiae Safethanol 3035 uzyskiwaty wigksza wydajnosé
etanolu ze skrobi przy dodatku 0,12 mg-dm™ Zn (II), za§ Saccharomyces diastaticus
ATCC 13007 — w przypadku obu dawek Zn (II). Komorki badanych szczepéw pochodza-
ce z prob fermentowanych z Zn (II) w dawce 0,12 mg-dm™ odznaczaly si¢ najlepszym
stanem fizjologicznym. Dodatek Zn (II) powodowal wigkszy przyrost biomasy drozdzy
Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 oraz Schwanniomyces occidentalis ATCC
48086. Nie wykazano istotnego wptywu Zn (I1I) na wielko$¢ komorek drozdzy.

Stowa kluczowe: etanol, drozdze gorzelnicze, kukurydza, Zn (II)

WSTEP

Efektywnos$¢ procesu fermentacji jest Scisle zwigzana z obecnoscia w Srodowisku
jonow metali, odgrywajacych istotna rolg¢ w procesach biochemicznych zachodzacych
w komorce. Zn (II) jest niezbgdny do wzrostu drozdzy oraz fermentacji, mimo iz jego
zawarto$¢ w mediach fermentacyjnych jest, w poré6wnaniu z innymi jonami, stosunko-
wo niewielka. Cynk jest kofaktorem i sktadnikiem strukturalnym okoto 300 enzymow,
w tym dehydrogenazy alkoholowej [De Nicola i Walker 2009, Yang i Zhou 2001],
stabilizuje btony komoérkowe i wplywa na przepuszczalno$¢ membran. Niedobor cynku
moze powodowac spowolnienie i nieprawidlowy przebieg fermentacji [De Nicola i Wal-
ker 2009]. Obecnos¢ Zn (I1) tagodzi toksyczny wptyw Co (1) i Cu (II) na drozdze [Mo-
chaba i in. 1996, Pasternakiewicz i Tuszynski 1997, Tuszynski i Makarewicz 2000].
Z kolei zbyt wysokie stezenie Zn (II) moze by¢ dla drozdzy toksyczne ze wzgledu na
wplyw na przepuszczalno$¢ membran wzgledem potasu, co obniza zaréwno dynamike

Adres do korespondencji — Corresponding author: Joanna Chmielewska, Katedra Technologii
Rolnej i Przechowalnictwa, Zaktad Technologii Fermentacji, Uniwersytet Przyrodniczy we Wro-
ctawiu, ul .C.K. Norwida 25, 50-375 Wroctaw, e-mail: Joanna.Chmielewska@wnoz.up.wroc.pl



4 J. Chmielewska, J. Kawa-Rygielska

wzrostu, jak i aktywnos$¢ fermentacyjng drozdzy [Stehlik-Tomas i in. 2004]. Zdolnos¢
biosorpcji i akumulacji Zn (II) w komorkach drozdzy [Dodic i in. 2001, Tuszynski
i Pasternakiewicz 2000, Wang i Chen 2006] moze mie¢ istotne znaczenie przy ich wy-
korzystaniu na cele paszowe. Wzbogacanie mediéw fermentacyjnych w jony metali
moze wplywac na podniesienie atrakcyjnos$ci wywaréw gorzelniczych jako pasz. Pre-
zentowane w literaturze badania dotycza gtownie oddzialywania Zn (II) na drozdze
browarnicze [Poreda i in. 2009, Tuszynski i Makarewicz 1998, 2000, Zhao i in. 2009].
Natomiast celem niniejszej pracy bylta proba oceny wptywu dodatku Zn (II), zarowno
do syntetycznych podtéz fermentacyjnych, jak i zacierow kukurydzianych, na wybrane
cechy oraz aktywno$¢ fermentacyjna przemystowych drozdzy gorzelniczych i drozdzy
o0 uzdolnieniach amylolitycznych.

MATERIAL I METODY

Material biologiczny stanowity drozdze Saccharomyces cerevisiae D2, Saccharo-
myces cerevisiae Safethanol 3035, Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 i Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. Syntetyczne podloza fermentacyjne z glukoza
(lOOg-dm’3), ekstraktem drozdzowym, MgSO,-7H,0, (NH4),SO,4 i KH,PO, oraz zaciery
skrobiowe (przygotowane metoda bezcisnieniowego uwalniania skrobi, z ziarna kuku-
rydzy (200g-kg™) odmiany KB 1902, z dodatkiem preparatow firmy Novozymes:
uptynniajacego Termamyl 120 L i scukrzajacego Spirytzyme Fuel) wzbogacano ZnCl,
(0,05 i 0,12 mg-dm™ Zn (II)). Sporzadzono takze analogiczne proby kontrolne bez do-
datku Zn (II). Testy fermentacyjne prowadzono w temperaturze 30°C przy stezeniu
biomasy 0,2 g s.m. drozdzy-100 cm™ lub 100 g proby. W czasie fermentacji co 24 h
oceniano:

— wagowo dynamikg procesu fermentacji glukozy oraz skrobi wyrazona procentowa
iloscia wydzielanego w czasie CO, w stosunku do catkowitej ilosci wydzielonego
CO, [g];

— mikroskopowo — stan fizjologiczny komoérek drozdzy w trakcie fermentacji glukozy
i skrobi, zaprezentowany jako indeks Ir [% komorek paczkujacych/% komoérek nie-
aktywnych (barwiacych si¢ bigkitem metylenowym)];

— przyrost biomasy podczas fermentacji glukozy — poprzez pomiar ggstosci zawiesiny
za pomoca spektrofotometru BECKMAN DU’650 przy A=560 nm oraz wyznaczenie
na podstawie krzywych standardowych [dane niepublikowane] zmian st¢zenia su-
chej substancji drozdzy [g-dm™] w czasie procesu;

—  wielko$¢ komorek drozdzy podczas fermentacji glukozy — za pomoca laserowego
analizatora czastek MASTERSIZER 2000 firmy Malvern Instruments.

Po zakonczeniu procesu fermentacji proby poddano dwukrotnej destylacji. W desty-
lacie piknometrycznie oznaczono zawarto$¢ etanolu i obliczono wydajno$¢ etanolu Yp/s
z glukozy oraz skrobi (g ctnon/g cuk). W Wywarze oznaczono zawarto$¢ glicerolu
(g-dm™) i kwasu bursztynowego (g-dm™) przy uzyciu HPLC firmy Varian typu PRO-
-Star. Wszystkie proby wykonano w 3 powtorzeniach. Wyniki dotyczace wydajnosci
etanolu poddano analizie statystycznej w programie STATISTICA 8. Przeprowadzono
test Duncana przy 0=0,05.

Acta Sci. Pol.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Optymalne do wzrostu biomasy i fermentacji stezenie Zn (II) zalezy od szczepu
drozdzy oraz biodostgpnosci jonow [De Nicola i in. 2009]. Zdaniem Bromberga i in.
[1997] optymalna dawka Zn w brzeczkach piwowarskich miesci si¢ w granicach 0,1—
1 mg-dm™. Z kolei De Nicola i in. [2009] podaja, iz optymalne stezenie cynku dla wzro-
stu drozdzy Saccharomyces cervisiae wynosi 0,25-0,5 mg-dm>, za$ dla glikolizy —
1-2 mg-dm™. Na podstawie wynikéw badan prowadzonych w Zakladzie Technologii
Fermentacji, dotyczacych dynamiki wzrostu drozdzy w Aparacie Bioscreen C [dane
niepublikowane] oraz oceny stanu fizjologicznego biomasy, do badan wytypowano
dwie dawki Zn (IT) — 0,05 1 0,12 mg-dm™.

Proces fermentacji glukozy charakteryzowal si¢ lepsza dynamika niz fermentacja
zacierow kukurydzianych (rys. 1). Nie odnotowano istotnego wplywy dodatku Zn (II),
niezaleznie od dawki, na dynamike¢ fermentacji glukozy i skrobi z udziatem wszystkich
badanych szczepoéw drozdzy.

Suplementacja podt6z Zn (II) nie wptywata na zmiang wydajnosci etanolu z glukozy
(Srednio 0,42 g ctanon/g glukozy) W Przypadku badanych szczepdw, natomiast obnizata
o blisko 6% (z 0,494 do 0,465 g ctanolr/ skiobi) Wydajnos¢ fermentacji skrobi przez droz-
dze Saccharomyces cerevisiae D2 (rys. 2). Drozdze Saccharomyces cerevisiae Safetha-
nol 3035 uzyskiwaly statystycznie istotnie wigksza (0 0,015 g ctanol/g skrobi) Wydajnosé
etanolu ze skrobi przy dodatku 0,12 mg Zn (II)/dm’®, za§ Saccharomyces diastaticus
ATCC 13007 (0 0,025 g cranol/ skrobi) — W przypadku obu badanych dawek Zn (II). Zhao
i in. [2009], badajac wptyw ZnSO,-7H,0O w stezeniach 0,01, 0,051 0,1 g~dm’3 na prze-
bieg fermentacji ciaglej syntetycznego podloza z glukoza, najwigksze stezenia etanolu
uzyskiwali przy wzbogacaniu mediow 0,05 g-dm™ ZnSO,-7H,0.

Po fermentacji podtoz kukurydzianych oznaczano wigksze ilosci ubocznych produk-
tow fermentacji, tj. od 2,5 do 2,9 razy wigcej glicerolu (rys. 3) i od 5,5 do 9,1 razy wig-
cej kwasu bursztynowego (rys. 4) niz po fermentacji glukozy. Najmniejsze iloéci bada-
nych produktéw ubocznych wytwarzat, niezaleznie od sktadu podtoza, szczep drozdzy
gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae D2 — z glukozy okolo 2,2 g-dm™ glicerolu i okoto
0,14 g-dm™ kwasu bursztynowego, za$ ze skrobi od 5,28 g-dm™ glicerolu przy dawce
cynku 0,12 mg-dm™ do 5,52 g-dm™ w probie kontrolnej oraz od 0,85 g-dm™ kwasu
bursztynowego przy wigkszej dawce cynku do 0,93 g-dm™ tego kwasu w probie kontrol-
nej. We wszystkich skrobiowych probach kontrolnych odnotowano wigksza zawarto$¢
kwasu bursztynowego niz w probach skrobiowych z dodatkiem Zn (II).

Wptyw Zn (II) na stan fizjologiczny biomasy wyrazony w postaci indeksu Iy, czyli
stosunku komorek paczkujacych [%] do komorek nieaktywnych [%], byt zréznicowany
w zaleznos$ci od szczepu drozdzy oraz medium fermentacyjnego (tab. 1). Tym niemniej,
po 72 h procesu najkorzystniejszymi wartosciami indeksu Iy odznaczaly si¢ komorki
wszystkich badanych szczepdéw drozdzy pochodzace z prob fermentowanych z dodat-
kiem 0,12 mg-dm™ Zn (II), zaréwno syntetycznych, jak i kukurydzianych.

Biotechnologia 9(1) 2010
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¢) Saccharomyces diastaticus ATCC 13007
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d) Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086
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Rys. 1. Dynamika wydzielania CO, po 3, 21 i 45 h fermentacji skrobi i glukozy z podt6z wzboga-
canych Zn (II) z udziatem drozdzy: a) Saccharomyces cerevisiae D2, b) Saccharomyces
cerevisiae Safethanol 3035, c) Saccharomyces diastaticus ATCC 13007, d) Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086

Fig. 1. Dynamics of CO, release after 3, 21 and 45 h fermentation of starch and glucose from
media with Zn (IT) addition by yeast: a) Saccharomyces cerevisiae D2, b) Saccharomyces
cerevisiae Safethanol 3035, c) Saccharomyces diastaticus ATCC 13007, d) Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086

Biotechnologia 9(1) 2010
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2. Wydajno$¢ etanolu po fermentacji zacierow kukurydzianych i podtdéz syntetycznych
wzbogacanych w Zn (1) (a+d-grupy jednorodne statystycznie)

Fig. 2. Ethanol yield after fermentation of corn mashes and synthetic media with Zn (II) addition

Zawarto$¢ glicerolu
Glycerol contents [g-dm™]

(a+d-statistically homogenous groups)
dawka — dose Zn (II) [mg-dm™]

zacier kukurydziany — corn mash 0 0,05 ®0,12
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S.c. D2 S.c. Safethanol S. diastaticus Schw. occidentalis

Rys. 3. Zawarto$¢ glicerolu po fermentacji zacierow kukurydzianych i podtdéz syntetycznych

Fig.

wzbogacanych w Zn (II)
3. Glycerol contents after fermentation of corn mashes and synthetic media with Zn (II)
addition
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zacier kukurydziany — corn mash dawka — dose Zn (II) [mg-dm™]
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Zawarto$¢ kwasu bursztynowego
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S.c.D2 S. c. Safethanol S. diastaticus Schw. occidentalis

=

Rys. 4. Zawarto$¢ kwasu bursztynowego po fermentacji zacierow kukurydzianych i podtéz synte-
tycznych wzbogacanych w Zn (II)

Fig. 4. Succinic acid contents after fermentation of corn mashes and synthetic media with Zn (II)
addition

Tabela 1. Stan fizjologiczny komoérek drozdzy [indeks 1] podczas fermentacji podt6z wzbogaca-

nych Zn (II)
Table 1. The physiological condition of yeast cells [index I¢] during media with Zn (II) addition
fermentation
Dawka Zn Zacier kukurydziany Podloze syntetyczne
(1) Corn mash Synthetic medium

Dose Zn (II) Oh

3 24h 48h 72h 24h 48h 72h

[mg dm™]
Saccharomyces cerevisiae D2
0 11,9 0,8 0,1 15,0 1,2 0,2
0,05 16,1 14,7 0,8 0,1 16,6 2,5 0,4
0,12 29,9 0,9 0,3 34,2 2,8 1,0
Saccharomyces cerevisiae Safethanol 3035
0 5,6 2,5 0,1 12,8 8,1 2,2
0,05 46,6 5,1 3,2 0,1 20,4 11,4 2,5
0,12 15,9 3,3 0,9 21,0 10,5 5,6
Saccharomyces diastaticus ATCC 13007
0 11,5 4,7 0,5 0,2 44 1,4
0,05 16,0 2,3 6,1 1,0 0,1 5,4 2,7
0,12 53 5,6 1,1 2,2 6,0 2,6
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086

0 10,0 2,3 0,1 6,3 16,7 1,7
0,05 8 13,2 16,0 2,6 20,7 21,6 2,7
0,12 22,0 10,0 3,0 32,6 22,5 7,5

Biotechnologia 9(1) 2010
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Srednia $rednica komorek (rys. 5) wynosita od 5 um (Saccharomyces cerevisiae Sa-
fethanol 3035) do 5,8 um (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086). Najwigksze
zmiany $rednicy komorek badanych szczepdéw drozdzy (powigkszenie rozmiaru komor-
ki od 30 do 54%) obserwowano po 24 h fermentacji. W ciagu kolejnych 48 h komorki
drozdzy nie zmieniaty swego rozmiaru. Ponadto, nie wykazano istotnego wptywu do-
datku Zn (II) na wielko$¢ komorek drozdzy.

Najwigkszy (blisko dwukrotny) przyrost biomasy po 24 h fermentacji glukozy ozna-
czono w probach z udzialem drozdzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae Safetha-
nol 3035 (rys. 6). Dodatek Zn (II) zaréwno w dawce 0,5, jak i 0,12 mg-dm™ Zn (II) do
poditoz syntetycznych fermentowanych przez drozdze Saccharomyces diastaticus
ATCC 13007 oraz Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 powodowal wigkszy
przyrost biomasy w stosunku do préb kontrolnych.

dawka — dose Zn (IT) [mg-dm~]

=0 7005 0,12

Srednica komorek drozdzy
Diameter of yeast cells [pm]
i

f
0 24 0 24 0 24 0 24 czas —time [h]

S.c.D2 S. c. Safethanol S. diastaticus Schw. occidentalis

Rys. 5. Poréwnanie $rednicy komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae D2, Saccharomyces
cerevisiae Safethanol 3035, Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 i Schwanniomyces
occidentalis ATCC 48086 na poczatku i po 24 h fermentacji podloz syntetycznych wzbo-
gacanych w Zn (II)

Fig. 5. Comparison of yeast Saccharomyces cerevisiae D2, Saccharomyces cerevisiae Safethanol
3035, Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 and Schwanniomyces occidentalis ATCC
48086 cells diameter at the beginning and after 24 h fermentation of synthetic media with
Zn (IT)

Acta Sci. Pol.
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a) Saccharomyces cerevisiae D2
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¢) Saccharomyces diastaticus ATCC 13007
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Rys. 6. Przyrost biomasy drozdzy: a) Saccharomyces cerevisiae D2, b) Saccharomyces cerevisiae
Safethanol 3035, c) Saccharomyces diastaticus ATCC 13007, d) Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086 podczas fermentacji podtdz syntetycznych wzbogacanych Zn (II)

Fig. 6. Increase of yeast a) Saccharomyces cerevisiae D2, b) Saccharomyces cerevisiae Safetha-
nol 3035, ¢) Saccharomyces diastaticus ATCC 13007, d) Schwanniomyces occidentalis
ATCC 48086 biomass during fermentation of synthetic media with Zn (II)
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WNIOSKI

Wzbogacanie podt6z Zn (II) nie wptywato na zmiang dynamiki fermentacji i wydaj-
nos¢ etanolu z glukozy w przypadku wszystkich badanych szczepow drozdzy, natomiast
obnizato wydajno$¢ fermentacji skrobi przez przemystowe drozdze gorzelnicze Saccha-
romyces cerevisiae D2. Drozdze Sacharomyces cerevisiae Safethanol 3035 uzyskiwaty
statystycznie istotnie wigksza wydajno$é etanolu ze skrobi przy dodatku 0,12 mg-dm™
Zn (I), za§ Saccharomyces diastaticus ATCC 13007— w przypadku obu badanych da-
wek Zn (IT).

We wszystkich skrobiowych prébach kontrolnych odnotowano wigksza zawarto$é
kwasu bursztynowego niz w probach skrobiowych z dodatkiem Zn (II).

Najlepszym stanem fizjologicznym po zakonczeniu fermentacji odznaczaty sig¢ ko-
morki wszystkich badanych szczepow drozdzy, pochodzace z prob fermentowanych
z dodatkiem 0,12 mg-dm™ Zn (II), zaréwno syntetycznych, jak i kukurydzianych.

Dodatek Zn (II) tak w dawce 0,5, jak i 0,12 mg-dm™ Zn (II) do podtéz fermentowa-
nych przez drozdze Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 oraz Schwanniomyces
occidentalis ATCC 48086 powodowat wigkszy przyrost biomasy w stosunku do prob
kontrolnych.

Nie wykazano istotnego wptywu dodatku Zn (II) na wielko$¢ komorek drozdzy.
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FERMENTATIVE ACTIVITY OF DISTILLERY YEAST
IN ZINC (II) PRESENCE

Abstract. The aim of this study was to attempt to assess the impact of Zn (II) (0,05 and
0,12 mg-dm™) to media with glucose and corn mashes on the selected features and fer-
mentation activity of distillery yeast. Zn (II) supplementation had no effect on changing
the dynamics of fermentation and ethanol yield from glucose for all strains studied, while
the efficiency of starch fermentation by Saccharomyces cerevisiae D2 was decreased.
Saccharomyces cerevisiae Safethanol 3035 yeast obtain greater ethanol yield from starch
with added 0.12 mg-dm™ Zn (II) and Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 — in both
doses of Zn (II). Cells of all tested strains from samples fermented with Zn (II) at a dose
of 0.12 mg-dm™ by the best physiological state was characterized. Appendix Zn (II) in-
duced a greater increase in biomass of the yeast Saccharomyces diastaticus ATCC 13007
and Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. No significant effect of Zn (II) on the
size yeast cells was observed.
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WLEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE SZYNEK
SUROWO DOJRZEWAJACYCH
Z DODATKIEM PROBIOTYKU

Monika Skwarek, Zbigniew J. Dolatowski

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie. Celem badan bylo przygotowanie technologii migsnego produktu probio-
tycznego oraz okreslenie wpltywu zastosowanej mikroflory na wtasciwosci fizykochemiczne
wyrobu. Materialem badawczym byly szynki wieprzowe i szczep bakterii probiotycznych
Lactobacillus casei LOCK 0900 (zgloszenie patentowe nr P-382761). Zakres badan obej-
mowal produkcj¢ i oceng probiotycznych wyrobow surowo dojrzewajacych. Oceny fizy-
kochemicznej dokonano w zakresie pomiaru parametrow barwy w systemie CIE L*a*b*
oraz CIE L*C*H’, kwasowosci, ORP, wskaznika TBARS, aktywnos$ci wody. Zmierzono
wzgledna zawartos¢ Mb, MbO,, MetMb oraz ogdlna zawarto$§¢ barwnikéw hemowych
(OZB) w tkance migsniowej. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono wpltyw
dodatku szczepu probiotycznego na wzrost kwasowosci wyrobu. Zastosowanie Lactoba-
cillus casei LOCK 0900 w produkcji szynki surowo dojrzewajacej spowodowato zmiany
stopnia utlenienia ttuszczu, czego wskaznikiem jest obnizenie wskaznika TBARS, zmiany
potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego, przemiany mioglobiny oraz parametrow barwy w po-
réwnaniu do proby bez dodatku probiotyku.

Stowa kluczowe: szynka dojrzewajaca, Lactobacillus casei, whasciwosci fizykochemiczne

WSTEP

Wzrost $wiadomosci spotecznej, zwiazanej z jakos$cia oraz funkcjonalnoscia zywno-
$ci, przyczyniaja si¢ do opracowania nowych, prozdrowotnych produktéw spozywczych
przez wiele jednostek produkcyjnych. Fermentowane, surowe wedliny dojrzewajace
naleza do grupy bardzo warto$ciowych i atrakcyjnych produktéw migsnych. Produkty
migsne, czesto traktowane jako najwazniejszy skladnik zywnos$ci, mogtoby by¢ do-
brym zrédtem bakterii probiotycznych, pozytywnie wptywajacych na funkcjonowanie

*Szczep przygotowano w Zakladzie Higieny i Zarzadzania Jakoscia SGGW w Warszawie. Praca wy-
konana w ramach projektu badawczego MNiSzW nr NN 312275435.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Monika Skwarek, Katedra Technologii Migsa
i Zarzadzania Jakoscia, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin,
e-mail; monika.skwarek@up.lublin.pl
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organizmu i zdrowie czlowieka. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy dobroczynny wplyw
tych drobnoustrojéw polega m.in. na stymulacji systemu immunologicznego, rozktadzie
substancji toksycznych, w tym réwniez substancji rakotworczych i prekursoréw tych
substancji oraz hamowaniu rozwoju wielu mikroorganizmoéw chorobotworczych.
W rozpatrywaniu terapeutycznych wilasciwosci probiotycznych produktow zywnoscio-
wych zwraca si¢ uwage na antagonizm bakterii probiotycznych w stosunku do Helico-
bacter pylori, bakterii zwiazanej z powstawaniem wrzodéw zotadka i dwunastnicy
[Anonim 2006, Coconnier i in. 1998, Libudzisz 1999, 2002].

Prozdrowotne wlasciwos$ci produktu probiotycznego zaleza od liczby zywych i ak-
tywnych komorek bakterii probiotycznych w chwili spozycia (powinna utrzymywac sig
na minimalnym poziomie 10° jtk/g lub wyzszym). Dzienne spozycie 100 gram takiego
produktu zapewnia ilo§¢ wystarczajaca do wywolania korzystnych efektow zdrowot-
nych [Libudzisz 2008, Ruiz-Moyano i in. 2008]. Brak technologicznych mozliwos$ci
obnizenia poczatkowej liczby drobnoustrojow srodowiskowych surowca migsnego jest
podstawowym problemem adaptacji i rozwoju dodanych kultur probiotycznych. Rozwoj
tych szczepdw podczas procesow technologicznych (dojrzewania) moze by¢ dodatkowo
hamowany obnizona aktywnosciag wody, zakwaszeniem §rodowiska, dodatkiem zwiaz-
kéw azotowych oraz stezeniem soli [De Vuyst i in. 2008].

Poza bezpieczenstwem zdrowotnym wsrdd nadrzednych kryteriow technologicz-
nych uzyskania probiotycznych produktow migsnych nalezy wzia¢ pod uwage zacho-
wanie pozadanej jakosci technologicznej, wlasciwych cech sensorycznych, charaktery-
stycznego smaku, aromatu oraz konsystencji. Nieliczne dotad doniesienia naukowe
wykazuja, iz mozliwe jest uzyskanie wyrobow surowo dojrzewajacych z dodatkiem
probiotyku spetniajacych powyzsze kryteria [Anonim 2007, Kotozyn-Krajewska i Dola-
towski 2009]. Celem niniejszych badan byto okreslenie wptywu dodatku probiotyku na
wlasciwosci fizykochemiczne surowo dojrzewajacej szynki wieprzowe;.

MATERIAL I METODY BADAN

Szynka surowo dojrzewajaca wyprodukowana zostata w warunkach przemystowych
wedlug receptury opracowanej przez autorow. Do wyrobu szynki uzyto surowca 48 h
po uboju, bez wad jakosciowych, rasy §win Wielka Biala Polska. Migénie pozyskano
z pigciu sztuk zwierzat o masie przyzyciowej ok. 120-140 kg, pochodzacych z gospo-
darstw ekologicznych. Surowiec peklowano mieszanka peklujaca w ilosci 2,8%, doda-
tek zwiazkow azotowych zgodny z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 18 wrze-
$nia 2008 r. [Dz.U. z dnia 3 pazdziernika 2008 r. Nr 177, poz.1094]. Po uptywie 48 h od
peklowania, w wybranych probach (tab. 1) zastosowano probng ,sterylizacje” po-
wierzchni migsa ultradzwigkami [Dolatowski 1 Stasiak 2002, Stasiak i in. 2007], dodano
glukozg, napar herbaty oraz szczep bakterii probiotycznych Lactobacillus casei LOCK
0900. Dojrzewanie prowadzono w temp. 18-19°C. Wyroby wedzono zimnym dymem.
Oceny produktéow dokonano po 4-tygodniowym dojrzewaniu.

Kwasowos$¢ czynna (warto$¢ pH) mierzono wg PN-77/A-82058 za pomoca elektro-
dy zespolonej ERH-111 (Elmetron) i pH-metru CPC-501 (Elmetron). Potencjat oksyda-
cyjno-redukcyjny (ORP) mierzono wg metody Nam i Ahn [2003]. Pomiaru wskaznika
utlenienia thuszczu — TBARS dokonano wg metody Pikul i in. [1989]. Aktywno$¢ wody
oznaczono przy uzyciu aparatu Novasina w temp. 20°C. Pomiaru parametrow barwy
dokonano metoda odbiciowa przy uzyciu spektrofotometru sferycznego firmy X-Rite
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z otworem pomiarowym o $rednicy 25,4 mm. Stosowano zrodto swiatta D65 i standar-
dowy obserwator kolorymetryczny o polu widzenia 10°. Wyniki wyrazano w jednost-
kach CIE L*a*b* oraz CIE L*C*H", gdzie wspotrzedna L* okresla jasno$é, a* chroma-
tyczno$¢ w zakresie czerwono-zielonym, b* chromatyczno$¢ w zakresie zotto-niebieskim.
Wspolrzedne te zostaly przeksztalcone na wspotrzedne cylindryczne L*C*H’, gdzie
wspotrzedna L* rowniez okresla jasno$¢ barwy, C* calkowita chromatyczno$é (inten-
sywnoé¢ lub nasycenie barwy), natomiast wspohzedna H° odcien barwy [Krzywicki
1982]. Wzgledna zawarto$¢ mioglobiny (Mb), oksymioglobiny (MbO,), metmioglobiny
(MetMb) oraz ogdlna zawarto$§¢ barwnikéw hemowych (OZB) w tkance migSniowe;j
oznaczono, mierzac absorbancj¢ ekstraktu barwnikow za pomoca spektrofotometru
Nicole Evolution 300 (Thermo Elektron Corporation) i przeliczajac na poszczegdlne
formy mioglobiny [Krzywicki 1982].

Tabela 1. Warianty badawcze
Table 1. Variants research

Warianty Dodatek mikroorganizmoéow Inne dodatki i sposob postgpowania
Variants Added probiotic strains Other allowances and the treatment
PK - Glukoza 0,4%
LG Lactobacillus casei LtOOCK 0900 Glukoza 0.4%
2 ml/kg
LGU Lactobacillus casei LOOCK 0900 Glukoza 0,4%;
2 ml/kg Sterylizacja ultradzwigkami
Lactobacillus casei LOOCK 0900
L —
2 ml/kg
LGH Lactobacillus casei EOOCK 0900 Glukoza 0,4%,
2 ml/kg napar herbaty zielonej 15 ml/kg

Doswiadczenie obejmujace 5 réznych wariantéw wyrobow wykonano na migsie
z 5 sztuk §win. Wyniki badan sa $rednia arytmetyczna z trzech réwnoleglych oznaczen
kazdego ze wskaznikéw pomiaru. Okreslenia zmienno$ci wynikéw dokonano, oblicza-
jac odchylenie standardowe (program ,,Statistica 9”).

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki badan fizykochemicznych szynek surowo dojrzewajacych wskazuja na ich
znaczne zroznicowanie w zalezno$ci od wariantow badawczych (tab. 2).

Najnizsza warto$¢ pH w produkcie (5,42) zanotowano dla proby LG (préba z dodat-
kiem Lactobacillus casei LOCK 0900 i glukozy). Wyzszymi, w poréwnaniu z proba
kontrolng, warto§ciami tego parametru (pH=5,63) cechowaly si¢ proby: z dodatkiem
probiotyku, bez glukozy i proba z zastosowaniem ultradzwigkow, probiotyku i glukozy.
Badania kwasowosci produktu wykazaty znaczne obnizenie wartosci pH prob: z dodat-
kiem szczepu probiotycznego Lactobacillus casei LOCK 0900 i glukozy (5,42) oraz
proby z dodatkiem probiotyku, glukozy i naparu herbaty (5,48) w poréwnaniu do proby
kontrolne;j.

Biotechnologia 9(1) 2010
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Tabela 2. Wiasciwosci fizykochemiczne wyrobow
Table 2. Physiochemical properties of products

Warianty — Variants

Wyr6zniki PK LG LGU L LGH
Parameters — — — = —

X SD X SD X SD X SD X SD
pH 5,63 0,01 5,42 0,02 5,82 0,01 5,94 0,05 5,48 0,01
ORP
[mV] 330,30 0,92 32437 4,17 330,53 0,64 327,20 127 342,10 0,35
TBARS 1,25 0,02 0,99 0,06 0,84 0,05 1,11 0,00 0,97 0,04
[mg /kg]
a,, 0,94 0,002 095 0,002 095 0,002 093 0,002 091 0,002

X — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe; X — mean, SD — standard deviation

Potencjat oksydacyjno-redukcyjny produktu oscylowal w przedziale od 324 mV
w probie z dodatkiem Lactobacillus casei LOCK 0900 i glukozy do 342 mV w przy-
padku proby zawierajacej dodatkowo napar herbaty zielonej. Zaobserwowano zblizone
wartosci ORP w przypadku proby kontrolnej (330,30 mV) i proby ,,sterylizowanej”
ultradzwigkami (330,53 mV).

Najnizszymi warto$ciami wskaznika TBARS (tab. 2), na poziomie 0,84 mg MDA/kg
produktu, charakteryzowata si¢ proba ,sterylizowana” ultradzwigkami, co mogto by¢
spowodowane zahamowaniem aktywnos$ci bakterii odpowiedzialnych za utlenianie
i przeksztatcanie lipidow. Najwyzsze wartosci tego parametru (1,25 mg MDA/kg pro-
duktu) wykazywala proba kontrolna. Zaobserwowano zblizone wartosci wskaznika
TBARS dla wariantéow badawczych LG i LGH, odpowiednio 0,99 i 0,97 mg MDA/kg
produktu.

Najnizsza aktywnos$¢ wody (tab. 2) odnotowano w przypadku proby z dodatkiem
naparu herbaty (a,,=0,91) oraz proby z dodatkiem Lactobacillus casei LOCK 0900 bez
glukozy (a,=0,93). Wyzszymi, w poréwnaniu do proby kontrolnej (0,94), warto$ciami
a,, charakteryzowala si¢ proba zawierajaca Lactobacillus casei LOCK 0900 i glukozg
(aw=0,95) oraz proba ,,sterylizowana” ultradzwigkami (a,=0,95).

Zmiany barwy migsa, wiazace si¢ z przemianami barwnikdw mig$niowych, przed-
stawiono w tabeli 1. Analiza form mioglobiny wykazala najwyzsza ogdélna zawartosé
barwnikow hemowych w przypadku proby z dodatkiem Lactobacillus casei LOCK
0900, glukozy i naparu herbaty zielonej (2,26 mg/g tkanki). W pozostatych probach
zawarto$¢ ta miescila si¢ w przedziale od 0,65 do 1,78 mg/g tkanki.

Najnizsza ogoélna zawartoscia barwnikow hemowych charakteryzowata si¢ proba
z dodatkiem Latobacillus casei LOCK 0900, bez glukozy (0,65 mg/g). Zawarto$é ozna-
czonych zwiazkéw przemian mioglobiny i ich wzajemne proporcje byly zblizone
w przypadku proby z Lactobacillus casei LOCK 0900 z glukoza i proby z Lactobacillus
casei LOCK 0900 bez glukozy. Proby te charakteryzowaty si¢ najwyzszym udziatem
MetMb (65,5-69,1%), $wiadczacej o utlenieniu mioglobiny i stopniowej utracie czer-
wonej barwy. W pozostalych probach zawartos¢ metmioglobiny miescita si¢ w zakresie
43,35-53,02%. Najnizszym procentowym udzialem MetMb w ogodlnej zawarto$ci
barwnikow hemowych (43,35%) charakteryzowata si¢ proba z dodatkiem Latobacillus
casei LOCK 0900, glukozy i naparu herbaty zielonej. Maksymalny udziat formy oksy-
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mioglobiny w ogdlnej zawartosci barwnikéw hemowych, wynoszacy 16,77%, oznaczo-
no w przypadku proby z Lactobacillus casei LOCK 0900, glukoza i naparem herbaty.
Zawarto$¢ ta byta wyzsza o 2% w poréwnaniu do proby kontrolnej (14,76%).

Tabela 3. Wzgledna zawartos¢ Mb, MbO,, MetMb oraz ogodlna zawarto$¢ barwnikow hemowych
w tkance mig$niowej (OZB)
Table 3. The relative content of Mb, Mb O,, MetMb and overall dye content of heme (OZB) in muscle

tissue
Warianty — Variants
Zawarto$¢
Content PK LG LGU L LGH
X SD x SD X SD X SD x SD
Mb [%] 36,45 3,19 23,20 3,78 3245 095 18,82 6,65 39,83 0,90
MbO, [%] 14,76 2,26 11,27 2,09 14,53 2,03 12,00 1,52 16,77 0,90

MetMb [%] 48,79 528 65,52 580 53,02 1,60 69,19 811 4335 197

OZB[mg/g] 1,78 044 0,69 015 149 059 0,65 010 226 0,1

X — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe; X — mean, SD — standard deviation

Procentowy udzial purpurowoczerwonej formy Mb miescit si¢ w zakresie od
18,82% w przypadku proby z Lactobacillus casei LOCK 0900 bez glukozy do 39,83%
w probie z probiotykiem, glukoza i naparem herbaty zielonej. W przypadku proby kon-
trolnej, bez dodatku probiotyku, udziat Mb w ogdlnej zawartosci barwnikow hemowych
wynosit 36,45%.

Wyniki badan parametréw barwy w jednostkach CIE L*a*b* oraz CIE L*C*H’
przedstawiono w tabeli 4. Wartosci oznaczonego parametru L* barwy, bezposrednio po
wycigciu prob, oscylowaly w przedziale od 41,83 w przypadku proby kontrolnej do
51,13 w przypadku proby z Lactobacillus casei LOCK 0900, glukoza i naparem herba-
ty.W pozostalych probach wartosci te byly zblizone i wynosity od 48,3 do 51,11. Wraz
z uplywem czasu dziatania $wiatla dziennego obserwowano wzrost parametru L* we
wszystkich probach, z wyjatkiem proby ,,sterylizowane;j” ultradzwigkami, w przypadku
ktorej nastapil niewielki spadek tego parametru. Najwigksze zmiany parametru L*
(0 4,5 jednostki po 3 h naswietlania) w stosunku do wyrobu kontrolnego zanotowano
dla proby z Lactobacillus casei LOCK 0900, bez dodatku glukozy. Warto$¢ jasnosci dla
tego wyrobu po 3 godzinach przetrzymywania w $wietle dziennym wynosita 54,82,
podczas gdy dla wyrobu kontrolnego byta ona réwna 42,09.

Wartosci parametru a* (tab. 4) ksztattowaty si¢ na poziomie od 6,16 w przypadku
proby z Lactobacillus casei LOCK 0900 bez dodatku glukozy, do 7,91 w przypadku
proby z zastosowaniem ultradzwigkow. Najwyzszymi warto$ciami tego parametru,
zblizonymi do siebie, charakteryzowaly si¢ proby: z dodatkiem Lactobacillus casei
LOCK 0900 i glukozy (7,9) oraz sterylizowana ultradzwigkami, z dodatkiem Lactoba-
cillus casei LOCK 0900 i glukozy (7,91).

Biotechnologia 9(1) 2010
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Tabela 4. Parametry barwy CIE L*a*b* oraz CIE L*C*H° w czasie przetrzymywania produktu
w $wietle dziennym
Table 4. CIE L*a*b* and CIE L*C*H° color parameters during mean products exposure to light

Parametry barwy Warianty — Variants

Colour parameters PK LG LGU L LGH
Wyrdznik L* — Parameter L*
Oh 41,83 51,11 48,63 50,36 51,13
lh 44,08 49,23 47,6 53,17 51,76
I,5h 40,55 48,61 44,9 49,5 47,65
2h 43,16 52,47 46,69 52,91 53,46
2,5h 45,07 53,49 46,29 53,36 51,92
3h 42,09 51,7 47,87 54,82 52,43
Wyrdznik a* — Parameter a*
Oh 6,29 7,9 791 6,16 6,59
0,5h 5,58 6,94 9,14 6,09 4,11
lh 4,20 7,17 7,23 3,99 4,89
I,5h 6,12 4,86 6,51 3,76 3,58
2h 4,76 4,36 6,41 4,72 3,85
2,5h 3,61 4,55 6,78 4,07 2,81
3h 4,37 5,36 5,75 3,66 2,35
Wyrdznik b* — Parameter b*
Oh 4,60 6,60 6,32 5,93 11,02
0,5h 5,85 6,20 8,15 7,53 10,65
lh 5,04 7,18 7,76 7,34 10,58
I,5h 6,37 7,91 6,09 7,44 10,06
2h 6,60 8,21 6,88 8,69 11,07
2,5h 6,18 9,96 7,51 8,62 10,38
3h 7,05 10,86 6,82 9,46 9,64
Wyrdznik C* — Parameter C*
Oh 7,82 10,41 10,14 8,56 12,84
0,5h 8,10 9,31 12,29 9,68 11,43
lh 6,60 10,15 10,67 8,36 11,66
1,5h 8,84 9,32 8,93 8,38 10,70
2h 8,14 9,32 9,43 9,93 11,73
25h 7,16 10,97 10,19 9,58 10,76
3h 8,31 12,14 8,97 10,15 9,94
Wyrdznik H® — Parameter H
Oh 35,89 39,10 38,16 43,98 59,22
0,5h 46,15 41,81 41,65 51,05 69,00
lh 50,35 44,93 46,41 61,46 65,26
1,5h 46,31 57,59 42,83 62,94 70,57
2h 54,22 62,12 47,22 61,32 70,65
2,5h 59,75 66,05 47,70 64,55 74,81
3h 58,14 63,69 49,38 68,87 76,64

We wszystkich probach, w miarg uplywu czasu dziatania $wiatta dziennego na wy-
roby, nastgpowato zmniejszenie wartosci parametru a* barwy. Najwicksza zmiana tego
parametru, w poréwnaniu do proby kontrolnej, charakteryzowata si¢ proba z dodatkiem
probiotyku, glukozy i naparu herbaty zielonej (zmiana o 3,01 jednostki). Warto$¢ para-
metru a* dla tej proby po 3 godzinach naswietlania wynosita 2,35.
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Wartosci parametru b*, bezposrednio po wycigeiu probki, ksztaltowaty sig na zroz-
nicowanym poziomie od 4,60 w przypadku préby kontrolnej do 11,02 w prébie z do-
datkiem probiotyku, glukozy i naparu herbaty zielonej. We wszystkich probach, z wy-
jatkiem proby z dodatkiem Lactobacillus casei LOCK 0900, glukozy i naparu her-
baty zaobserwowano wzrost wartosci tego parametru pod wptywem dziatania $wiatta
dziennego.

Zréznicowanie intensywno$ci barwy, przedstawione za pomoca parametru C*,
ksztattowato si¢ na poziomie od 7,82 w przypadku proby kontrolnej do 12,82 w przy-
padku préby z probiotykiem, glukoza i naparem herbaty zielonej.

Wartosci parametru H°, okre$lajacego odcien barwy, réznily si¢ znacznie w po-
szczegdlnych probach. Najwyzsza wartoscia parametru H’, w poréwnaniu do proby
kontrolnej (35,89), charakteryzowata si¢ proba z dodatkiem Lactobacillus casei
LOCK 0900, glukozy i naparu herbaty zielonej (59,22). Podczas trzygodzinnego na-
$wietlania §wiatlem dziennym zaobserwowano znaczny wzrost wartosci tej wspotrzednej
we wszystkich probach.

W wyniku przeprowadzonych badan fizykochemicznych szynek surowo dojrzewa-
jacych z dodatkiem probiotyku zaobserwowano jego wptyw na kwasowos¢ i inne para-
metry fizykochemiczne wyrobu. Wyzszymi warto$ciami pH, w poréwnaniu do proby
kontrolnej (bez dodatku probiotyku), charakteryzowaty si¢ warianty LGU i L. Dodawa-
na glukoza jest fermentowana przez bakterie bezposrednio do kwasu mlekowego, co
wplywa na zakwaszenie $Srodowiska. W przypadku proby L (bez dodatku glukozy)
przyczyna wysokiej wartosci pH moze by¢ zbyt niska zawartos¢ glukozy w surowcu,
niewystarczajaca do zapewnienia efektywnej fermentacji i obnizenia wartosci pH [Li-
budzisz 2008]. Natomiast w przypadku proby ,.sterylizowanej” ultradzwickami przy-
puszcza si¢, ze oddziatywanie pola ultradzwigkowego zniszczyto rodzima mikroflore
migsa, co bytlo obserwowane w badaniach [Dolatowski i Stasiak 2002, Stasiak i in.
2007], a liczba nastgpnie wprowadzonych bakterii probiotycznych mogta by¢ niedosta-
teczna, aby szybko i efektywnie przeprowadzi¢ fermentacj¢ i doprowadzi¢ do zakwa-
szenia Srodowiska w catej probie.

Aktywnos$¢ wody jest jednym z wazniejszych czynnikéw decydujacych o trwatosci
zywnoS$ci. Wplywa na rozwdj drobnoustrojow, aktywnos¢ enzymow, szybkos¢ utlenia-
nia thuszczu i barwnikéw. Obnizona aktywno$¢ wody (ay<0,95) w badanych szynkach
jest wynikiem szybkos$ci odparowania wody podczas dojrzewania i wedzenia, dodatku
substancji osmotycznych (s6l, weglowodany) oraz kultur bakteryjnych.

Z analizy wynikow przeprowadzonych badan mozna sadzi¢, iz dodatek bakterii pro-
biotycznych Lactobacillus casei LOCK 0900 w kazdym z zastosowanych wariantow
badawczych (LG, LGU, L, LGH) mégl wptynaé na obnizenie wskaznika TBARS w po-
réwnaniu do proby kontrolnej. Na podstawie analizy wzglednej zawartosci Mb, MbO,
i MetMb stwierdzono wptyw naparu herbaty zielonej na zahamowanie przemian pro-
wadzacych do utlenienia mioglobiny w poréwnaniu do pozostatych prob. Proba ta cha-
rakteryzowata si¢ najwyzsza ogolna zawarto$cia barwnikow hemowych, najwigkszym
procentowym udziatem form Mb i MbO, oraz najmniejszym udziatem formy MetMb,
odpowiedzialnej za brunatnienie wyrobu.

Wyniki badan parametrow barwy w systemie CIE L*a*b* oraz CIE L*C*H’ (tab. 4)
sugeruja, ze bakterie probiotyczne wplywaja na wzrost jasnosci barwy (parametru L*)
w poréwnaniu do proby kontrolnej. Wzrost tego parametru w czasie ekspozycji na §wia-
tlo dzienne obserwowano we wszystkich wyrobach z wyjatkiem proby ,,sterylizowanej”
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ultradzwigkami, w przypadku ktorej nastapit niewielki spadek parametru L*. Najwigk-
szym rozjasnieniem barwy (o 4,5 jednostki) charakteryzowata si¢ proba z Lactobacillus
casei LOCK 0900 bez dodatku glukozy.

PODSUMOWANIE

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze zastosowa-
nie probiotycznego szczepu Lactobacillus casei LOCK 0900 jest mozliwe do produkcji
szynek surowo dojrzewajacych. Dodatek glukozy w ilosci 0,4% wplynat na szybkosé
i efektywno$§¢ procesu fermentacji. Przypuszcza sig, iz dodatek Lactobacillus casei
LOCK 0900 oddziatywal hamujaco na oksydacje lipidéw, czego wskaznikiem jest
oznaczony wskaznik TBARS. Wplyw dodatku naparu herbaty jako naturalnego przeciw-
utleniacza wptynal na zmiany potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego, parametrow b*,
C*, H’ barwy, obnizenie aktywnosci wody i ogdlnej zawartosci barwnikow hemowych
w tkance mig$niowe;j.

Badania dodatku bakterii probiotycznych w produkcji wedzonek surowo dojrzewa-
jacych w naszym i innych krajach sa we wstgpnej fazie przygotowan technologicznych.
W dostgpnej literaturze brak jest wynikow badan dotyczacych ich wplywu zar6wno na
proces produkcyjny, jak i jakos¢ fizykochemiczna.
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PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF RAW RIPENING
HAMS WITH THE ADDITION OF PROBIOTIC

Abstract. The objective of the research was to prepare a meat product technology and to
determine the effect of probiotic microflora on the physiochemical properties of the prod-
uct. Research material were pork ham and probiotic bacteria strain Lactobacillus casei
LOCK 0900 (patent No. P-382761). The scope of research included the production and
evaluation of raw ripening probiotic products. Physicochemical evaluation was made by
measuring of color parameters in the system of the CIEL * a * b * and CIE L * C * H,
acidity, ORP, TBARS values, water activity. Measured the relative content of Mb, MbO2,
MetMb and overall dye content of heme (OZB) in muscle tissue. Following this study
found the development and influence of added probiotic strain on the growth of acidity of
the product. Application of Lactobacillus casei LOCK 0900 production raw ham ripening
resulted in changes in the oxidation of fats (which is expressed by a lower TBARS val-
ues), changes oxidation-reduction potential, transformation myoglobin and parameters of
color compared to the sample without added probiotic.

Key words: ham ripening, Lactobacillus casei, physicochemical properties
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LIPAZY PRODUKOWANE PRZEZ DROZDZE
YARROWIA LIPOLYTICA

Jolanta Krzyczkowska, Izabela Stolarzewicz, Dorota Nowak,
Ewa Biatecka-Florjanczyk

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Praca miala na celu okre$lenie zmian aktywnosci lipaz w poszczego6lnych
fazach wzrostu drozdzy Yarrowia lipolytica oraz dokonanie poré6wnania i zestawienia ak-
tywnosci lipaz zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych. Podczas hodowli szczepu Yarrowia
lipolytica KKP 379 w bioreaktorze dokonywano pomiaru gestosci optycznej komorek
drozdzy oraz okreslano aktywno$¢ lipolityczng frakcji supernatantu. Poréwnania aktyw-
nosci lipaz zewnatrzkomoérkowych (w supernatancie po hodowli) z lipazami znajdujacymi
si¢ we wngtrzu komorek dokonywano, mierzac aktywno$¢ lipolityczna supernatantu po-
wstatego po procesie czgsciowego uszkodzenia §ciany komorkowej. Aktywnos¢ poszcze-
goblnych frakcji szacowano na podstawie stopnia hydrolizy oleinianu etylu.

Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzi¢, iz szczep drozdzy Yarrowia lipolytica KKP 379
jest zdolny do produkcji zaréwno lipaz zewnatrz-, jak i wewnatrzkomoérkowych. I1os¢ li-
paz wydzielanych do podloza wzrasta w trakcie prowadzenia hodowli.

Stowa Kkluczowe: lipazy, aktywnos$¢ lipolityczna, enzymy wewnatrzkomorkowe i zewnatrz-
komorkowe, Yarrowia lipolytica

WSTEP

Lipazy (EC 3.1.1.3) stanowia grupg enzymow, ktore na granicy fazy wodno-
lipidowej katalizuja hydrolizg triacylogliceroli do glicerolu i dtugotancuchowych kwa-
sow tluszczowych [Schmid i Verger 1998]. W ostatnich latach obserwowane jest rosna-
ce zainteresowanie tymi enzymami, gtéwnie ze wzglgdu na mozliwos¢ ich szerokiego
biotechnologicznego zastosowania. Lipazy katalizuja reakcje hydrolizy, estryfikacji i trans-
estryfikacji roznych substratéw [Villeneuve i in. 2000]. Ich przemystowe zastosowanie
dotyczy m.in. produkcji detergentow [Hasan i in. 2006], kosmetykoéw [Abate i in. 2004,
Hasan i in. 2006], farmaceutykéw [Vellard 2003, Houde i in. 2004] oraz zywnoSci
[Gandhi 1997]. Najszersze zastosowanie w przemysle znajduja lipazy pochodzenia
mikrobiologicznego. Duza aktywnoscia lipolityczna cechujg si¢ m.in. niekonwencjo-
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nalne drozdze Yarrowia lipolytica, znane pod synonimami Saccharomycopsis lipolytica,
Candida lipolytica czy Mycotorula lipolytica [Yu i in. 2007, Turki i in. 2010]. Sekrecja
lipaz przez drozdze Yarrowia lipolytica po raz pierwszy odnotowana zostata juz w 1948
roku [Yu i in. 2007]. Dalsze badania potwierdzity zdolno$¢ tych mikroorganizméw do
produkcji lipaz zarowno zewnatrzkomorkowych, wewnatrzkomorkowych, jak i zwiaza-
nych z organellami komoérkowymi. Zidentyfikowano trzy geny Yarrowia lipolytica:
LIP1, LIP2 oraz LIP3 odpowiedzialne za wysoka aktywno$¢ lipolityczna tych drozdzy,
przy czym udowodniono, iz LIP 2 koduje lipazy zewnatrzkomorkowe, za$ pozostate
dwa — enzymy wewnatrzkomérkowe [Vakhlu i Kour 2006]. Prowadzone w ostatnich
latach badania nad osiaganiem wysokiej aktywnosci lipolitycznej drozdzy Yarrowia
lipolytica dotycza m.in. optymalizacji ich warunkéw hodowli [Guerzoni i in. 2001],
w tym doboru odpowiednich zrédet wegla i azotu w pozywce [Fickers i in. 2004], wia-
$ciwego pH czy stosownego napowietrzania [Amaral i in. 2007]. Uwaga naukowcow
skupiona jest gtéwne na pozyskiwaniu lipaz zewnatrzkomorkowych [Destain i in. 1997,
Fickers i in. 2004, Amaral i in. 2007], ktore w poroéwnaniu z wewnatrzkomérkowymi
[Adamczak i Bednarski 2004] sa tatwiejsze do wydzielenia w czystej postaci.

Celem pracy bylo okreslenie zmian aktywnos$ci lipaz w poszczegdlnych fazach
wzrostu drozdzy Yarrowia lipolytica oraz porownanie i zestawienie aktywnosci lipaz
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowych.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat stosowany w badaniach stanowit szczep drozdzy Yarrowia lipolytica KKP
379 pochodzacy z Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotech-
nologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie. Drozdze przechowywano w tem-
peraturze 4°C, na skosach YPD (2% glukozy, 2% peptonu, 1% ekstraktu drozdzowego,
pH=5) z dodatkiem 2% agaru.

Hodowla drozdzy

Hodowlg prowadzono w bioreaktorach BIOFLO 115 (New Brunswick Scientific
Edison, N.I., USA) (o objetosci roboczej 0,6 lub 1,5 dm®), wykorzystujac ptynne podto-
ze namnazajace YPD z 1% dodatkiem oliwy z oliwek. Inokulum wprowadzane do bio-
reaktora pozyskano w wyniku hodowli dwodch prakultur: pierwszej 48-godzinnej, dru-
giej 24-godzinnej na podlozu YPD, w temperaturze 28°C. Namnazanie komorek
w bioreaktorze odbywalo si¢ przez 24 h, w temperaturze 28°C, przy utrzymaniu kwa-
sowosci pozywki na poziomie nie nizszym niz pH 5,0 za pomoca 16% roztworu wodo-
rotlenku amonu; stosowana szybko$¢ mieszania — 400 obr./min. W trakcie hodowli pobie-
rano probki, w ktorych okres§lano aktywnos¢ lipolityczng oraz ggsto$¢ optyczna (OD).

Pomiar aktywnosci lipolitycznej

Aktywnos¢ lipolityczna drozdzy okre§lano na podstawie hydrolizy oleinianu etylu.
W tym celu do szklanych fiolek o pojemnosci 3 ml wprowadzano 100 pl roztworu ole-
inianu etylu w acetonie (10 pmol), kolejno dodawano odpowiednia ilo§¢ buforu fosfo-
ranowego (50 mM) o pH 6,5 oraz supernatantu, komoérek badz supernatantu powstatego
w wyniku czg$ciowego uszkodzenia komorek, tak by catkowita objgtos¢ wprowadzona
do fiolki stanowita 1 ml. Reakcje prowadzono w temperaturze 30°C przez 15 min, sto-
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sujac mieszadto magnetyczne z aznia wodna. Po tym czasie reakcjg¢ przerywano po-
przez dodatek 950 pl roztworu kwasu siarkowego w etanolu (100/0,8; v/v). Catos¢
mieszano na worteksie. Na dalszym etapie dodawano 50 pl standardu wewngtrznego.
Produkty reakcji ekstrahowano za pomoca 1 ml heksanu, po czym pobierano 200 pl
fazy heksanowej, dodawano po 25 pl MSTFA (N-metylo-N-(trimetylosililo)-trifluoro-
acetamid) oraz pirydyny i tak przygotowane probki wstawiano do tazni wodnej o tem-
peraturze 50°C na okres 20 minut. Po tym czasie prowadzono analiz¢ na chromatografie
gazowym HP 6890 II (iniector typu Split, detektor FID), stosujac nastepujace parame-
try: temperatura iniektora 280°C, temperatura detektora 290°C, program temperaturowy
200-225°C, przyrost 10°C/min, przeptyw helu w kolumnie 2 ml/min, objgtos¢ nastrzyku
0,5 pl.

Kazda probke przygotowywano i analizowano w trzykrotnym powtorzeniu. Aktyw-
no$¢ lipaz wyrazano w unitach — jeden unit (U) to ilo§¢ enzymu katalizujaca przemiang
1 pmola substratu w czasie 1 min.

Przygotowanie probek do pomiaru aktywnosci lipolitycznej

Ustalenie optymalnych warunkéw namnazania i skorelowanie aktywnos$ci lipoli-
tycznej z fazami wzrostu drozdzy pozwolilo w dalszej czgsci pracy na przeprowadzenie
hodowli w wigkszej objetosci (objetosé robocza bioreaktora 1,5 dm®), zachowujac
optymalny z punktu widzenia analizowanej wczes$niej aktywno$ci 24-godzinny czas
namnazania komorek. Hodowle taka poddano kompleksowemu badaniu pod katem
aktywnosci lipolitycznej. Zbadano obecnos¢ lipaz w supernatancie (tab. 1, probka nr 1)
i komoérkach (tab. 1, probka nr 2) odwirowanych (3500xg; 10 min) bezposrednio po
zakonczeniu hodowli. Okreslono aktywnos¢ tracona w wyniku trzykrotnego przemywa-
nia (kazdorazowo porcjami 50 ml) komorek woda (tab. 1, probki nr 10, 11, 12). Z uwa-
gi na brak mozliwosci technicznych jednorazowego wykonania analiz wszystkich pro-
bek kolejne analizy aktywnosci lipolitycznej wykonywano na materiale poddanym
wcezesniejszemu zamrozeniu (-20°C). W celu poroéwnania (w stosunku do probek nr 1
i 2; tab. 1) oszacowano aktywno$¢ enzymow lipolitycznych w probkach rozmrozonego
supernatantu (tab. 1, probka nr 3) i komorek (tab. 1, probka nr 4 i 7). Aby przeanalizowaé
aktywno$¢ wewnatrzkomorkowa szczepu Yarrowia lipolytica KKP 379, w komorkach
przeprowadzono dezintegracje $ciany komorkowej. Dlatego odpowiednia nawazke
komoérek worteksowano przez 10 min z odpowiadajaca masie komorek iloscia szkol-
nych peretek, a nastgpnie wirowano przez 10 min, stosujac 5000 obr./min, a wzorujac
si¢ na postgpowaniu opisanym w pracy Dagbagli i Goksungur [2008]. Aktywnos$é¢
lipolityczna tak przygotowywanych probek szacowana byta zarowno w uszkodzonych
komorkach (tab. 1, probka nr 5), jak i supernatancie uwolnionym w trakcie ich 10-minu-
towego wirowania (tab. 1, probka nr 6). Analogicznie przygotowano i wykonano analizy
partii biomasy wczesniej poddanej trzykrotnemu przemyciu woda (tab. 1, probki
nr81i9).

Pomiar gestoSci optycznej

Pomiaru gestosci optycznej (OD) dokonywano na spektrofotometrze BECKMAN
DU-640B, przy dhugosci fali 600 nm. Podczas hodowli do probowek typu eppendorf
pobierano 1 ml kultury, ktora nastgpnie wirowano przez 5 min przy obrotach 3500xg.
Supernatant zlewano znad osadu, a komorki zawieszano w 1 ml wody destylowanej.
Zawiesing wprowadzano do kuwety i dokonywano pomiaru OD.
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WYNIKI I OMOWIENIE

Pierwszy etap przeprowadzonych doswiadczen miat na celu pordwnanie aktywnos$ci
lipolitycznej zewnatrzkomorkowych lipaz wydzielanych przez drozdze Yarrowia lipoly-
tica KKP 379 w poszczegoélnych fazach wzrostu tych mikroorganizméow. Podczas 25-
-godzinnej hodowli drozdzy prowadzonej na mala skal¢ (w bioreaktorze o objetosci
roboczej 0,6 dm®) pobrano w odpowiednich odstepach czasu 6 probek, w ktorych ozna-
czono gesto$é optyczna i aktywnos$¢ lipolityczna supernatantu, otrzymanego po odwi-
rowaniu komoérek. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Zewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ lipolityczna () oraz ggstos¢ optyczna (m) drozdzy
Yarrowia lipolytica KKP 379

Fig. 1. Extracellular lipolytic activity () and optical density (m) of yeast Yarrowia lipolytica
KKP 379

W warunkach okresowej hodowli mikroorganizméw do 23 h obserwowano wzrost
zewnatrzkomorkowej aktywnosci lipolitycznej. W 23. h odnotowano najwyzsza aktyw-
no$¢ w supernatancie (0,35 + 0,02 U/ml). Wzrastajacy poziom zewnatrzkomorkowych
enzymow lipolitycznych skorelowany jest ze wzrostem liczby komorek w podtozu,
ktory szacowano na podstawie pomiaréw wartosci OD i ktory mozna powiazaé z krzy-
wymi: dO,, pH i zuzycia wodorotlenku amonu, zarejestrowanymi w trakcie hodowli
drozdzy w bioreaktorze (rys. 2).

Najwyzsza zewnatrzkomorkowa aktywnosc¢ lipolityczna zaobserwowano w poczat-
kowej fazie zwolnionego wzrostu drozdzy Yarrowia lipolytica. W tym stadium nastg-
powat wzrost warto$ci pH spowodowany prawdopodobnie przyrostem liczby komorek
martwych. Szacowany poziom lipaz zewnatrzkomorkowych mogl byé wigc po czgsci
skutkiem postgpujacej juz proteolizy komorek [Pereira-Mairelles i in. 2000].

Wyniki te w duzym stopniu sa zgodne z efektem doswiadczen przeprowadzonych
przez Pereira-Meirelles i in. [2000]. Dokonujac pomiaru aktywnosci lipolitycznej
szczepu Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 hodowanego na podtozach z dodatkiem
oliwy z oliwek lub glukozy, naukowcy zauwazyli pewna prawidlowos¢. Niezaleznie od
zastosowanego podloza, w poczatkowym okresie hodowli, nie odnotowywano ze-
wnatrzkomoérkowej aktywnosci lipolitycznej. Autorzy uwazaja, iz w czasie intensywnego
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wzrostu komorek, ktéremu sprzyja duze stgzenie substratow w podiozu, lipazy sa pro-
dukowane, ale nie wydzielaja si¢ na zewnatrz, lecz kumuluja w przestrzeni migdzy
$ciang a blong komoérkowa. Sekrecja lipaz do podioza nastgpowata dopiero wowczas,
gdy poziom zrodet wegla w podtozu obnizal sig¢ do 50%.
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so| |ss

60 44
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Rys. 2. Zmiany poszczegblnych parametrow (dO,, pH i ilosci neutralizatora — NH,;OH) mierzo-
nych podczas hodowli okresowej drozdzy Yarrowia lipolytica KKP 379

Fig. 2. Analysis of variance of the parameters (dO,, pH, NH,OH) during the yeast growth Yar-
rowia lipolytica KKP 379 in batch process

Podobnie mozna interpretowaé¢ wyniki uzyskane w tej pracy. Bardzo niska aktyw-
nos$¢ lipolityczna probki supernatantu pobranej po 15 h (0,10 = 0,01 U/ml) moze wyni-
ka¢ z wysokiego jeszcze stgzenia substratow (oliwy i glukozy) w pozywce. Sukcesywny
spadek dostgpnosci zrodel wegla spowodowany intensywnym wzrostem komorek (faza
wzrostu wyktadniczego), szczegdlnie migdzy 15. a 17. h hodowli (dwukrotny wzrost OD
z 12,2 do 25,8), wywotluje konieczno$¢ uwalniania enzyméw w celu utrzymania funkcji
zyciowych komorek.

Aby uzyskaé szczegdtowe informacje na temat lipaz produkowanych przez drozdze
Yarrowia lipolytica KKP 379, w tym lipaz wydzielanych i kumulowanych na zewnatrz
i we wngtrzu komorek, materiat badawczy pochodzacy z 24-godzinnej hodowli w bio-
reaktorze (o objetosci roboczej 1,5 dm®) poddano szczegoétowej analizie aktywnosci
lipolitycznej, opisanej w metodyce. Otrzymane wyniki, wyrazone w U/g biomasy, ze-
stawiono w tabeli 1.

Analiza przedstawionych w tabeli 1 danych umozliwia poréwnanie ilosci lipaz wy-
dzielanych na zewnatrz z iloscia enzymow kumulowanych we wngtrzu komorek, daje
poglad na temat wpltywu zamrazania na aktywno$¢ lipolityczna probek oraz umozliwia
procentowe oszacowanie strat aktywnosci w wyniku kilkakrotnego przemywania komo-
rek woda.
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Tabela 1. Aktywnos¢ lipolityczna poszczegoélnych probek 24-godzinnej hodowli drozdzy Yarro-
wia lipolytica KKP 379
Table 1. Lipolytic activity different samples of yeast Yarrowia lipolytica KKP 379

Nr Aktywno$¢ lipolityczna
s Rodzaj probki (U/g biomasy)
probki ) . 7
No. Samples L1polyt1§ activity
(U/g biomass)
1. Supernatant — Supernatant 21,25
2. | Komérki— Cells 1,30 00
3. Supernatant po rozmrozeniu — Defrosted supernatant 14,50 ©2%9
4. Komorki po rozmrozeniu — Defrosted cells 4,53 G0
5. Komoérki (rozmrozone) po uszkodzeniu $ciany komor- 5,100
kowej — Defrosted cells after cell wall destruction
6. Supernatant powstaty w wyniku uszkodzenia $ciany 0,35 ¢009
komorkowe;j
Supernatant after cell wall destruction
7. Komoérki (rozmrozone) 3-krotnie przemyte woda 3,32 4009
Defrosted cells, after three washes in water
8. Komoérki (rozmrozone) 3-krotnie przemyte woda, po
uszkodzeniu $ciany komorkowej 3,95 4008
Defrosted cells, three washes in water, after cell wall
destruction
9. Supernatant powstaty po uszkodzeniu $ciany komor-
kowej komorek rozmrozonych, 3-krotnie przemytych 0,31 #0070
woda — Supernatant after cell wall destruction, three
washes in water
10. Woda z pierwszego przemycia komorek 0,26 #0099
Water from first cells washes
11. Woda z drugiego przemycia komorek 0,11 ¢009
Water from second cells washes
12. Woda z trzeciego przemycia komorek 0,10 008
Water from third cells washes

(+) — odchylenie standardowe
(%) — standard deviation

W 24-godzinnej hodowli komoérek na podtozu YPD z 1% dodatkiem oliwy z oliwek
aktywnos$¢ supernatantu powstatlego w wyniku uszkodzenia komoérek w trakcie wortek-
sowania ze szklanymi peretkami (probka nr 6), bedaca miara obecno$ci enzymoéw we-
wnatrzkomorkowych, stanowi ok. 2,5% aktywnosci lipaz zewnatrzkomérkowych, wy-
dzielonych do podtoza (probka nr 3); obie warto$ci odniesione do probek rozmrozo-
nych. Czg$ciowe naruszenie $ciany komorkowej w wyniku zamrazania badz celowe
uszkodzenie wywolane dezintegracja przy udziale szklanych peretek powoduje uwol-
nienie czgsci enzymoéw wewnatrzkomorkowych i wzrost aktywnosci lipolitycznej pro-
bek, z wartosci 1,30 &+ 0,04 U/g biomasy w wypadku catych, nieuszkodzonych komorek
otrzymanych bezposrednio po zakonczonej hodowli (probka nr 2) do 4,53 + 0,79 U/g
w odniesieniu do komodrek rozmrozonych (probka nr 4), po 5,10 + 0,10 U/g biomasy
u komorek wirowanych ze szklanymi peretkami (probka nr 5). Porownywalny wzrost
aktywnosci, na skutek dezintegracji, obserwowano rowniez w przypadku komoérek pod-
dawanych uprzednio przemyciu (probki nr 7 i 8) — wzrost aktywnosci o ok. 19%.
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Zamrazanie wplywa negatywnie na poziom aktywnosci lipolitycznej supernatantu.
W wyniku kilkudniowego mrozenia w temperaturze minus 20°C tracone jest, w przeli-
czeniu na g biomasy, ok. 32% aktywnosci (spadek z wartoséci 21,25 + 1,13 U/g — probka
nr 1 do 14,5 +£2,56 U/g — probka nr 3).

Przemywanie komoérek wodg prowadzi rowniez do utraty czesci enzymow lipoli-
tycznych (probki nr 10, 11, 12). Jednokrotne obmycie komoérek woda powoduje straty
20% aktywnosci, przy dwustopniowym przemywaniu tracone jest 28,5%, za$ trzykrotne
zawieszenie komorek w wodzie, a nastgpnie ich odwirowanie skutkuje az 36,2% utrata
aktywnosci — wszystkie wartosci aktywnos$ci odniesione do g namnozonej biomasy.

WNIOSKI

1. Szczep drozdzy Yarrowia lipolytica KKP 379 jest zdolny do produkcji lipaz ze-
wnatrz- 1 wewnatrzkomoérkowych.

2. Poziom lipaz wydzielanych do podtoza (zewnatrzkomoérkowych) wzrasta w trak-
cie prowadzenia hodowli i jest skorelowany z fazami wzrostu badanego szczepu drozdzy.

3. Mrozenie powoduje czgéciowa utrate aktywnosci lipolitycznej probek supernatantu.

4. Czgsciowe uszkodzenie $ciany komorkowej drozdzy w wyniku zamrazania badz
celowe naruszenie struktury komorki, bedace wynikiem dezintegracji z zastosowaniem
szklanych peretek, uwalnia czg$¢ enzymoéw wewnatrzkomorkowych i skutkuje (13—
19%) wzrostem aktywnosci lipolitycznej probek.
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LIPASES PRODUCE BY YEAST YARROWIA LIPOLYTICA

Abstract. The aim of this investigation was to report the lipase location in yeast Yarrowia
lipolytica KKP 379 and relationship extracellular lipase activity with cell growth. During
yeast culture in bioreactor, optical density (OD) and enzymatic activity of supernatant
were measured. Intracellular lipase activity was determined before and after cell wall
damage. Comparison and details for Yarrowia lipolytica KKP 379 lipase activity was de-
termined by the chromatographic method, using ethyl oleate as substrate.

The results showed that the yeast Yarrowia lipolytica KKP 379 produce extra- and intra-
cellular lipase. Extracellular lipase activity is cell growth dependent.

Key words: lipase, lipolytic activity, extra- and intracellular enzymes, Yarrowia lipolytica
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