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Streszczenie. Celem badan bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania glicerolu w ho-
dowli drozdzy Candida utilis oraz Kluyveromyces fragilis ukierunkowanej na biosyntezg
B-glukanu i/lub mannoprotein tworzacych strukturg Sciany komorkowej tych grzybow.
Preparaty $cian uzyskiwano na drodze autolizy komoérek drozdzy. Poddawano je nastgp-
nie frakcjonowaniu w warunkach alkalicznych na poszczegdlne polisacharydy.
Stwierdzono zr6znicowanie zawartosci B(1,3)-/B(1,6)-glukandéw i mannoprotein w $cia-
nach badanych drozdzy, zalezne od szczepu, st¢zenia glicerolu oraz pH podtozy ho-
dowlanych. Istotne zwigkszenie zawartosci cukrow ogoétem i B(1,3)-/B(1,6)-glukanow
w $cianie drozdzy Candida utilis ATTC 9950 odnotowano po hodowli w podtozu o pH
4,0 zawierajacym 2% glicerolu. W preparatach $cian omawianego szczepu stwierdzono
wowczas okoto 75% cukréw ogdtem i okoto 53% B(1,3)-/(1,6)-glukanu. Drozdze Kluy-
veromyces fragilis R11 okazaly si¢ lepszym zrédtem mannoprotein. W preparatach ko-
morek z podtozy o pH 7, zawierajacych 3 lub 5% glicerolu, odnotowano okoto 30,5%
tych polimerow.
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WSTEP

Sciana komérkowa drozdzy stanowi przecigtnie ok. 20-30% s.s. biomasy komérko-
wej. Jest to uzaleznione od gatunku drozdzy, warunkéw wzrostu i wieku hodowli [Nguy-
eniin. 1998, Kim i Yun 2006]. Zbudowana jest z kompleksu kowalencyjnie potaczonych
polisacharydéw, do ktorych naleza: rozpuszczalny w wodzie i zasadach a-mannan, wy-
stepujacy w polaczeniu z bialkami (mannoproteiny), rozpuszczalny w zasadach -glukan
oraz nierozpuszczalny w alkaliach B-glukan zwiazany z chityng [Kapteyn i in. 1999].
Mannoproteiny stanowig 20-50% s.s. §ciany komorkowej drozdzy, podczas gdy B-glu-
kan 30-60% [Nguyen i in. 1998, Kapteyn i in. 1999, Kath i Kulicke 1999, Krizkova i in.
2001, Klis i in. 2002, Bowman i Free 2006]. W $cianie drozdzy dominuje B(1,3)-glukan.
Udziat tego polimeru w catkowitej zawarto$ci glukanéw wynosi 65-90% [Kath i Kulicke
1999, Bowman i Free 2006]. Niskoczasteczkowy, ale silnie rozgatgziony i rozpuszczalny
w wodzie B(1,6)-glukan stanowi ok. 10-20% polimerow glukozy [Bowman i Free 2006].
W $cianie drozdzy wystgpuje réwniez chityna, ktérej udziat wynosi okoto 1-2%. Zawar-
to$¢ poszczegdlnych polimerow $ciany, stopien polimeryzacji czasteczek i ich struktura
chemiczna sa cecha indywidualna kazdego szczepu, zalezna od warunkow wzrostu i wie-
ku hodowli [Aguilar-Uscanga i Frangois 2003, Kim i Yun 2006].

Polisacharydy oraz glikoproteiny pozyskiwane ze $cian komorkowych drozdzy wy-
kazuja wiele wlasciwosci bioaktywnych w organizmie ludzi i zwierzat. Podkresla si¢
ich rolg w stymulacji odpowiedzi immunologicznej, dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
prebiotyczne, przeciwtoksyczne, przeciwmutagenne, przeciwrakowe, przeciwutleniaja-
ce, obnizajace poziom cholesterolu i trojglicerydow we krwi oraz stymulacj¢ syntezy ko-
lagenu [Krizkova i in. 2001, Thanardkit i in. 2002, Chen i Seviour 2007, Kogan i Kocher
2007, Soltanian i in. 2007, Ganner i in. 2010]. Ze wzgledu na wlasciwosci emulgujace,
zdolnos¢ zelowania, wiazania wody i thuszczu, prebiotycznos¢ i wlasciwosci powloko-
tworcze polimery strukturalne $ciany drozdzy znajduja rdwniez zastosowanie technolo-
giczne [Laroche i Michaud 2007, Novak i in. 2012].

Aguilar-Uscanga i Frangois [2003] potwierdzili, ze zawarto$¢ f-glukanow i mannanu
w $cianie grzybow jednokomoérkowych jest silnie zwigzana z warunkami wzrostu. Na
biosyntezg polisacharydow $ciany drozdzy wplywaja migdzy innymi rodzaj zrodta wegla
i azotu, pH $rodowiska, temperatura, stopien natlenienia pozywki, a takze faza wzrostu
komorek oraz sposéb prowadzenia hodowli.

Wtasciwosci prozdrowotne i technologiczne polisacharydéw drozdzy sktaniaja do
prowadzenia badan nad biosynteza sktadnikow $ciany komorkowej tych mikroorgani-
zmow, co jest istota mozliwosci ich pozyskiwania na skalg przemystowa.

Preparaty B-glukanu oraz mannoprotein otrzymywane sa gtoéwnie z odpadowych
drozdzy browarniczych [Thanardkit i in. 2002, Salamon i in. 2011]. Polimery izolowa-
ne ze $cian komoérkowych innych drozdzy moga charakteryzowac si¢ réznym stopniem
polimeryzacji i rozgatgzienia czasteczki. Sa to determinanty wtasciwosci chemicznych,
fizycznych i biologicznych B-glukanéw i mannoprotein [Bohn i BeMiller 1995]. Z tego
powodu praktyczne wykorzystanie elementéw strukturalnych $cian komoérkowych droz-
dzy zalezy od gatunku, a nawet szczepu grzybow. Poszukiwanie nowych zrodet tych
sktadnikéw $ciany komorkowej oraz proby zwigkszania ich zawarto§ci w biomasie droz-
dzy sa zatem uzasadnione.
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Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie mozliwosci wykorzystania glicerolu
jako zrodta wegla w zaleznosci od pH podtoza w hodowli drozdzy Candida utilis oraz
Kluyveromyces fragilis ukierunkowanej na biosyntez¢ polimeréw strukturalnych $Sciany
komorkowej (B-glukanu i/lub mannoprotein). Glicerol jest gtéwnym produktem ubocz-
nym powstajacym podczas produkcji biodiesla. Wzrost produkcji biopaliwa przyczynia
si¢ do powstawania coraz wigkszych ilosci frakcji glicerolowej i wiaze si¢ z potrzeba
poszukiwania alternatywnych metod jej utylizacji [Da Silva i in. 2009, Lipinska i in.
2010].

MATERIAL | METODY

Materiat biologiczny

Materialem badawczym byly dwa szczepy drozdzy: Candida utilis ATTC 9950
i Kluyveromyces fragilis R11 pochodzace z kolekcji czystych kultur Zaktadu Biotechno-
logii i Mikrobiologii SGGW w Warszawie.

Podtoza i warunki wzrostu

Hodowle doswiadczalne badanych drozdzy prowadzono w podtozu kontrolnym
YPD, o sktadzie [g-dm™]: pepton — 20, glukoza — 20 i ekstrakt drozdzowy — 10 oraz
w podiozach modelowych, w ktorych glukozg zastapiono glicerolem w stgzeniach 2, 3
i 5%. Wszystkie podtoza przygotowywano w trzech wariantach pH: 4,0; 5,0 1 7,0. Ino-
culum drozdzy namnazano w podtozu YPD o pH 5,0 przez 20 godzin w temperaturze
28°C. Po tym czasie hodowlg wirowano (3200 g/21°C/10 min), otrzymang biomasg
drozdzy dwukrotnie przeptukiwano jatowa woda destylowana (za kazdym razem wiru-
jac), a nastepnie zawieszano w 80 cm?® jatowej wody. Hodowle drozdzy rozpoczynano
dodajac do podtozy (90 cm?) po 10 cm?® inoculum drozdzy. Namnazanie biomasy pro-
wadzono przez 24 godziny w temperaturze 28°C w wytrzasarce o posuwisto-zwrotnym
trybie pracy (200 cykli/min). Wszystkie hodowle przeprowadzono w trzech seriach
badan.

Oznaczenie plonu biomasy drozdzy z hodowli doswiadczalnych

Plon biomasy drozdzy oznaczano po 24 godzinach hodowli w podtozach doswiad-
czalnych. W tym celu odwirowywano 10 cm® hodowli (15 500 g/10 min), uzyskana bio-
masg¢ plukano dwukrotnie woda dejonizowana, po czym suszono w temperaturze 105°C
do uzyskania statej masy. Plon biomasy wyrazano w gramach suchej substancji drozdzy
w przeliczeniu na dm® podtoza hodowlanego [g, ,-dm™].

Otrzymywanie preparatéw $cian komoérkowych badanych drozdzy

Preparaty $cian komdrkowych badanych drozdzy z hodowli doswiadczalnych uzy-
skiwano na drodze 24-godzinnej autolizy komoérek w temperaturze 55°C [Thanardkit
iin. 2002]. Zdezintegrowane komoérki odwirowywano (15 500 g/4°C/15 min) i pigcio-
krotnie przemywano jatlowa woda dejonizowana, intensywnie mieszajac na wortek-
sie w celu wyptukania sktadnikow cytozolu. Przyjeto zatozenie, ze odwirowane osady
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zawieraly fragmenty $cian komoérkowych drozdzy, ktore w kolejnym etapie suszono
(80°C/24 h). W otrzymanych preparatach $cian komoérkowych oznaczano zawartosé
cukrow ogotem, B-glukandéw i mannoprotein.

Oznaczanie zawartosci cukrow ogétem, g-glukanu i mannoprotein
w preparatach scian komérkowych badanych drozdzy

Otrzymane preparaty $cian komorkowych drozdzy poddawano frakcjonowaniu
na poszczegdlne polisacharydy strukturalne, tj. P(1,3)-glukan, B(1,6)-glukan oraz
mannoproteiny zgodnie z procedura opisang przez Bzduchg-Wrobel i innych [2013].
W skroécie, pierwszym etapem procedury byto wydzielenie polimerdéw rozpuszczalnych
w zasadach — frakcja 1 zawierajaca mannoproteiny oraz B(1,3)-/B(1,6)-glukan niezwia-
zany z chityna. Réwnoczesnie uzyskiwano frakcje 2 sktadajaca si¢ z polisacharydow
nierozpuszczalnych w zasadach: B(1,3)- i f(1,6)-glukan zwiazane z chitynag. W tym
celu przeprowadzano trzykrotna ekstrakcje w warunkach alkalicznych (3% NaOH)
w temperaturze 75°C [Liu i in. 2008]. Glukany rozpuszczalne w zasadach wydzielano
z supernatantu otrzymanego po ekstrakcji zasadowej (15 500 g/15 min), stosujac neu-
tralizacj¢ lodowym kwasem octowym — frakcja 3 [Fleet i Manners 1976, Magnelli i in.
2002]. Nastepnie z supernatantu wytracano mannoproteiny (frakcja 4), stosujac 96-pro-
centowy etanol (4°C/24 h), po czym osad odwirowywano [Magnelli i in. 2002]. Frak-
cje polimeréw nierozpuszczalne w zasadach poddawano trawieniu enzymatycznemu
preparatem Zymoliazy 20T (MP Biomedicals LLC) [Magnelli i in. 2002, Ortowski i in.
2007]. Trawienie enzymatyczne prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 godziny,
stosujac roztwdr enzymu o stezeniu 5 mg-cm przygotowany w 0,01 M buforze TRIS-
HCI o pH 7,4. Po hydrolizie osad (frakcja 5) odwirowywano (15 500 g/15 min), a su-
pernatant poddawano 24-godzinnej dializie (SIGMA-ALDRICH: dialysis tubing, hight
retention seamless cellulose tubing, MWCO 12400, 99,99% retention) wobec wody
dejonizowanej. Celem tego postgpowania byto oddzielenie B(1,6)-glukanu (supernatant
po dializie — frakcja 6) od zhydrolizowanego B(1,3)-glukanu. Potwierdzenie obecnos$ci
poszczegodlnych polimerdw w otrzymywanych frakcjach 1-6 oparto na danych literatu-
rowych [Magnelli i in. 2002]. Zawarto$¢ B(1,3)-glukanu we frakcji nierozpuszczalnej
w zasadach wyznaczano z réznicy zawartosci cukrow we frakcji 3 i sumy zawarto$ci
B(1,6)-glukanu we frakcjach 51 6. W przypadku osadu pozostatego po trawieniu enzy-
matycznym (frakcja 5) w obliczeniach przyjgto zatozenie, ze nie zawiera on chityny,
a jedynie B(1,6)-glukan [Orfowski i in. 2007]. W przypadku frakcji 3 i 4 zatozono, ze
nie sa zanieczyszczone odpowiednio mannoproteinami i f-glukanem [Bzducha-Wrdbel
iin. 2013].

Zawarto$¢ cukrow ogodtem w Scianie komorkowej drozdzy oznaczano, w przeli-
czeniu na glukoze, bezposrednio w preparatach $cian komoérkowych. W tym celu pro-
wadzono hydroliz¢ kwasowa polimerdéw $ciany przy uzyciu 72% H,SO, (100°C/4 h),
po uprzedniej 3-godzinnej inkubacji probek w temperaturze pokojowej. Zawartos$¢
cukréw redukujacych analizowano metoda kolorymetryczna (A = 540 nm) z kwasem
3,5-dinitrosalicylowym [Magnelli i in. 2002]. Do obliczen wykorzystano krzywa wzor-
cowa, przedstawiajaca zalezno$¢ absorbancji od stgzenia roztworow glukozy, w posta-
city =2,7369x — 0,0594, R* = 0,9981.
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Zawartos¢ frakeji polisacharydow uzyskanych na drodze ekstrakcji zasadowej, tra-
wienia enzymatycznego oraz dializy (frakcje 1-6) rdwniez wyrazano w przeliczeniu na
zawartos$¢ cukrow redukujacych, po wczesniejszej hydrolizie kwasowej. Uzyskane wyni-
ki, w celu ich porownania, przedstawiono w przeliczeniu na 100% wydajno$¢ ekstrakcji
w warunkach alkalicznych.

Metody statystyczne

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej w programie STATISTICA V.10.
Przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA, test HSD Tukeya). Te-
stowanie prowadzano przy poziomie istotnosci a = 0,05. Usrednione wyniki zestawiono
w tabelach 1 i 2, wyrazajac je jako: $rednia + odchylenie standardowe (SD).

WYNIKI | DYSKUSJA

Plon biomasy badanych drozdzy z hodowli doSwiadczalnych

Oznaczenie plonu biomasy badanych drozdzy pozwolito okresli¢ zasadnos¢ prowa-
dzenia hodowli w podtozach z dodatkiem glicerolu (2, 3 lub 5%) i o zréznicowanym
pH (4,0; 5,0; 7,0). Ilo$¢ uzyskiwanej biomasy, jako zrédta B(1,3)/(1,6)-glukandéw i/lub
mannoprotein $ciany komorkowej, jest jednym z czynnikow wptywajacych na wydajnosc
produkcji polimeroéw $ciany drozdzy. Wyniki zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Plon biomasy badanych drozdzy z 24-godzinnych hodowli do§wiadczalnych
Table 1. The cell biomass yield of investigated yeasts cultivated 24 h in experimental mediums

Plon biomasy drozdzy [g, ,-dm~>] +SD
Yeast cell biomass yield [g,,,-dm ] £SD

Podtoze — Medium pH Szczep — Strain
Candida utilis Kluyveromyces fragilis
ATTC 9950 RI11
4 7,3 £0,2° 5,5+0,1*
YPD 5 10,4 +0,5° 6,2 +0,1°¢
7 10,1 £1,0° 8,6 £0,1°
4 8,2 +0,2%° Brak wzrostu
2% glicerol SN
) (; gllcce;;l 5 8,3 +1,5% 48 40,14
o8y 7 10,3 £0,7¢ 6.0£0,1°
4 8,4 +£0,2%° Brak wzrostu
3% glicerol S
X 0/ gllcce;‘:)l 5 9,3 +0,6% 5,3 +0,1°
° &Y 7 9,1 +0,1% 6,10,1°
4 7,4 +0,2° Brak wzrostu
5% glicerol T
. (; gllcce;;l 5 8,5 +0,2%b 52402
o8y 7 9,1 0,20 6.440,1°

Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami ® % ¢

istotnie (test HSD Tukeya, o = 0,05)/Means values with the same letters
are not significantly different (acc. HSD Tukey test, a = 0,05).

“~ w ramach jednego szczepu drozdzy nie roznig si¢
ab.¢- considering one strain of yeasts
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W przypadku drozdzy paszowych Candida utilis ATTC 9950 najwyzszy plon bioma-
sy (ok. 10,5 g, .-dm ) uzyskiwano w podtozach z dodatkiem 2% glicerolu i pH 7,0 oraz
w pozywkach YPD o pH 5,0 i 7,0. W pozostatych podtozach byta to wydajno$¢ na po-
ziomie 7,3-9,3 g, -dm™ (tab. 1). Mozliwoé¢ wykorzystania glicerolu jako zrédta wegla
w hodowli drozdzy Candida utilis potwierdzili rbwniez inni autorzy [Moraes i in. 1996,
Lipinska i in. 2010].

Podobnie jak w przypadku drozdzy z rodzaju Candida, czynnikami decydujacymi
o mozliwos$ci 1 wydajnosci wzrostu szczepu drozdzy z rodzaju Kluyveromyces w pod-
tozach z glicerolem bylo stezenie tego zwiazku w podtozu oraz kwasowos¢ czynna
hodowli. We wszystkich podtozach modelowych z dodatkiem glicerolu, w ktorych po-
czatkowe pH bylo na poziomie 4,0, drozdze Klyuveromyces fragilis R11 nie wykazy-
waly wzrostu. Byly zdolne do wykorzystywania glicerolu jako zrodta wegla i energii
jedynie w pozywkach o pH 5,0 i 7,0. W podtozach tych wydajno$¢ plonu biomasy
Klyuveromyces fragilis R11 wynosita miedzy 4,8-6,4 g . -dm i byta poréwnywalna
do osiaganej w podtozach YPD o pH 4,0 i 5,0. Najkorzystniejsze warunki do namnaza-
nia biomasy tych drozdzy panowaty w pozywce YPD o pH 7,0, w ktorej plon osiagat
poziom ok. 8,6 g, -dm™>.

Drozdze wykazuja wzrost w zakresie pH 4,5-6,5, aczkolwiek prawie wszystkie sa
zdolne do wzrostu w $rodowisku bardziej kwasnym lub bardziej alkalicznym [Jalcin
i Ozbas 2008]. Jak wynika z przeprowadzonych do$wiadczen, w podtozach, w ktorych
zrodtem wegla byta glukoza, drozdze z rodzaju Kluyveromyces wykazywaty wzrost
niezaleznie od zastosowanego pH. W przypadku podtozy zawierajacych glicerol, oma-
wiany szczep nie wykazywal wzrostu przy pH na poziomie 4.0. Taka zalezno$¢ mozna
thumaczy¢ specyfika transportu glicerolu do wngtrza komoérek drozdzy [Kayingo i in.
2009]. Glicerol, dzigki lipofilnej naturze, transportowany jest przez blony cytoplazma-
tyczne komorek drozdzy na drodze dyfuzji prostej. Sktad lipidow blony, zalezny od
warunkéw hodowli, moze wplywac na tempo transportu pasywnego. Drozdze moga
syntetyzowac bialtka transportu aktywnego glicerolu (np. Stl1p, Guplp), dzigki ktorym
to zrodlo wegla szybciej przenoszone jest przez membrany lipidowe [Sutherland i in.
1997, Kayingo iin. 2009]. Ekspresja gendw kodujacych omawiane proteiny regulo-
wana jest przez rodzaj zrodta wegla w pozywce. Biatka transportu aktywnego syn-
tetyzowane sa w komorkach hodowanych w pozywkach zawierajacych zrodlo wegla
niepodlegajace fermentacji (m.in. glicerol), podczas gdy glukoza wptywa inhibitujaco
na ten proces [Kayingo i in. 2009]. By¢ moze niskie pH pozywki moglo hamowac
ekspresje¢ biatek niezbednych drozdzom Kluyveromyces do przeprowadzania transportu
aktywnego glicerolu.

Podsumowujac, glicerol moze stanowi¢ zrodto wegla w hodowli drozdzy z rodzajow
Candida i Kluyveromyces, jednak mozliwos¢ jego wykorzystania jest cecha indywidu-
alna kazdego szczepu, zalezna od pH $rodowiska i st¢zenia zrédla wegla w podlozu
hodowlanym. Ze wzglgdu na osiaganie przez drozdze Candida utilis wyzszych plonow
biomasy w opracowanych podtozach do$wiadczalnych sg one potencjalnie wydajniej-
szym zroédtem polimeréw $ciany komorkowej izolowanych z biomasy.

Zeszyty Problemowe Postepow Nauk Rolniczych
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Zawartos¢é cukrow ogétem, B(1,3)/B(1,6)-glukanéw i mannoprotein
w preparatach scian komérkowych badanych drozdzy z hodowli
doswiadczalnych

Preparaty $cian komérkowych badanych drozdzy przygotowano, przeprowadzajac
autolize komorek drozdzy, ktdra jest powszechna procedura stosowana w tym celu [Tha-
nardkit i in. 2002, Suphantharika i in. 2003, Soltanian i in. 2007, Zechner-Krpan 1i in.
2010]. Sposob otrzymywania preparatow $Scian komorkowych drozdzy wplywa na sto-
pien ich oczyszczenia ze sktadnikow cytozolu [Bzducha-Wroébel i in. 2013].

Badane szczepy drozdzy charakteryzowaly si¢ zréznicowana zawarto$cia cukrow
ogotem i poszczegodlnych polimeréw strukturalnych $ciany komorkowej w suchej sub-
stancji otrzymanych preparatow (tab. 2 i 3), co wskazywato na odmienna budowg $ciany
tych grzybow. W preparatach §cian drozdzy Candida utilis po hodowli w optymalnych
warunkach wzrostu, tj. w podtozu YPD o pH 5,0, cukry ogoélem stanowity okoto 61%
badanego organellum (tab. 2), podczas gdy preparaty Scian drozdzy z rodzaju Kluyvero-
myces z tych samych warunkéw hodowli zawieraly okoto 47% cukrow (tab. 3). Mozna
zatem stwierdzi¢, ze wydajniejszym zrodtem B(1,3)/B(1,6)-glukanoéw okazaty sig¢ drozdze
Candida utilis. Zréznicowanie w zawartosci polisacharydow §ciany w zaleznos$ci od ga-
tunku, a nawet szczepu drozdzy, potwierdzono rowniez w innych badaniach [Nguyen i in.
1998, Thanardkit i in. 2002, Suphantharika i in. 2003, Bzducha-Wrébel i in. 2013].

Hodowla drozdzy z rodzajow Candida i Kluyveromyces w podtozach zréznicowa-
nych pod wzgledem pH, rodzaju zrédta wegla w pozywece oraz jego stezenia indukowata
zmiany w zawartosci polimerow strukturalnych analizowanego organellum. Dochodzito
do wzrostu lub obnizenia zawartosci cukrow w $cianie komdrkowej, zaleznie od szczepu
drozdzy i zastosowanego ukladu doswiadczalnego. Drozdze Candida utilis syntetyzo-
waty najwigcej polisacharydow $ciany komorkowej po hodowli w podtozach o pH 4,0
zawierajacych 2% glicerolu oraz w podtozach o pH 7 z dodatkiem 3 i 5% omawianego
zrddla wegla (tab. 2). W poréwnaniu z preparatami $ciany komoérek z podtoza YPD o pH
5,0 byta to zawarto$¢ wyzsza o okoto 11-14 g w przeliczeniu na 100 g s.s. $ciany. Bio-
synteza sktadnikoéw Sciany komorkowej przez badane drozdze mogta by¢ odpowiedzia na
warunki stresowe w Srodowisku wzrostu [Smits i in. 2001, Lesage i Bussey 2006]. Naj-
wyzsza sumaryczng zawarto$¢ B(1,3)-/B(1,6)-glukanéw w $Scianie omawianego szczepu
(ok. 53%) stwierdzono po hodowli w podtozu o pH 4,0 z dodatkiem 2% glicerolu. Wyniki
przeprowadzonych badan potwierdzaja mozliwos¢ intensyfikacji biosyntezy (1,3)-(1,6)-
-glukanow w $cianie komorkowej drozdzy Candida utilis ATTC 9950 w podtozach z gli-
cerolem jako zrodtem wegla. Jednoczes$nie drozdze Candida utilis ATTC 9950, w zalez-
nosci od podtoza hodowlanego, zawieraly ok. 2—4 razy wigcej B-glukanéw w poréwnaniu
z gatunkiem Kluyveromyces fragilis R11 (tab. 3). Na podstawie zawartosci B(1,6)-gluka-
nu w preparatach $cian mozna takze przypuszczaé, ze polimery B-glukanu obu szczepow
r6znily si¢ stopniem rozgalgzienia czasteczek, a przez to budowa przestrzenna. Drozdze
Kluyveromyces fragilis okazaly si¢ lepszym zrodtem mannoprotein, ktorych zawartos¢
siggata okoto 30,5% s.s. preparatow $cian po hodowli komérek w podtozach o pH 7
z dodatkiem 3 i 5% glicerolu (tab. 3). Wzrost zawarto$ci mannoprotein mégl wynikaé
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12 A. Bzducha-Wrobel, S. Btazejak, L. Stasiak-Rozanska

z syntezy glikoprotein niezbednych komoérkom w procesie metabolizmu glicerolu oraz
regulacji zmian ci$nienia osmotycznego w pozywce wywolanego tym zrodlem wegla.
Mannoproteiny stanowia m.in. ochron¢ komorek drozdzy przed stresem osmotycz-
nym [Kopecka iin. 1991]. Badania nad wlasciwosciami funkcjonalnymi mannoprotein
i B-glukandéw drozdzy z rodzaju Kluyveromyces prowadzili m.in. Yoshida i inni [2005].

WNIOSKI

1. Glicerol moze stanowi¢ zrodlo wegla i energii w hodowlach drozdzy z rodzajow
Candida i Kluyveromyces ukierunkowanych na intensyfikacj¢ biosyntezy polimeréow bu-
dujacych $ciang komodrkowa tych grzybow.

2. W $cianie drozdzy Candida utilis ATTC 9950, w zaleznosci od warunkow wzro-
stu, stwierdzono 2—4 razy wyzszy udziat B(1,3)-/B(1,6)-glukanéw w poréwnaniu ze
szczepem Kluyveromyces fragilis R11, podczas gdy drugi ze szczepdw zawieral wigcej
mannoprotein.

3. Zastosowane podioza hodowlane z glicerolem jako zrodtem wegla wplywaty na
zmiang zawarto$ci polimerdw w §cianie komorkowej badanych grzyboéw. Odpowiedz ko-
morek na warunki hodowli okazata si¢ pod tym wzgledem cecha indywidualng danego
szczepu, zalezng od stezenia glicerolu i zastosowanego pH srodowiska.

4. Badane drozdze moga stanowi¢ zrédlo polisacharydow i glikoprotein o wlasciwo-
$ciach funkcjonalnych. Dalsze badania powinny by¢ ukierunkowane na przeprowadzenie
doktadniejszej charakterystyki izolowanych polimeréw i okreslenie ich wlasciwosci.
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THE INFLUENCE OF GLYCEROL AS A CARBON SOURCE AND PH
OF CULTIVATION MEDIUM ON BIOSYNTHESIS OF CELL WALL POLYMERS
OF CANDIDA UTILIS AND KLUYVEROMYCES FRAGILIS YEASTS

Summary. The structure of yeast cell wall is mainly composed of polymers such as -glu-
cans and a-mannan (present as mannoprotein). It is well known that yeast -glucans and
mannoprotein exhibit a range of bioactive properties in humans and animals, like anti-toxic,
anti-mutagenic, anticancerous and anti-oxidative activity, stimulation of immunological re-
sponse as well as antibacterial properties. The content of B-glucans and mannoprotein in
cell wall of unicellular fungi is connected to growth conditions. This work reports on the
influence of glycerol as a carbon source and pH of the medium on structural cell wall poly-
mers (B-glucan and mannoprotein) biosynthesis of Candida utilis ATTC 9950 and Kluy-
veromyces fragilis R11. The experimental cultivations of investigated yeast strains were
performed in control YPD medium and in a model mediums where glucose was replaced
with glycerol in the amount of 2, 3 and 5% (w/v). All mediums were prepared in three pH
variants i.e. 4.0, 5.0 and 7.0.

The preparations of cell walls of yeasts from the experimental cultivations were achieved
via 24-h cell autolysis. The obtained cell wall preparations were subjected to fractionation
on particular structural polysaccharides, i.e. f(1,3)-glucan, B(1,6)-glucan and mannopro-
teiny, by extraction in alkaline conditions. The content of reducing carbohydrates (as glu-
cose) was analyzed using colorimetric method (A = 540 nm) with 3,5-dinitrosalicylic acid
after hydrolysis of particular fractions in acidic conditions.

Results of the investigation demonstrated that cultivation of Candida utilis ATTC 9950
and Kluyveromyces fragilis R11 on glicerol, low-cost substrates from biodiesel production,
may intensify the biosynthesis of cell wall polymers. The tendency depended on cultivation
medium and strain. For yeast of genus Candida the portion of polysaccharides in total, as
well as B(1,3)/(1,6)-glucan content were highest after cultivation on medium containing 2%
of glycerol and pH 4.0. It was 75% and 53% respectively. Depending on growth conditions,
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the Candida utilis ATTC 9950 strain contained from 2 to 4 times more f(1,3)/(1,6)-glucan
in cell wall structure comparing with Kluyveromyces fragilis yeasts. At the same time, Kluy-
veromyces fragilis R11 strain was more efficient source of mannoprotein comparing with
Candida yeast. Preparations of cell walls of Kluyveromyces fragilis after yeast cultivation
in mediums with 3 and 5% of glycerol pH 7.0 contained app. 30.5% of mannoproteins.
The results confirmed that cultivation in medium with glycerol as a carbon source contrib-
uted to obtaining the biomass of Candida utilis and Kluyveromyces fragilis with increased
portion of functional cell wall polymers. Further studies should be oriented towards an op-
timization of cultivation conditions for efficient biosynthesis of f-glucans or mannoprotein
and to establish their functional properties.

Key words: yeast cell wall, B-glucan, mannoprotein, glycerol, Candida, Kluyveromyces
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