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Summary

Tannins as compounds of plant biomass seem to be a very useful raw mate-
rial for an effective bioconversion. This is due to their abundance and renew-
ability as well as the possibility of producing various chemicals and curative
preparations from this source. On the other hand, enzymatic removal of tannins
from agricultural feedstocks by tannase is very important for production of di-
gestible feed and food products, clarified beverages and fruit juices or instant
tea. This article presents a review of information on tannins and their hydrolysis
by microbial tannase. Special attention has been paid to chemical structure of
tannins and their negative or positive effects on organisms as well as the pro-
duction of tannase and its biochemical properties. Most promising prospects
for the practical applications of tannase in food, pharmaceutical, cosmetic and
leather industries are also discussed.
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1. Wstep

Taniny stanowig odnawialny i szeroko rozpowszechniony
sktadnik biomasy roslinnej i w zwigzku z tym sg coraz czesciej
brane pod uwage jako wazny surowiec do wykorzystania na dro-
dze biokonwersji. Wynika to takze z mozliwosci produkgji z ta-
nin r6znych zwiazkéw chemicznych, z ktérych czes¢ znajduje za-
stosowanie jako preparaty lecznicze. Jako polifenole taniny
spetniaja role naturalnych antyoksydantéw, a takze skutecznie
obnizaja ryzyko nowotworzenia oraz mogg dziata¢ przeciwmu-
tagennie. Jednakze enzymatyczne usuniecie tanin z surowcow
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rolniczych za pomoca tanazy neutralizuje ich toksyczne i antyzywieniowe wiasciwo-
Sci, polepszajac tym samym znacznie strawno$¢ i zwiekszajac warto$¢ odzywcza
pasz oraz produktow zywnosciowych przygotowanych na bazie tych zrodet. Nalezy
jednak podkresli¢, ze efektywna eksploatacja tanin jako stosunkowo taniego surow-
ca w biotechnologii wymaga pefnego poznania mechanizméw biologicznej degrada-
¢ji tych polimeréw.

W ostatnich latach wzrost zainteresowania rozktadem tanin i wykorzystaniem
w praktyce produktéow ich enzymatycznej hydrolizy znajduje odbicie w piSmiennic-
twie dotyczacym tego tematu. Omawiane s3 zaréwno mozliwosci zastosowania en-
zymow rozktadajacych taniny, jak i wtasciwosci tanaz pochodzenia drobnoustrojo-
wego.

2. Charakterystyka i wlasciwosci tanin

Polifenole tworza jedna z wazniejszych grup metabolitow wtornych roslin. Meta-
bolizm fenolowy u roslin jest bardzo ztozony, stad niezwykte bogactwo i zréznico-
wanie naturalnych zwigzkéw fenolowych, od prostych, rozpuszczalnych w wodzie
poprzez ich spolimeryzowane pochodne o réznej rozpuszczalnosci — taniny — az
do nierozpuszczalnych lignin.

Taniny wyraznie wyr6zniaja sie w tej grupie z powodu ich reaktywnosci che-
micznej i aktywnos$ci biologicznej. Mozna je zdefiniowac jako polifenole o masie
czasteczkowej od 500 do 3000 Da, w wiekszos$ci rozpuszczalne w wodzie, zdolne
do tworzenia kompleksow z biatkami, polisacharydami, a takze jonami metali (1).

Taniny dzieli sie zwykle na dwie podstawowe grupy, taniny hydrolizujace i nie-
hydrolizujace (2,3). W centrum czasteczki tanin hydrolizujgcych znajduje sie mono-
sacharyd (glukoza lub inne poliole, np. cukier rozgateziony — hamameloza, kwas
szikimowy, chinowy, a nawet pektyny), ktorego grupy hydroksylowe, czesciowo lub
catkowicie, zestryfikowane sg resztami kwasu galusowego lub jego pochodnymi,
np. kwasem m-digalusowym. Taniny te sg tatwo hydrolizowane przez stabe kwasy
i zasady lub enzymy do monomerycznych produktow. W zaleznosci od rodzaju po-
wstajacych produktéw wyrédznia sie galotaniny i elagotaniny. Galotaniny sa naj-
prostszymi taninami, zawierajagcymi w swojej czasteczce glukoze i estrowo
zwiazany z nig kwas galusowy. Przyktadem tego rodzaju zwiazkéw jest kwas tanino-
wy (C76H52046). Czescig rdzeniowa jego czasteczki jest pentagalusan glukozy
(rys. 1), do ktérego kolejne jednostki kwasu galusowego przylaczone sg poprzez
wigzania depsydowe. W wyniku rozktadu galotanin powstaje glukoza i kwas galuso-
wy. Galotaniny wystepuja w wiekszych ilosciach w korze drzew, np. specjalnych od-
mian debu oraz w galaséwkach, czyli naroslach na lisciach sumaka (Rhus semialata) —
kwas taninowy, galotanina chinska; debu (Quercus infectoria) — galotanina turecka
i w lisciach sumaka (R. coriaria, R. typhina). Zwiazki te sg skladnikiem taniny handlo-
wej — heterogennego preparatu bedgcego mieszaning estréw galusanowych.
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Rys. 1 Taniny hydrolizujace (3).

Najprostsze elagotaniny sg estrami poliolu i kwasu heksahydroksydifenowego,
ktory w roztworze wodnym spontanicznie ulega laktonizacji do kwasu elagowego
(rys. 1). Podczas hydrolizy elagotanin uwalniana jest glukoza i kwas elagowy razem
z kwasem galusowym, a czasem takze inne kwasy przypominajace struktura kwas
galusowy. Elagotaniny wystepuja miedzy innymi w owocach chebutowca (Therminalia
sp.) — kwas chebulinowy, drewnie kasztanowca (Castanea sativa), debu oraz w stragkach
Caesalpinia spinosa.

Taniny niehydrolizujgce (skondensowane, proantocyjanidyny) sg pochodnymi
flawonoidow, zréznicowanej grupy metabolitéw o charakterystycznym szkielecie
weglowym Cg-C3-Cg. Proantocyjanidyny sg oligomerami lub polimerami struktur fla-
wonoidowych, giéwnie flawan-3-oli, (-)-epikatechiny i (+)-katechiny (rys. 2), fla-
wan-3,4-dioli lub mieszaniny obydwu. W przeciwienstwie do tanin hydrolizujacych
nie zawierajg jednostek cukrowych. Wystepuja w niedojrzatych owocach wielu ga-
tunkoéw, nasionach zb6z, roslin oleistych i straczkowych. Wykorzystywane w handlu
skondensowane taniny ekstrahowane sa, m.in. z drewna akacji australijskiej (Acacia
mollissima i A. mearnsii) oraz drzewa Schinopsis lorentzii, kory sosny i debu.
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Rys. 2. Struktura tanin skondensowanych (3).

Niektérzy autorzy wyrédzniajg dodatkowo trzecig grupe — taniny katechinowe,
ktorych przyktadem sg polifenole wystepujace w zielonych lisciach herbaty. Maja
one charakterystyczny dla tanin skondensowanych szkielet weglowy i nie zawieraja
reszt cukrowych. Naleza do nich monomeryczne flawan-3-ole, np. (+)-katechina,
(-)-epikatechina, (+)-galokatechina i (-)-epigalokatechina lub ich estrowe pochodne,
np. 3-galusany (-)-epikatechiny i (-)-epigalokatechiny. Ta ostatnia grupa zwigzkow
tatwo ulega hydrolizie enzymatycznej pod wptywem tanazy (4).

Podstawowa droga syntezy wszystkich tanin, podobnie jak innych zwigzkoéw aro-
matycznych u roélin, jest szlak zwigzany z katabolizmem cukréw, wiodgcy od kwasu
szikimowego. Z kwasu szikimowego, protokatechowego lub chinowego powstaje
kwas galusowy, ktory jest substratem w réznego rodzaju kondensacjach, w wyniku
ktorych syntetyzowane sg taniny. Zwiazki te sa szeroko rozpowszechnione w kréle-
stwie ros$lin. Moga wystepowa¢ w drewnie, korze, korzeniach, liSciach, owocach
oraz galasowkach. Gromadza sie gtownie w wakuolach i wosku powierzchniowym,
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tak umiejscowione nie oddziatujg na metabolizm ros$liny, az do chwili uszkodzenia
jej tkanek. Najwazniejsza rola tanin wigze sie z zabezpieczeniem roslin przed pato-
genami, roslinozercami i niekorzystnymi warunkami srodowiska (5). Dobrze udoku-
mentowana jest ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa (6-9). Taniny, szczegoélnie
skondensowane, sg toksyczne dla wielu grzybow, bakterii i wiruséw i mato podatne
na rozktad mikrobiologiczny; op6zniaja przez to proces rozkfadu materii organicz-
nej (10). Mechanizm toksycznosci tanin obejmuje ich wtasciwosci Sciggajace, co po-
zwala im tworzy¢ kompleksy z enzymami lub substratami, dziatanie na btone ko-
moérkowa mikroorganizmoéow i mozliwos¢ wigzania jonéw metali (6). Taniny nadaja
cierpki, §ciggajgcy smak, m.in. niedojrzatym owocom, herbacie, winu, piwu i ziarnu
kakaowemu, wystepujac zas w todygach i liSciach powoduja, ze te czesSci roslin sa
mniej smaczne dla roslinozercéw. Charakterystyczna cierpkos$¢ jest wynikiem two-
rzenia kompleksow tanin z biatkami, a szczeg6lnie bogatymi w proline biatkami $li-
ny i bton $luzowych zwierzat (11).

Taniny zaliczane s3 takze do substancji antyzywieniowych, co wynika przede
wszystkim z ich zdolno$ci do tworzenia komplekséw z r6znymi makromolekutami.
Duza zawarto$¢ garbnikow, a w szczegolnosci tanin skondensowanych, w paszy dla
zwierzat powoduje obnizenie jej spozycia wywotane pogorszeniem smaku (wspo-
mniana juz interakcja tanin z biatkami $liny) oraz zmniejszenie wartosci odzywczej
paszy poprzez obnizenie strawnos$ci zawartych w niej biatek i weglowodanéw spo-
wodowane ich skompleksowaniem (5). W warunkach in vitro taniny hamujg aktyw-
nos$¢ enzymow trawiennych zwierzat i enzymow mikroorganizmoéow zwacza (12).
W przewodzie pokarmowym produkty rozktadu tanin hydrolizujacych sg toksyczne
i powoduja zatrucia u zwierzat. Taniny wykazujg rowniez dziatanie toksyczne i bak-
teriostatyczne w stosunku do mikroflory zwacza. Zostato to opisane dla kilku gatun-
kéw, takich jak Streptococcus bovis, Butyrivibrio fibrisolvens i Ruminobacter amylophilus
(13). Taniny wplywaja ponadto na biologiczng dostepnos$¢ witamin (m. in. A i Byy)
i zwiazkéw mineralnych. Wykazano, ze tworzg nierozpuszczalne kompleksy z zela-
zem i wskutek tego, na przyktad spozywanie nadmiernych ilo$ci herbaty moze pro-
wadzi¢ do wystgpienia anemii spowodowanej zmniejszeniem przyswajalnosci zela-
za (14).

Nalezy wszakze podkresli¢, ze wszystkie wymienione konsekwencje wystepuja
tylko w sytuacji wysokiego poziomu tanin w diecie. Ponadto ssaki, podobnie jak mi-
kroorganizmy, wyksztatcity wiele mechanizméw obronnych pozwalajgcych im przy-
stosowac sie do stosunkowo duzych ilo$ci tanin w pozywieniu (15,16). Niewielka
ilo§¢ tanin moze nawet wplywac korzystnie, np. na wzrost i kondycje przezuwaczy
(17), a nawet ludzi (18). Sg doniesienia, ze taniny mogg spefnia¢ role naturalnych
przeciwutleniaczy, a takze wykazywac dziatanie przeciwrakowe i przeciwmutagen-
ne. Szczegéblnie dobrze zbadano wpltyw polifenoli zawartych w zielonej herbacie na
powstawanie i rozwoj réznych rodzajow raka (14). Naukowcy udowodnili, ze picie
zielonej herbaty moze skutecznie obniza¢ ryzyko nowotworzenia dzieki przeciwu-
tleniajgcym wilasciwosciom epigalokatechin i katechin. Silne antyoksydacyjne od-
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dziatywanie tych substancji powoduje neutralizacje wolnych rodnikéw uszkadza-
jacych DNA, obnizajac w ten sposo6b ryzyko mutagji (19,20). Na podstawie przepro-
wadzonych szczegoétowych badan przypuszcza sie, ze picie tego napoju moze chro-
ni¢ przed wieloma rodzajami nowotworow, wlaczajac raka jamy ustnej, watroby,
prostaty, zotadka czy piersi (21,22). Umiarkowane spozywanie zielonej herbaty mo-
dyfikuje rowniez mikroflore jamy ustnej i jelit, eliminuje organizmy patogenne, se-
lektywnie indukuje odpowiednie enzymy biorace udziat w neutralizacji szkodliwych
metabolitow, dzieki czemu moze stac sie skuteczng i nieinwazyjng forma terapii
(14,23).

3. Tanaza drobnoustrojowa i jej udzial w rozktadzie tanin

Szeroko zakrojone badania mikrobiologiczne i biochemiczne doprowadzity do
wyjasnienia wielu mechanizméw degradacji tanin wystepujacych w naturalnym $ro-
dowisku, m.in. w przewodzie pokarmowym zwierzat ro$linozernych, w $ciekach po-
chodzacych z garbarni i w r6znego rodzaju odpadach roslinnych. Wspomniano juz,
ze sposrod réznych wystepujacych tam zwigzkow taninowych najbardziej podatne
na atak mikrobiologiczny sg taniny hydrolizujace (24,25). W poczatkowym etapie
ich rozktadu bierze udzial acylohydrolaza taniny (EC 3.1.1.20), enzym powszechnie
zwany tanaza. Katalizuje on reakcje hydrolizy wigzan estrowych wystepujacych po-
miedzy cukrem a kwasem galusowym oraz wigzan depsydowych miedzy dwiema
czasteczkami kwasu galusowego (26). Powstajgcy w wyniku reakcji kwas galusowy
ulega nastepnie przemianom prowadzacym do prostych kwasow alifatycznych. Prze-
biegajg one kilkoma drogami, zaleznie od warunkéw $Srodowiska. Pierwszym eta-
pem tych przemian jest jednak zawsze konwersja kwasu galusowego do pirogalolu,
zachodzaca przy udziale dekarboksylazy galusanowej (27).

Tanaza jest syntetyzowana przez wiele mikroorganizméw, nalezacych zaré6wno
do grzybow nitkowatych, drozdzy, jak i bakterii (27,28). Najwazniejszym i najlepiej
poznanym zZroédlem tego enzymu sg grzyby strzepkowe. Po raz pierwszy o roli enzy-
mu obecnego u Aspergillus niger w degradacji kwasu taninowego doni6st Kundson
w 1913 1. (29). Od tej pory aktywno$¢ tanazowa wykryto u przedstawicieli rodzajow
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Ascochyta (30-32). Niewiele jest nato-
miast doniesie moéwigcych o udziale drozdzy w degradacji tanin. Jedynie wyizolo-
wane z gleby szczepy Candida i Pichia okazaty sie dobrymi producentami zewnatrz-
i wewnatrzkomérkowej tanazy, jesli byty hodowane na podlozu zawierajacym galo-
tanine (16,33). Bakterie rozkiadaja r6zne rodzaje naturalnych zwigzkéw fenolo-
wych, w tym tez taniny, ale dopiero w 1983 r. Deschamps i wsp. po raz pierwszy wy-
kryli, ze bakterie Bacillus pumilis, B. polymyxa, Corynebacterium sp. i Klebsiella planticola,
wyroste na podifozu zawierajgcym kore kasztanowca jako jedyne zrédio wegla, wy-
twarzajg duze ilo$ci tanazy (34). Potem okazalo sie, ze rowniez wiele szczepéw
Streptococcus i Enterobacterium, wyizolowanych z katu koali, moze rozktada¢ kom-

BIOTECHNOLOGIA 1 (68) 152-165 2005 157



Malgorzata Pleszczynska, Janusz Szczodrak

pleksy kwasu taninowego z biatkiem, co uwidacznia sie powstawaniem stref przejas-
nien wokét kolonii rosngcych na traktowanym taning podlozu agarowym z wy-
ciggiem moézgowo-rdzeniowym (35). Po raz pierwszy udato sie takze stwierdzic ak-
tywno$¢ tanazowa u drobnoustroju bytujacego w zwaczu. Byfa to beztlenowa bak-
teria Selenomonas ruminantium wyizolowana ze zwacza kéz, zywionych pasza bogata
w tanine (36). Ostatnio takze w fermentowanej zywnosci i w odchodach ludzkich
wykryto bakterie z rodzaju Lactobacillus zdolne do degradacji taniny (37).

Najbardziej warto$sciowymi producentami tanazy okazaly sie jednak kropidlaki:
A. flavus, A. japonicus, A. awamori, A. oryzae i A. niger, z ktérych pozyskuje sie enzym
do celéw handlowych. Tanaza jest enzymem induktywnym i w zwigzku z tym kwas
taninowy, czysty lub w postaci rozdrobnionego, bogatego w tanine materiatu roslin-
nego, jest najczesciej stosowany jako podstawowe zrodio wegla. Induktorem enzy-
mu moga by¢ tez niektére pochodne tego kwasu, np. galusan metylu (38). W przy-
padku niektorych producentéw wytwarzanie tanazy nie podlega represji katabolicz-
nej. Do podioza hodowlanego z taning wprowadza sie czasem dodatkowe zrédto
wegla, np. glukoze lub sacharoze, co w niektérych przypadkach pozwala na szybsze
wytworzenie enzymu i zwiekszenie jego aktywnosci (39). Uwaza sie jednak, ze to
zawarto$¢ taniny w podtozu wptywa w zasadniczy sposob na ilo$¢ syntetyzowanego
enzymu. W fermentacji wglebnej stezenie tego substratu waha sie od 0,1 do 10%,
przy czym z uwagi na toksycznos¢ taniny dla wiekszos$ci drobnoustrojow, warto$¢
optymalna wynosi od 3 do 5% (40). Zmiana sposobu hodowli na fermentacje na
podtozu stalym sprawia, ze zawarto$¢ kwasu taninowego w pozywce moze by¢ na-
wet dziesieciokrotnie wyzsza. Wytwarzany enzym jest uniwersalny — rozkfada réz-
ne rodzaje tanin hydrolizujgcych (41). Moze by¢ albo zwiazany z komoérka albo wy-
dzielany do podtoza, co w duzym stopniu zalezy od sposobu hodowli grzyba (42).

Tanaza jest produkowana metoda wgltebna, powierzchniowa i na podiozu sta-
tym. W przeprowadzonych licznych badaniach dowiedziono jednak, ze najefektyw-
niej proces ten zachodzi w przypadku fermentacji na podfozu statym (42-44). Meto-
da ta polega na hodowli mikroorganizmoéw na nierozpuszczalnym substracie (w tym
przypadku najczesciej sg to otreby zmieszane z roztworem taniny), ktérego poziom
wilgotnosci waha sie miedzy 30 a 80%. Najczesciej jednak wilgotno$¢ wynosi 60%
(45). W 1917 r. Kita jako pierwszy doniést o wytwarzaniu tanazy przez A. oryzae
podczas fermentacji w podiozu stalym (46). Zauwazyl, ze produkcja enzymu rosfa
ze wzrostem zawartos$ci taniny w pozywce, jednak zbyt duza jej ilo§¢ hamowata roz-
woéj grzyba. Z kolei Nishira i Mugibayashi (47) obserwowali wzrost ré6znych szcze-
pow Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Neurospora oraz Trichothecium roseum, Mucor
pranii, Myrothecium verrucaria i Chaetomium lobosum na podtozu z otrebami pszenny-
mi zawierajacym 4% tanine. Hodowle inkubowano w 25-27°C przez 3-10 dni. Auto-
rzy stwierdzili, ze sposrod badanych grzybow szczepy Aspergillus i Penicillium produ-
kowaty najwieksze ilo$ci tanazy.

Fermentacja w podiozu stalym daje wiele korzysci ekonomicznych, ktore decy-
dujg o jej przewadze nad hodowlg wglebng (48). W metodzie tej prostsze jest przy-
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gotowanie podlozy. Jako substrat staly wykorzystuje sie rolno-przemystowe pro-
dukty uboczne, takie jak otreby pszenne, ryzowe lub stome pszenng (49). Ze wzgle-
du na niski poziom wilgotnosci, masa podioza przypadajaca na jednostke wagi sub-
stratu jest takze niska. Ekstrakcje enzymu po fermentacji w podtozu staltym prowa-
dzi sie z niewielka objeto$cia wody lub odpowiedniego buforu, co sprawia, ze otrzy-
many produkt zawiera stosunkowo duza ilo$¢ tanazy (50,51).

Lekha i Lonsane (42) opisali réznice w aktywnoSci i lokalizacji tanazy wytwarza-
nej przez A. niger w trzech réznych technikach fermentacji. Okazato sie, ze produk-
cja enzymu metodg hodowli w podiozu stalym przewyzszata 2,5-krotnie jego ilos¢
uzyskana w fermentacji wgtebnej i az 4,8-krotnie w przypadku hodowli powierzch-
niowej na podtozu ciektym. Czas niezbedny dla uzyskania maksymalnej aktywnosci
tanazy wynosil w tym typie fermentacji 3 dni, za§ w pozostatych fermentacjach
6 dni. Enzym syntetyzowany w fermentacji na podfozu stalym byt zewnatrzkomoér-
kowy i bardziej termostabilny niz cze$ciowo wewnatrzkomérkowy enzym uzyskany
w fermentacji wgtebnej i powierzchniowej. Podobne rezultaty przyniosly rowniez
badania nad produkcja tanazy przez inne szczepy A. niger oraz Rhizopus oryzae
(43,44).

Stosowanie niekosztownych podtozy, duza produktywnos$¢ enzymu i jego fatwy
odzysk staly sie przyczyna znacznego obnizenia kosztéw tanazy wytwarzanej me-
toda fermentacji w podtozu stalym (52). Mimo to szacuje sie, ze tak produkowany
enzym stanowi obecnie tylko 5% tanazy obecnej na rynku. Prawdopodobnie spowo-
dowane jest to niezbyt intensywnym rozwojem badan nad tego typu fermentacja po
Il wojnie $wiatowej, zwlaszcza w porownaniu z duzym postepem prac nad techno-
logia hodowli wgtebnej (53).

Tanazy pochodzace z kilku zZrédel mikrobiologicznych oczyszczono i opisano ich
wiasciwosci fizykochemiczne (tab.). Warunki dzialania enzyméw grzybowych sg po-
dobne, optymalne pH wynosi od 5,0 do 6,0, a temperatura 30-40°C. Wyjatkiem sa
tanazy z A. flavus i Candida sp. rozkladajgce kwas taninowy w wyzszej temperaturze.
W przeciwienstwie do bakteryjnej, tanaza grzybowa jest biatkiem o duzej masie
czasteczkowej, dla natywnego enzymu wynosi ona od 186 do 300 kDa. Beverini
i wsp. (54), oczyszczajac handlowy preparat tanazy z A. oryzae, dzieki zastosowaniu
chromatografii powinowactwa rozfrakcjonowali enzym na dwie grupy izoenzymoéw.
Pierwsza grupa, nazwana tanaza | degradowata w podobnym stopniu substraty za-
wierajace wigzania estrowe oraz depsydowe (K, dla galusanu metylu — 1,7 mM,
a dla kwasu m-digalusowego — 2,0 mM). Natomiast tanaza Il wykazywata duzo sil-
niejsze powinowactwo do kwasu m-digalusowego (K,, — 0,7 mM) i pochodnych po-
ligalusanowych zawierajacych wigzania depsydowe niz do galusanu (K;;, — 6,2 mM).
Poznano takze strukture tanazy z A. oryzae. Wykazano, ze enzym jest hetero-okta-
merem o masie 300 kDa i sktada sie z czterech par podjednostek. W skiad kazdej
pary wchodzi duza (33 kDa) i mata (30 kDa) podjednostka, polgczone wigzaniem
dwusiarczkowym (55).
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Tabela
Wiasciwosci fizykochemiczne oczyszczonej tanazy
, Optimum dziafania Masa czasteczkowa | ZawartoS¢ reszt |
Pochodzenie enzymu Literatura
' pH temperatura (°C) (kDa) cukrowych (%)

Aspergillus oryzae 5,5 30-40 300 22,7 (55
Aspergillus niger 5,0-6,0 35 186 43 (56)
Aspergillus flavus 55 60 192 25,4 (57)
Penicillium chrysogenum 5,0-6,0 30-40 300 68 (58)
Candida sp. 6,0 50 250 64,2 (33)
Selenomonas ruminantium 7,0 30-40 59 brak danych (36)

4. Mozliwos$ci wykorzystania tanazy

Tanaza znajduje zastosowanie w przemysle spozywczym, chemicznym i farma-
ceutycznym. Podstawowym celem produkcji enzymu w oparciu na drobnoustrojach
jest pozyskiwanie przy jego udziale kwasu galusowego z materiafu roslinnego za-
wierajacego taniny. Jedna z najstarszych metod uzywanych do produkcji tego kwasu
polegata na tym, ze surowiec gromadzony byt w pryzmach, ktore nawilgacano i za-
szczepiano czystg kulturg A. niger lub P. chrysogenum. Pryzmy te od czasu do czasu
mieszano i pozostawiano w temperaturze 30°C. Po okresie fermentacji trwajacym
okoto miesigca z przerosnietego grzybnia materiatu roslinnego ekstrahowano kwas
galusowy za pomoca goracej wody (59).

Wspolczesne metody produkcji kwasu galusowego opieraja sie na uzyciu roz-
tworow taniny, ktore sg zaszczepiane czystymi kulturami mikroorganizmow wytwa-
rzajacych tanaze. Deschamps i Lebeault (60) doniesli o mozliwo$ci wytwarzania
kwasu galusowego z tanin tary (Caesalpinia digyna) przez Klebsiella pneumoniae
i Corynebacterium sp. Wydajnosc¢ tego procesu zostata oceniona na 55%. Z kolei Pour-
rat i wsp. (61) opisali metode produkcji kwasu galusowego z tanin tary i sumaka
z wykorzystaniem A. niger. W przypadku tanin tary wydajnosc¢ reakcji po 45 godzi-
nach fermentacji wynosita 30%, za§ w odniesieniu do sumaka ksztaltowata sie na po-
ziomie 9,7%. Niska wydajnos¢ produktu byta spowodowana biodegradacjg kwasu
galusowego przez te szczepy. Stwierdzono, ze uzycie do wytwarzania kwasu mu-
tantoéw niezdolnych do jego rozkiadu oraz immobilizowanej tanazy znacznie zwiek-
sza efektywnos$¢ produkcji kwasu galusowego (60,62).

Kwas galusowy ma kilka waznych zastosowan w przemysle. Uzywany jest gltow-
nie jako substrat wyjsciowy w produkgcji pirogalolu i estrow kwasu galusowego. Pi-
rogalol wykorzystywany jest do barwienia futer, skor i wtosow oraz w przemysle fo-
tograficznym jako jeden ze sktadnikéw wywolywacza (27). Galusan propylu jest zna-
nym antyutleniaczem stosowanym do utrwalania r6znego rodzaju olejow, ttusz-
czo6w jadalnych, zywnoSci barowej, gumy do zucia, ptatkow $niadaniowych, paszte-
tow i przetworéw miesnych (63). Galusan dodecylu jest znacznie stabiej rozpusz-
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czalny w wodzie, tatwiej zas rozpuszcza sie w olejach. Ma jednak nizszg aktywnos$¢
przeciwutleniajaca. Znalazt zastosowanie przy otrzymywaniu olejéw, margaryny,
past serowych i purée ziemniaczanego. W najnowszych badaniach wykazuje sie
rowniez, ze sam kwas galusowy moze by¢ stosowany jako skuteczny antyoksydant,
zapobiegajacy utlenianiu olejéw roslinnych w wysokich temperaturach. Jego obec-
nos$¢ znacznie ogranicza zmiany w skladzie ttuszczéw podczas ogrzewania w po-
réwnaniu z innymi stosowanymi powszechnie przeciwutleniaczami (64). Kwas galu-
sowy wykorzystywany jest takze do wytwarzania barwnika zwanego galocyjanina,
z ktérego produkowany jest atrament (27).

W przemysle farmaceutycznym stosuje sie kwas galusowy do produkgji trimeto-
primu — antybiotyku o szerokim spektrum dziatania. Kombinacja trimetoprimu
i sulfonamidéw jest skuteczna przeciwko bakteriom opornym na inne antybiotyki
i zostata zastosowana w leczeniu wielu schorzen, m.in. skéry (65). W przeprowa-
dzonych ostatnio w Madrycie badaniach dowodzi sie, ze zwigzki polifenolowe obec-
ne w zywnosci, np. w winie, czy herbacie moga chroni¢ przed réznego rodzaju no-
wotworami poprzez specyficzne hamowanie proliferacji i kierowanie komoérek rako-
wych na droge apoptozy. Badano dziatanie r6znych substancji, w tym takze kwasu
galusowego i taninowego, na linie komoérek raka prostaty. Stwierdzono, ze kwas ga-
lusowy znacznie spowalnia tempo podziatléw komérek nowotworowych, a takze in-
dukuje w nich proces apoptozy (66).

Drugim z bardziej obiecujacych zastosowan tanazy jest produkcja herbaty roz-
puszczalnej (67). Najwazniejszym warunkiem stawianym takiej herbacie jest jej roz-
puszczalno$¢ w zimnej wodzie, co umozliwia np. przygotowywanie herbaty mro-
zonej (68). Krzew herbaciany jest rosling zawierajacg duze ilo$ci tanin. W przypadku
zielonych lisci herbaty zwigzki te maja posta¢ monomerycznych flawanoli i ich po-
chodnych galusanowych. W herbacie czarnej wystepuja natomiast polimery, teafla-
winy i tearubigininy, ktére taczac sie wiazaniami wodorowymi z kofeing, tworza
w naparze pozostawionym przez diuzszy czas w temperaturze ponizej 4°C, nieroz-
puszczalny w wodzie osad, tzw. ,krem herbaciany”. W celu otrzymania herbaty in-
stant stosuje sie chemiczng metode rozpuszczania ,kremu”, ktéra wymaga trakto-
wania go siarczanem, tlenem czgsteczkowym i zasadg w wysokiej temperaturze
(69). Tak przygotowana herbata rozpuszczalna traci jednak czesciowo wiasciwy ko-
lor, smak i zapach oraz Zle reaguje na dodanie mleka, gdy podawana jest jako
goracy napoj. Przyjmuje woéwczas czarng, nieprzyjemna barwe. W zwigzku z tym
prowadzi sie tagodniejsza, enzymatyczng deestryfikacje tanin zawartych w lisciach
herbaty zielonej, w wyniku ktérej zwieksza sie w nich ilo$¢ epikatechin i kwasu ga-
lusowego. Dzieki temu podczas pézniejszej konwersji herbaty zielonej do czarnej
powstaja znaczne ilosci kwasu epiteaflawinowego, odpowiadajgcego za wtasciwy
kolor i dobrg rozpuszczalnos¢ herbaty. Jednak uzyty enzym musi by¢ nastepnie zde-
naturowany przez ogrzewanie, co znéw obniza jako$¢ napoju. Celowe jest zatem
stosowanie tanazy w postaci immobilizowanej, co znacznie ufatwia usuwanie enzy-
mu (70).
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Yamada i Tanaka (71) wykorzystali tanaze w technologii produkcji wina. Enzym
hydrolizowat kwas chlorogenowy do kwasu kawowego i chinowego, ktére wplywaja
korzystnie na smak wina. Preparaty tanazy pochodzenia grzybowego i bakteryjnego
o zroznicowanych witasciwo$ciach enzymatycznych stosuje sie tez w celu uspraw-
nienia metod badania struktury tanin skondensowanych obecnych w skérce i nasio-
nach winogron, odpowiedzialnych za kolor i cechy organoleptyczne wina (72).

Tanaza moze tez stuzy¢ jako srodek klarujacy w produkcji win, piwa, sokéw
owocowych i napojéow o smaku kawowym (27). Masschelein i Batum (73) wykazali,
Ze enzym wytwarzany przez A. flavus znaczaco obniza poziom powstajacej w wyni-
ku chtodzenia piwa ,mgietki”, ktora stanowia kompleksy polifenoli pochodzgcych
zaréwno ze stodu, jak i chmielu z r6znymi biatkami. Zanik koloru i rozwéj ,,mgietki”
mogtby by¢ zahamowany dzieki hydrolizie enzymatycznej znacznej czesci tych kom-
plekséw przy uzyciu tanazy. Ciekawostka regionalng jest zastosowanie tanazy do
produkcji wina z koreanskich zofedzi zawierajacych 6,5-7,5% kwasu taninowego.
Wino z tych zotedzi otrzymuje sie na bazie procesu ,koji” z uzyciem proszku ry-
zowego i zotedziowego w stosunku 1:1 oraz odpowiedniego szczepu Aspergillus.
Produkt koncowy zawiera 10% etanolu i 7% cukru (27).

Singleton i Kratzer (74) jako pierwsi zauwazyli szkodliwy wplyw pasz zawie-
rajgcych duze iloSci tanin na zdrowie karmionych nimi zwierzat. Uzycie tanazy do
wstepnej obrobki takiej karmy znacznie poprawitoby jej strawnos$¢ i zmniejszyto
toksycznos$¢ zawartych w niej tanin.

Tanaza znalazta rowniez zastosowanie w przemysle kosmetycznym np. do usu-
wania zmetnien w ptynnych ekstraktach z roslin oraz w przemysle skorzanym do
homogenizowania preparatu taninowego stosowanego przy garbowaniu skor (27).

5. Uwagi koficowe

Z dokonanego przegladu pi$miennictwa wynika, ze tanaza juz w chwili obecnej
ma szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i chemicz-
nym. Jednak mozliwosci jej wykorzystania, jak sie wydaje, sg o wiele wieksze. Nie-
ktore sg dopiero badane, wymagaja udoskonalenia i mogg przyczyni¢ sie do rozpo-
wszechnienia uzycia tanazy w skali przemystowej. Dotyczy to choéby prob zastoso-
wania enzymu do detanifikacji biomasy o duzej zawartosci polifenoli (75). Warun-
kiem powodzenia tych zamierzen jest jednakze obnizenie nadal wysokich kosztow
produkgji i stosowania tanazy. Konieczne jest zatem poszukiwanie nowych, efek-
tywnych zrédel enzymu oraz kontynuowanie prac nad optymalizacja sposobow ho-
dowli mikroorganizméw, m.in. wytwarzania tanazy w warunkach hodowli na pod-
tozu statym, bo mimo potwierdzonych zalet tej metody, otrzymuje sie ta drogg je-
dynie niewielka ilo$¢ enzymu.

Nalezy tez rozszerzy¢ badania majgce na celu zwiekszenie stabilno$ci enzymu
i jego wykorzystanie w formie immobilizowanej. Otwarta pozostaje nadal sprawa
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struktury genu kodujgcego tanaze. Dotychczas ukazata sie tylko jedna publikacja
opisujgca klonowanie tanazy z A. oryzae TH przy uzyciu sond oligonukleotydowych
zsyntetyzowanych na podstawie fragmentow sekwencji aminokwasowej enzymu
(55). Wykazano, ze gen zawiera jedna otwartg ramke odczytu i brak w nim intro-
now. Produktem genu jest biatko o dtugosci 588 aminokwaséw i masie czasteczko-
wej 64 kDa. Uzyskano ekspresje tego genu w szczepie A. oryzae AO1 o niskiej aktyw-
nosci tanazowej. Transformanty wykazywaly zwiekszona aktywno$¢ tanolityczna,
rosngcg proporcjonalnie do liczby wprowadzonych do chromosomu kopii genu.
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