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S u m m a r y

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. Wstêp

Taniny stanowi¹ odnawialny i szeroko rozpowszechniony

sk³adnik biomasy roœlinnej i w zwi¹zku z tym s¹ coraz czêœciej

brane pod uwagê jako wa¿ny surowiec do wykorzystania na dro-

dze biokonwersji. Wynika to tak¿e z mo¿liwoœci produkcji z ta-

nin ró¿nych zwi¹zków chemicznych, z których czêœæ znajduje za-

stosowanie jako preparaty lecznicze. Jako polifenole taniny

spe³niaj¹ rolê naturalnych antyoksydantów, a tak¿e skutecznie

obni¿aj¹ ryzyko nowotworzenia oraz mog¹ dzia³aæ przeciwmu-

tagennie. Jednak¿e enzymatyczne usuniêcie tanin z surowców
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rolniczych za pomoc¹ tanazy neutralizuje ich toksyczne i anty¿ywieniowe w³aœciwo-

œci, polepszaj¹c tym samym znacznie strawnoœæ i zwiêkszaj¹c wartoœæ od¿ywcz¹

pasz oraz produktów ¿ywnoœciowych przygotowanych na bazie tych Ÿróde³. Nale¿y

jednak podkreœliæ, ¿e efektywna eksploatacja tanin jako stosunkowo taniego surow-

ca w biotechnologii wymaga pe³nego poznania mechanizmów biologicznej degrada-

cji tych polimerów.

W ostatnich latach wzrost zainteresowania rozk³adem tanin i wykorzystaniem

w praktyce produktów ich enzymatycznej hydrolizy znajduje odbicie w piœmiennic-

twie dotycz¹cym tego tematu. Omawiane s¹ zarówno mo¿liwoœci zastosowania en-

zymów rozk³adaj¹cych taniny, jak i w³aœciwoœci tanaz pochodzenia drobnoustrojo-

wego.

2. Charakterystyka i w³aœciwoœci tanin

Polifenole tworz¹ jedn¹ z wa¿niejszych grup metabolitów wtórnych roœlin. Meta-

bolizm fenolowy u roœlin jest bardzo z³o¿ony, st¹d niezwyk³e bogactwo i zró¿nico-

wanie naturalnych zwi¹zków fenolowych, od prostych, rozpuszczalnych w wodzie

poprzez ich spolimeryzowane pochodne o ró¿nej rozpuszczalnoœci – taniny – a¿

do nierozpuszczalnych lignin.

Taniny wyraŸnie wyró¿niaj¹ siê w tej grupie z powodu ich reaktywnoœci che-

micznej i aktywnoœci biologicznej. Mo¿na je zdefiniowaæ jako polifenole o masie

cz¹steczkowej od 500 do 3000 Da, w wiêkszoœci rozpuszczalne w wodzie, zdolne

do tworzenia kompleksów z bia³kami, polisacharydami, a tak¿e jonami metali (1).

Taniny dzieli siê zwykle na dwie podstawowe grupy, taniny hydrolizuj¹ce i nie-

hydrolizuj¹ce (2,3). W centrum cz¹steczki tanin hydrolizuj¹cych znajduje siê mono-

sacharyd (glukoza lub inne poliole, np. cukier rozga³êziony – hamameloza, kwas

szikimowy, chinowy, a nawet pektyny), którego grupy hydroksylowe, czêœciowo lub

ca³kowicie, zestryfikowane s¹ resztami kwasu galusowego lub jego pochodnymi,

np. kwasem m-digalusowym. Taniny te s¹ ³atwo hydrolizowane przez s³abe kwasy

i zasady lub enzymy do monomerycznych produktów. W zale¿noœci od rodzaju po-

wstaj¹cych produktów wyró¿nia siê galotaniny i elagotaniny. Galotaniny s¹ naj-

prostszymi taninami, zawieraj¹cymi w swojej cz¹steczce glukozê i estrowo

zwi¹zany z ni¹ kwas galusowy. Przyk³adem tego rodzaju zwi¹zków jest kwas tanino-

wy (C76H52O46). Czêœci¹ rdzeniow¹ jego cz¹steczki jest pentagalusan glukozy

(rys. 1), do którego kolejne jednostki kwasu galusowego przy³¹czone s¹ poprzez

wi¹zania depsydowe. W wyniku rozk³adu galotanin powstaje glukoza i kwas galuso-

wy. Galotaniny wystêpuj¹ w wiêkszych iloœciach w korze drzew, np. specjalnych od-

mian dêbu oraz w galasówkach, czyli naroœlach na liœciach sumaka (Rhus semialata) –

kwas taninowy, galotanina chiñska; dêbu (Quercus infectoria) – galotanina turecka

i w liœciach sumaka (R. coriaria, R. typhina). Zwi¹zki te s¹ sk³adnikiem taniny handlo-

wej – heterogennego preparatu bêd¹cego mieszanin¹ estrów galusanowych.
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Najprostsze elagotaniny s¹ estrami poliolu i kwasu heksahydroksydifenowego,

który 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 tak¿e inne kwasy przypominaj¹ce struktur¹ kwas

galusowy. Elagotaniny wystêpuj¹ miêdzy innymi w owocach chebu³owca (Therminalia

sp.) – kwas chebulinowy, drewnie kasztanowca (Castanea sativa), dêbu oraz w str¹kach

Caesalpinia spinosa.

Taniny niehydrolizuj¹ce (skondensowane, proantocyjanidyny) s¹ pochodnymi

flawonoidów, zró¿nicowanej grupy metabolitów o charakterystycznym szkielecie

wêglowym C6-C3-C6. Proantocyjanidyny s¹ oligomerami lub polimerami struktur fla-

wonoidowych, g³ównie flawan-3-oli, (-)-epikatechiny i (+)-katechiny (rys. 2), fla-

wan-3,4-dioli lub mieszaniny obydwu. W przeciwieñstwie do tanin hydrolizuj¹cych

nie zawieraj¹ jednostek cukrowych. Wystêpuj¹ w niedojrza³ych owocach wielu ga-

tunków, nasionach zbó¿, roœlin oleistych i str¹czkowych. Wykorzystywane w handlu

skondensowane taniny ekstrahowane s¹, m.in. z drewna akacji australijskiej (Acacia

mollissima i A. mearnsii) oraz drzewa Schinopsis lorentzii, kory sosny i dêbu.
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Niektórzy autorzy wyró¿niaj¹ dodatkowo trzeci¹ grupê – taniny katechinowe,

których przyk³adem s¹ polifenole wystêpuj¹ce w zielonych liœciach herbaty. Maj¹

one charakterystyczny dla tanin skondensowanych szkielet wêglowy i nie zawieraj¹

reszt cukrowych. Nale¿¹ 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 zwi¹zków

³atwo ulega hydrolizie enzymatycznej pod wp³ywem tanazy (4).

Podstawow¹ drog¹ syntezy wszystkich tanin, podobnie jak innych zwi¹zków aro-

matycznych u roœlin, jest szlak zwi¹zany z katabolizmem cukrów, wiod¹cy od kwasu

szikimowego. Z kwasu szikimowego, protokatechowego lub chinowego powstaje

kwas galusowy, który jest substratem w ró¿nego rodzaju kondensacjach, w wyniku

których syntetyzowane s¹ taniny. Zwi¹zki te s¹ szeroko rozpowszechnione w króle-

stwie roœlin. Mog¹ wystêpowaæ w drewnie, korze, korzeniach, liœciach, owocach

oraz galasówkach. Gromadz¹ siê g³ównie w wakuolach i wosku powierzchniowym,
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tak umiejscowione nie oddzia³uj¹ na metabolizm roœliny, a¿ do chwili uszkodzenia

jej tkanek. Najwa¿niejsza rola tanin wi¹¿e siê z zabezpieczeniem roœlin przed pato-

genami, roœlino¿ercami i niekorzystnymi warunkami œrodowiska (5). Dobrze udoku-

mentowana jest ich aktywnoœæ przeciwdrobnoustrojowa (6-9). Taniny, szczególnie

skondensowane, s¹ toksyczne dla wielu grzybów, bakterii i wirusów i ma³o podatne

na rozk³ad mikrobiologiczny; opóŸniaj¹ przez to proces rozk³adu materii organicz-

nej (10). Mechanizm toksycznoœci tanin obejmuje ich w³aœciwoœci œci¹gaj¹ce, co po-

zwala im tworzyæ kompleksy z enzymami lub substratami, dzia³anie na b³onê ko-

mórkow¹ mikroorganizmów i mo¿liwoœæ wi¹zania jonów metali (6). Taniny nadaj¹

cierpki, œci¹gaj¹cy smak, m.in. niedojrza³ym owocom, herbacie, winu, piwu i ziarnu

kakaowemu, wystêpuj¹c zaœ w ³odygach i liœciach powoduj¹, ¿e te czêœci roœlin s¹

mniej smaczne dla roœlino¿erców. Charakterystyczna cierpkoœæ jest wynikiem two-

rzenia kompleksów tanin z bia³kami, a szczególnie bogatymi w prolinê bia³kami œli-

ny i b³on œluzowych zwierz¹t (11).

Taniny zaliczane s¹ tak¿e do substancji anty¿ywieniowych, co wynika przede

wszystkim z ich zdolnoœci do tworzenia kompleksów z ró¿nymi makromoleku³ami.

Du¿a zawartoœæ garbników, a w szczególnoœci tanin skondensowanych, w paszy dla

zwierz¹t powoduje obni¿enie jej spo¿ycia wywo³ane pogorszeniem smaku (wspo-

mniana ju¿ interakcja tanin z bia³kami œliny) oraz zmniejszenie wartoœci od¿ywczej

paszy poprzez obni¿enie strawnoœci zawartych w niej bia³ek i wêglowodanów spo-

wodowane ich skompleksowaniem (5). W warunkach in vitro taniny hamuj¹ aktyw-

noœæ enzymów trawiennych zwierz¹t i enzymów mikroorganizmów ¿wacza (12).

W przewodzie pokarmowym produkty rozk³adu tanin hydrolizuj¹cych s¹ toksyczne

i powoduj¹ zatrucia u zwierz¹t. Taniny wykazuj¹ równie¿ dzia³anie toksyczne i bak-

teriostatyczne w stosunku do mikroflory ¿wacza. Zosta³o to opisane dla kilku gatun-

ków, takich jak Streptococcus bovis, Butyrivibrio fibrisolvens i Ruminobacter amylophilus

(13). Taniny wp³ywaj¹ ponadto na biologiczn¹ dostêpnoœæ witamin (m. in. A i B12)

i zwi¹zków mineralnych. Wykazano, ¿e tworz¹ nierozpuszczalne kompleksy z ¿ela-

zem i wskutek tego, na przyk³ad spo¿ywanie nadmiernych iloœci herbaty mo¿e pro-

wadziæ do wyst¹pienia anemii spowodowanej zmniejszeniem przyswajalnoœci ¿ela-

za (14).

Nale¿y wszak¿e podkreœliæ, ¿e wszystkie wymienione konsekwencje wystêpuj¹

tylko w sytuacji wysokiego poziomu tanin w diecie. Ponadto ssaki, podobnie jak mi-

kroorganizmy, wykszta³ci³y wiele mechanizmów obronnych pozwalaj¹cych im przy-

stosowaæ siê do stosunkowo du¿ych iloœci tanin w po¿ywieniu (15,16). Niewielka

iloœæ tanin mo¿e nawet wp³ywaæ korzystnie, np. na wzrost i kondycjê prze¿uwaczy

(17), a nawet ludzi (18). S¹ doniesienia, ¿e taniny mog¹ spe³niaæ rolê naturalnych

przeciwutleniaczy, a tak¿e wykazywaæ dzia³anie przeciwrakowe i przeciwmutagen-

ne. Szczególnie dobrze zbadano wp³yw polifenoli zawartych w zielonej herbacie na

powstawanie i rozwój ró¿nych rodzajów raka (14). Naukowcy udowodnili, ¿e picie

zielonej herbaty mo¿e skutecznie obni¿aæ ryzyko nowotworzenia dziêki przeciwu-

tleniaj¹cym w³aœciwoœciom epigalokatechin i katechin. Silne antyoksydacyjne od-
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dzia³ywanie tych substancji powoduje neutralizacjê wolnych rodników uszkadza-

j¹cych DNA, obni¿aj¹c w ten sposób ryzyko mutacji (19,20). Na podstawie przepro-

wadzonych szczegó³owych badañ przypuszcza siê, ¿e picie tego napoju mo¿e chro-

niæ przed wieloma rodzajami nowotworów, w³¹czaj¹c raka jamy ustnej, w¹troby,

prostaty, ¿o³¹dka czy piersi (21,22). Umiarkowane spo¿ywanie zielonej herbaty mo-

dyfikuje równie¿ mikroflorê jamy ustnej i jelit, eliminuje organizmy patogenne, se-

lektywnie indukuje odpowiednie enzymy bior¹ce udzia³ w neutralizacji szkodliwych

metabolitów, dziêki czemu mo¿e staæ siê skuteczn¹ i nieinwazyjn¹ form¹ terapii

(14,23).

3. Tanaza drobnoustrojowa i jej udzia³ w rozk³adzie tanin

Szeroko zakrojone badania mikrobiologiczne i biochemiczne doprowadzi³y do

wyjaœnienia wielu mechanizmów degradacji tanin wystêpuj¹cych w naturalnym œro-

dowisku, m.in. w przewodzie pokarmowym zwierz¹t roœlino¿ernych, w œciekach po-

chodz¹cych z garbarni i w ró¿nego rodzaju odpadach roœlinnych. Wspomniano ju¿,

¿e spoœród ró¿nych wystêpuj¹cych tam zwi¹zków taninowych najbardziej podatne

na atak mikrobiologiczny s¹ taniny hydrolizuj¹ce (24,25). W pocz¹tkowym etapie

ich rozk³adu bierze udzia³ acylohydrolaza taniny (EC 3.1.1.20), enzym powszechnie

zwany tanaz¹. Katalizuje on reakcjê hydrolizy wi¹zañ estrowych wystêpuj¹cych po-

miêdzy cukrem a kwasem galusowym oraz wi¹zañ depsydowych miêdzy dwiema

cz¹steczkami kwasu galusowego (26). Powstaj¹cy w wyniku reakcji kwas galusowy

ulega nastêpnie przemianom prowadz¹cym do prostych kwasów alifatycznych. Prze-

biegaj¹ one kilkoma drogami, zale¿nie od warunków œrodowiska. Pierwszym eta-

pem tych przemian jest jednak zawsze konwersja kwasu galusowego do pirogalolu,

zachodz¹ca przy udziale dekarboksylazy galusanowej (27).

Tanaza jest syntetyzowana przez wiele mikroorganizmów, nale¿¹cych zarówno

do grzybów nitkowatych, dro¿d¿y, jak i bakterii (27,28). Najwa¿niejszym i najlepiej

poznanym Ÿród³em tego enzymu s¹ grzyby strzêpkowe. Po raz pierwszy o roli enzy-

mu obecnego u Aspergillus niger w degradacji kwasu taninowego doniós³ Kundson

w 1913 r. (29). Od tej pory aktywnoœæ tanazow¹ wykryto u przedstawicieli rodzajów

Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Ascochyta (30-32). Niewiele jest nato-

miast doniesieñ mówi¹cych o udziale dro¿d¿y w degradacji tanin. Jedynie wyizolo-

wane z gleby szczepy Candida i Pichia okaza³y siê dobrymi producentami zewn¹trz-

i wewn¹trzkomórkowej tanazy, jeœli by³y hodowane na pod³o¿u zawieraj¹cym galo-

taninê (16,33). Bakterie rozk³adaj¹ ró¿ne rodzaje naturalnych zwi¹zków fenolo-

wych, w tym te¿ taniny, ale dopiero w 1983 r. Deschamps i wsp. po raz pierwszy wy-

kryli, ¿e bakterie Bacillus pumilis, B. polymyxa, Corynebacterium sp. i Klebsiella planticola,

wyros³e na pod³o¿u zawieraj¹cym korê kasztanowca jako jedyne Ÿród³o wêgla, wy-

twarzaj¹ du¿e iloœci tanazy (34). Potem okaza³o siê, ¿e równie¿ wiele szczepów

Streptococcus i Enterobacterium, wyizolowanych z ka³u koali, mo¿e rozk³adaæ kom-
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pleksy kwasu taninowego z bia³kiem, co uwidacznia siê powstawaniem stref przejaœ-

nieñ wokó³ kolonii rosn¹cych na traktowanym tanin¹ pod³o¿u agarowym z wy-

ci¹giem mózgowo-rdzeniowym (35). Po raz pierwszy uda³o siê tak¿e stwierdziæ ak-

tywnoœæ tanazow¹ u drobnoustroju bytuj¹cego w ¿waczu. By³a to beztlenowa bak-

teria Selenomonas ruminantium wyizolowana ze ¿wacza kóz, ¿ywionych pasz¹ bogat¹

w taninê (36). Ostatnio tak¿e w fermentowanej ¿ywnoœci i w odchodach ludzkich

wykryto bakterie z rodzaju Lactobacillus zdolne do degradacji taniny (37).

Najbardziej wartoœciowymi producentami tanazy okaza³y siê jednak kropidlaki:

A. flavus, A. japonicus, A. awamori, A. oryzae i A. niger, z których pozyskuje siê enzym

do celów handlowych. Tanaza jest enzymem induktywnym i w zwi¹zku z tym kwas

taninowy, czysty lub w postaci rozdrobnionego, bogatego w taninê materia³u roœlin-

nego, jest najczêœciej stosowany jako podstawowe Ÿród³o wêgla. Induktorem enzy-

mu mog¹ byæ te¿ niektóre pochodne tego kwasu, np. galusan metylu (38). W przy-

padku niektórych producentów wytwarzanie tanazy nie podlega represji katabolicz-

nej. Do pod³o¿a hodowlanego z tanin¹ wprowadza siê czasem dodatkowe Ÿród³o

wêgla, np. glukozê lub sacharozê, co w niektórych przypadkach pozwala na szybsze

wytworzenie enzymu i zwiêkszenie jego aktywnoœci (39). Uwa¿a siê jednak, ¿e to

zawartoœæ taniny w pod³o¿u wp³ywa w zasadniczy sposób na iloœæ syntetyzowanego

enzymu. W fermentacji wg³êbnej stê¿enie tego substratu waha siê od 0,1 do 10%,

przy czym z uwagi na toksycznoœæ taniny dla wiêkszoœci drobnoustrojów, wartoœæ

optymalna wynosi od 3 do 5% (40). Zmiana sposobu hodowli na fermentacjê na

pod³o¿u sta³ym sprawia, ¿e zawartoœæ kwasu taninowego w po¿ywce mo¿e byæ na-

wet dziesiêciokrotnie wy¿sza. Wytwarzany enzym jest uniwersalny – rozk³ada ró¿-

ne rodzaje tanin hydrolizuj¹cych (41). Mo¿e byæ albo zwi¹zany z komórk¹ albo wy-

dzielany do pod³o¿a, co w du¿ym stopniu zale¿y od sposobu hodowli grzyba (42).

Tanaza jest produkowana metod¹ wg³êbn¹, powierzchniow¹ i na pod³o¿u sta-

³ym. W przeprowadzonych licznych badaniach dowiedziono jednak, ¿e najefektyw-

niej proces ten zachodzi w przypadku fermentacji na pod³o¿u sta³ym (42-44). Meto-

da ta polega na hodowli mikroorganizmów na nierozpuszczalnym substracie (w tym

przypadku najczêœciej s¹ to otrêby zmieszane z roztworem taniny), którego poziom

wilgotnoœci waha siê miêdzy 30 a 80%. Najczêœciej jednak wilgotnoœæ wynosi 60%

(45). W 1917 r. Kita jako pierwszy doniós³ o wytwarzaniu tanazy przez A. oryzae

podczas fermentacji w pod³o¿u sta³ym (46). Zauwa¿y³, ¿e produkcja enzymu ros³a

ze wzrostem zawartoœci taniny w po¿ywce, jednak zbyt du¿a jej iloœæ hamowa³a roz-

wój grzyba. Z kolei Nishira i Mugibayashi (47) obserwowali wzrost ró¿nych szcze-

pów Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Neurospora oraz Trichothecium roseum, Mucor

pranii, Myrothecium verrucaria i Chaetomium lobosum na pod³o¿u z otrêbami pszenny-

mi zawieraj¹cym 4% taninê. Hodowlê inkubowano w 25-27°C przez 3-10 dni. Auto-

rzy stwierdzili, ¿e spoœród badanych grzybów szczepy Aspergillus i Penicillium produ-

kowa³y najwiêksze iloœci tanazy.

Fermentacja w pod³o¿u sta³ym daje wiele korzyœci ekonomicznych, które decy-

duj¹ o jej przewadze nad hodowl¹ wg³êbn¹ (48). W metodzie tej prostsze jest przy-
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gotowanie pod³o¿y. Jako substrat sta³y wykorzystuje siê rolno-przemys³owe pro-

dukty uboczne, takie jak otrêby pszenne, ry¿owe lub s³omê pszenn¹ (49). Ze wzglê-

du na niski poziom wilgotnoœci, masa pod³o¿a przypadaj¹ca na jednostkê wagi sub-

stratu jest tak¿e niska. Ekstrakcjê enzymu po fermentacji w pod³o¿u sta³ym prowa-

dzi siê z niewielk¹ objêtoœci¹ wody lub odpowiedniego buforu, co sprawia, ¿e otrzy-

many produkt zawiera stosunkowo du¿¹ iloœæ tanazy (50,51).

Lekha i Lonsane (42) opisali ró¿nice w aktywnoœci i lokalizacji tanazy wytwarza-

nej przez A. niger w trzech ró¿nych technikach fermentacji. Okaza³o siê, ¿e produk-

cja enzymu metod¹ hodowli w pod³o¿u sta³ym przewy¿sza³a 2,5-krotnie jego iloœæ

uzyskan¹ w fermentacji wg³êbnej i a¿ 4,8-krotnie w przypadku hodowli powierzch-

niowej na pod³o¿u ciek³ym. Czas niezbêdny dla uzyskania maksymalnej aktywnoœci

tanazy wynosi³ w tym typie fermentacji 3 dni, zaœ w pozosta³ych fermentacjach

6 dni. Enzym syntetyzowany w fermentacji na pod³o¿u sta³ym by³ zewn¹trzkomór-

kowy i bardziej termostabilny ni¿ czêœciowo wewn¹trzkomórkowy enzym uzyskany

w fermentacji wg³êbnej i powierzchniowej. Podobne rezultaty przynios³y równie¿

badania nad produkcj¹ tanazy przez inne szczepy A. niger oraz Rhizopus oryzae

(43,44).

Stosowanie niekosztownych pod³o¿y, du¿a produktywnoœæ enzymu i jego ³atwy

odzysk sta³y siê przyczyn¹ znacznego obni¿enia kosztów tanazy wytwarzanej me-

tod¹ fermentacji w pod³o¿u sta³ym (52). Mimo to szacuje siê, ¿e tak produkowany

enzym stanowi obecnie tylko 5% tanazy obecnej na rynku. Prawdopodobnie spowo-

dowane jest to niezbyt intensywnym rozwojem badañ nad tego typu fermentacj¹ po

II wojnie œwiatowej, zw³aszcza w porównaniu z du¿ym postêpem prac nad techno-

logi¹ hodowli wg³êbnej (53).

Tanazy pochodz¹ce z kilku Ÿróde³ mikrobiologicznych oczyszczono i opisano ich

w³aœciwoœci fizykochemiczne (tab.). Warunki dzia³ania enzymów grzybowych s¹ po-

dobne, optymalne pH wynosi od 5,0 do 6,0, a temperatura 30-40°C. Wyj¹tkiem s¹

tanazy z A. flavus i Candida sp. rozk³adaj¹ce kwas taninowy w wy¿szej temperaturze.

W przeciwieñstwie do bakteryjnej, tanaza grzybowa jest bia³kiem o du¿ej masie

cz¹steczkowej, dla natywnego enzymu wynosi ona od 186 do 300 kDa. Beverini

i wsp. (54), oczyszczaj¹c handlowy preparat tanazy z A. oryzae, dziêki zastosowaniu

chromatografii powinowactwa rozfrakcjonowali enzym na dwie grupy izoenzymów.

Pierwsza grupa, nazwana tanaz¹ I degradowa³a w podobnym stopniu substraty za-

wieraj¹ce wi¹zania estrowe oraz depsydowe (Km dla galusanu metylu – 1,7 mM,

a dla kwasu m-digalusowego – 2,0 mM). Natomiast tanaza II wykazywa³a du¿o sil-

niejsze powinowactwo do kwasu m-digalusowego (Km – 0,7 mM) i pochodnych po-

ligalusanowych zawieraj¹cych wi¹zania depsydowe ni¿ do galusanu (Km – 6,2 mM).

Poznano tak¿e strukturê tanazy z A. oryzae. Wykazano, ¿e enzym jest hetero-okta-

merem o masie 300 kDa i sk³ada siê z czterech par podjednostek. W sk³ad ka¿dej

pary wchodzi du¿a (33 kDa) i ma³a (30 kDa) podjednostka, po³¹czone wi¹zaniem

dwusiarczkowym (55).
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T a b e l a

W³aœciwoœci fizykochemiczne oczyszczonej tanazy

Pochodzenie enzymu
Optimum dzia³ania Masa cz¹steczkowa

(kDa)

Zawartoœæ reszt

cukrowych (%)
Literatura

pH temperatura (°C)

Aspergillus oryzae 5,5 30-40 300 22,7 (55)

Aspergillus niger 5,0-6,0 35 186 43 (56)

Aspergillus flavus 5,5 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. Mo¿liwoœci wykorzystania tanazy

Tanaza znajduje zastosowanie w przemyœle spo¿ywczym, chemicznym i farma-

ceutycznym. Podstawowym celem produkcji enzymu w oparciu na drobnoustrojach

jest pozyskiwanie przy jego udziale kwasu galusowego z materia³u roœlinnego za-

wieraj¹cego taniny. Jedna z najstarszych metod u¿ywanych do produkcji tego kwasu

polega³a na tym, ¿e surowiec gromadzony by³ w pryzmach, które nawilgacano i za-

szczepiano czyst¹ kultur¹ A. niger lub P. chrysogenum. Pryzmy te od czasu do czasu

mieszano i pozostawiano w temperaturze 30oC. Po okresie fermentacji trwaj¹cym

oko³o miesi¹ca z przeroœniêtego grzybni¹ materia³u roœlinnego ekstrahowano kwas

galusowy za pomoc¹ gor¹cej wody (59).

Wspó³czesne metody produkcji kwasu galusowego opieraj¹ siê na u¿yciu roz-

tworów taniny, które s¹ zaszczepiane czystymi kulturami mikroorganizmów wytwa-

rzaj¹cych tanazê. Deschamps i Lebeault (60) donieœli o mo¿liwoœci wytwarzania

kwasu galusowego z tanin tary (Caesalpinia digyna) przez Klebsiella pneumoniae

i Corynebacterium sp. Wydajnoœæ tego procesu zosta³a oceniona na 55%. Z kolei Pour-

rat i wsp. (61) opisali metodê produkcji kwasu galusowego z tanin tary i sumaka

z wykorzystaniem A. niger. W przypadku tanin tary wydajnoœæ reakcji po 45 godzi-

nach fermentacji wynosi³a 30%, zaœ w odniesieniu do sumaka kszta³towa³a siê na po-

ziomie 9,7%. Niska wydajnoœæ produktu by³a spowodowana biodegradacj¹ kwasu

galusowego przez te szczepy. Stwierdzono, ¿e u¿ycie do wytwarzania kwasu mu-

tantów niezdolnych do jego rozk³adu oraz immobilizowanej tanazy znacznie zwiêk-

sza efektywnoœæ produkcji kwasu galusowego (60,62).

Kwas galusowy ma kilka wa¿nych zastosowañ w przemyœle. U¿ywany jest g³ów-

nie jako substrat wyjœciowy w produkcji pirogalolu i estrów kwasu galusowego. Pi-

rogalol wykorzystywany jest do barwienia futer, skór i w³osów oraz w przemyœle fo-

tograficznym jako jeden ze sk³adników wywo³ywacza (27). Galusan propylu jest zna-

nym antyutleniaczem stosowanym do utrwalania ró¿nego rodzaju olejów, t³usz-

czów jadalnych, ¿ywnoœci barowej, gumy do ¿ucia, p³atków œniadaniowych, paszte-

tów i przetworów miêsnych (63). Galusan dodecylu jest znacznie s³abiej rozpusz-

Ma³gorzata Pleszczyñska, Janusz Szczodrak

160 PRACE PRZEGL¥DOWE



czalny w wodzie, ³atwiej zaœ rozpuszcza siê w olejach. Ma jednak ni¿sz¹ aktywnoœæ

przeciwutleniaj¹c¹. Znalaz³ zastosowanie przy otrzymywaniu olejów, margaryny,

past serowych i purée ziemniaczanego. W najnowszych badaniach wykazuje siê

równie¿, ¿e sam kwas galusowy mo¿e byæ stosowany jako skuteczny antyoksydant,

zapobiegaj¹cy utlenianiu olejów roœlinnych w wysokich temperaturach. Jego obec-

noœæ znacznie ogranicza zmiany w sk³adzie t³uszczów podczas ogrzewania w po-

równaniu z innymi stosowanymi powszechnie przeciwutleniaczami (64). Kwas galu-

sowy wykorzystywany jest tak¿e do wytwarzania barwnika zwanego galocyjanin¹,

z którego produkowany jest atrament (27).

W przemyœle farmaceutycznym stosuje siê kwas galusowy do produkcji trimeto-

primu – antybiotyku o szerokim spektrum dzia³ania. Kombinacja trimetoprimu

i sulfonamidów jest skuteczna przeciwko bakteriom opornym na inne antybiotyki

i zosta³a zastosowana w leczeniu wielu schorzeñ, m.in. skóry (65). W przeprowa-

dzonych ostatnio w Madrycie badaniach dowodzi siê, ¿e zwi¹zki polifenolowe obec-

ne w ¿ywnoœci, np. w winie, czy herbacie mog¹ chroniæ przed ró¿nego rodzaju no-

wotworami poprzez specyficzne hamowanie proliferacji i kierowanie komórek rako-

wych na drogê apoptozy. Badano dzia³anie ró¿nych substancji, w tym tak¿e kwasu

galusowego i taninowego, na liniê komórek raka prostaty. Stwierdzono, ¿e kwas ga-

lusowy znacznie spowalnia tempo podzia³ów komórek nowotworowych, a tak¿e in-

dukuje w nich proces apoptozy (66).

Drugim z bardziej obiecuj¹cych zastosowañ tanazy jest produkcja herbaty roz-

puszczalnej (67). Najwa¿niejszym warunkiem stawianym takiej herbacie jest jej roz-

puszczalnoœæ w zimnej wodzie, co umo¿liwia np. przygotowywanie herbaty mro-

¿onej (68). Krzew herbaciany jest roœlin¹ zawieraj¹c¹ du¿e iloœci tanin. W przypadku

zielonych liœci herbaty zwi¹zki te maj¹ postaæ monomerycznych flawanoli i ich po-

chodnych galusanowych. W herbacie czarnej wystêpuj¹ natomiast polimery, teafla-

winy i tearubigininy, które ³¹cz¹c siê wi¹zaniami wodorowymi z kofein¹, tworz¹

w naparze pozostawionym przez d³u¿szy czas w temperaturze poni¿ej 4°C, nieroz-

puszczalny w wodzie osad, tzw. „krem herbaciany”. W celu otrzymania herbaty in-

stant stosuje siê chemiczn¹ metodê rozpuszczania „kremu”, która wymaga trakto-

wania go siarczanem, tlenem cz¹steczkowym i zasad¹ w wysokiej temperaturze

(69). Tak przygotowana herbata rozpuszczalna traci jednak czêœciowo w³aœciwy ko-

lor, smak i zapach oraz Ÿle reaguje na dodanie mleka, gdy podawana jest jako

gor¹cy napój. Przyjmuje wówczas czarn¹, nieprzyjemn¹ barwê. W zwi¹zku z tym

prowadzi siê ³agodniejsz¹, enzymatyczn¹ deestryfikacjê tanin zawartych w liœciach

herbaty zielonej, w wyniku której zwiêksza siê w nich iloœæ epikatechin i kwasu ga-

lusowego. Dziêki temu podczas póŸniejszej konwersji herbaty zielonej do czarnej

powstaj¹ znaczne iloœci kwasu epiteaflawinowego, odpowiadaj¹cego za w³aœciwy

kolor i dobr¹ rozpuszczalnoœæ herbaty. Jednak u¿yty enzym musi byæ nastêpnie zde-

naturowany przez ogrzewanie, co znów obni¿a jakoœæ napoju. Celowe jest zatem

stosowanie tanazy w postaci immobilizowanej, co znacznie u³atwia usuwanie enzy-

mu (70).
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Yamada i Tanaka (71) wykorzystali tanazê w technologii produkcji wina. Enzym

hydrolizowa³ kwas chlorogenowy do kwasu kawowego i chinowego, które wp³ywaj¹

korzystnie na smak wina. Preparaty tanazy pochodzenia grzybowego i bakteryjnego

o zró¿nicowanych w³aœciwoœciach enzymatycznych stosuje siê te¿ w celu uspraw-

nienia metod badania struktury tanin skondensowanych obecnych w skórce i nasio-

nach winogron, odpowiedzialnych za kolor i cechy organoleptyczne wina (72).

Tanaza mo¿e te¿ s³u¿yæ jako œrodek klaruj¹cy w produkcji win, piwa, soków

owocowych i napojów o smaku kawowym (27). Masschelein i Batum (73) wykazali,

¿e enzym wytwarzany przez A. flavus znacz¹co obni¿a poziom powstaj¹cej w wyni-

ku ch³odzenia piwa „mgie³ki”, któr¹ stanowi¹ kompleksy polifenoli pochodz¹cych

zarówno ze s³odu, jak i chmielu z ró¿nymi bia³kami. Zanik koloru i rozwój „mgie³ki”

móg³by byæ zahamowany dziêki hydrolizie enzymatycznej znacznej czêœci tych kom-

pleksów przy u¿yciu tanazy. Ciekawostk¹ regionaln¹ jest zastosowanie tanazy do

produkcji wina z koreañskich ¿o³êdzi zawieraj¹cych 6,5-7,5% kwasu taninowego.

Wino z tych ¿o³êdzi otrzymuje siê na bazie procesu „koji” z u¿yciem proszku ry-

¿owego i ¿o³êdziowego w stosunku 1:1 oraz odpowiedniego szczepu Aspergillus.

Produkt koñcowy zawiera 10% etanolu i 7% cukru (27).

Singleton i Kratzer (74) jako pierwsi zauwa¿yli szkodliwy wp³yw pasz zawie-

raj¹cych du¿e iloœci tanin na zdrowie karmionych nimi zwierz¹t. U¿ycie tanazy do

wstêpnej obróbki takiej karmy znacznie poprawi³oby jej strawnoœæ i zmniejszy³o

toksycznoœæ zawartych w niej tanin.

Tanaza znalaz³a równie¿ zastosowanie w przemyœle kosmetycznym np. do usu-

wania zmêtnieñ w p³ynnych ekstraktach z roœlin oraz w przemyœle skórzanym do

homogenizowania preparatu taninowego stosowanego przy garbowaniu skór (27).

5. Uwagi koñcowe

Z dokonanego przegl¹du piœmiennictwa wynika, ¿e tanaza ju¿ w chwili obecnej

ma szerokie zastosowanie w przemyœle spo¿ywczym, farmaceutycznym i chemicz-

nym. Jednak mo¿liwoœci jej wykorzystania, jak siê wydaje, s¹ o wiele wiêksze. Nie-

które s¹ dopiero badane, wymagaj¹ udoskonalenia i mog¹ przyczyniæ siê do rozpo-

wszechnienia u¿ycia tanazy w skali przemys³owej. Dotyczy to choæby prób zastoso-

wania enzymu do detanifikacji biomasy o du¿ej zawartoœci polifenoli (75). Warun-

kiem powodzenia tych zamierzeñ jest jednak¿e obni¿enie nadal wysokich kosztów

produkcji i stosowania tanazy. Konieczne jest zatem poszukiwanie nowych, efek-

tywnych Ÿróde³ enzymu oraz kontynuowanie prac nad optymalizacj¹ sposobów ho-

dowli mikroorganizmów, m.in. wytwarzania tanazy w warunkach hodowli na pod-

³o¿u sta³ym, bo mimo potwierdzonych zalet tej metody, otrzymuje siê t¹ drog¹ je-

dynie niewielk¹ iloœæ enzymu.

Nale¿y te¿ rozszerzyæ badania maj¹ce na celu zwiêkszenie stabilnoœci enzymu

i jego wykorzystanie w formie immobilizowanej. Otwarta pozostaje nadal sprawa
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struktury genu koduj¹cego tanazê. Dotychczas ukaza³a siê tylko jedna publikacja

opisuj¹ca klonowanie tanazy z A. oryzae TH przy u¿yciu sond oligonukleotydowych

zsyntetyzowanych na podstawie fragmentów sekwencji aminokwasowej enzymu

(55). Wykazano, ¿e gen zawiera jedn¹ otwart¹ ramkê odczytu i brak w nim intro-

nów. Produktem genu jest bia³ko o d³ugoœci 588 aminokwasów i masie cz¹steczko-

wej 64 kDa. Uzyskano ekspresjê tego genu w szczepie A. oryzae AO1 o niskiej aktyw-

noœci tanazowej. Transformanty wykazywa³y zwiêkszon¹ aktywnoœæ tanolityczn¹,

rosn¹c¹ proporcjonalnie do liczby wprowadzonych do chromosomu kopii genu.
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