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The perspectives for application of phytase in ethanol production
Summary

The contemporary process of ethanol production utilizes a group of addi-
tional enzymes besides the traditionally used, necessary for production
amylases. Among them, one may find such enzymatic activities as proteases,
xylanases, B-glucanases or pullulanases. There exist reasonable causes to also
include phytases in this group. Phytin is a specific substance of plant origin,
built on a scaffold created by phytic acid, which interacts with a number of plant
constituents like proteins, starch or ions of chosen metals. Enzymatic degrada-
tion of phytin during the initial steps of feedstock processing (mashing) might
potentially enhance various features of ethanol production process.
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1. Wstep

Wspotczesny proces fermentacyjnej produkcji etanolu wyma-
ga stosowania szerokiej gamy enzymoéw pochodzenia mikrobio-
logicznego. Wraz z rozwojem wiedzy i doskonaleniem technolo-
gii rosnie liczba wykorzystywanych preparatow enzymatycz-
nych. Ich liste otwierajg podstawowe enzymy niezbedne w pro-
dukgji, czyli a-amylazy i glukoamylazy, hydrolizujgce skrobie do
glukozy i jej oligomerow ulegajacych fermentacji. W dalszej ko-
lejnosSci nalezy wymieni¢ preparaty poprawiajace przebieg zabie-
g6w mechanicznych: ksylanazy i B-glukanazy, redukujace lepkos¢



Perspektywy wykorzystania fitazy w gorzelnictwie

zacieréow. Nastepng grupe stanowig enzymy, ktérych gléwng rolg jest poprawienie
przyswajalnosci wybranych skfadnikéow surowca. Sg to giéwnie enzymy proteoli-
tyczne, degradujgce biatka do wolnych aminokwasow i oligopeptydow czego wyni-
kiem jest wyrazny wzrost wolnego azotu aminowego (FAN, ang. free amino nitrogen).
Do tej samej grupy co proteazy zaliczy¢ nalezy fitazy, degradujgce fityne.

2. Fityna

Fityna jest nazwa zwyczajowg uzywana do okreslenia substancji pochodzenia
ro$linnego, ktorej zrab strukturalny stanowi kwas fitynowy (heksafosforan inozyto-
lu) (rys. 1). Jest to mieszanina soli kwasu fitynowego, gléwnie soli magnezowych,
wapniowych, sodowych i potasowych (rys. 2). Fityna jest odktadana przez wiekszos¢
ros$lin w warstwie aleuronowej ziarna. Ulegajgc hydrolizie enzymatycznej w czasie
kietkowania ziarna stuzy ona jako zrédto fosforu, inozytolu oraz kationéw metali.
Okoto 2/3 ogo6tu fosforu roslinnego (w zaleznos$ci od rosliny) zmagazynowana jest
w postaci kwasu fitynowego (1).

Szczegolne cechy tego zwigzku powoduja, ze znajduje sie on w centrum zainte-
resowania naukowcow w laboratoriach badawczych réznych specjalizacji zwtaszcza
zajmujacych sie tematyka zywienia tak zwierzat jak i ludzi. Dzieje sie tak, dlatego ze
fityna jako zwigzek wigzacy wczes$niej wymienione pierwiastki, jest jednym z wa-
zniejszych sktadnikow antyzywieniowych ograniczajacych ich dostepnos¢, gdy ziar-
na ro$lin sa wykorzystywane w produkcji zywnos$ci oraz do komponowania pasz dla
zwierzat (2).

Rys. 1. Kwas fitynowy.
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Tabela
Zawarto$¢ fosforu i jego formy fitynowej w ziarnach zbéz (1)
Zboze Zawartos¢ fosforu [g/kg] Fosfor fitynowy — % fosforu ogélnego
iyto 2,225 61-73
kukurydza 1,7-2,2 66-85
pszenica 1,7-2,5 60-77
jeczmien 1,9-2,5 51-66
owies 1,9-2,3 55-63
vz 2,225 61-73

Ze wzgledu na budowe chemiczna, kwas fitynowy ma zdolnos$¢ tworzenia nie-
rozpuszczalnych soli z kationami metali (4). Dzieje sie tak na skutek oddziatywania
pomiedzy zjonizowanymi resztami fosforowymi fitynianu a kationami. Kwas fityno-
wy jest kwasem o Sredniej mocy, ktorego sze$¢ grup fosforanowych charakteryzuje
szeroki zakres pK* — od 1,1 do 12. Pie¢ do szesciu [H*] wchodzacych w skfad tych
ugrupowan, oddysocjowuje przy pH okoto 1,5, dwa do trzech przy pH w zakresie od
4,0 do 6,0. Natomiast cztery do szeSciu HY jest odszczepianych, jesli warto$¢ pH
wynosi powyzej 8. Po usrednieniu fadunek wypadkowy czgsteczki kwasu fitynowe-
go wynosi — 3 przy pH 1,5 i maleje do -8 przy pH 7,5.

Wysoki tadunek ujemny czgsteczki moze by¢ rownowazony przez kationy wy-
branych metali, ale rowniez przez bialka, jesli wartos¢ pH znajduje sie ponizej ich
punktu izoelektrycznego. Zdolnos$¢ do tworzenia kompleksow i ich stabilnos¢ zale-
zy m.in. od wartosci pH (3). Sole z kationami dwuwarto$ciowymi sg fatwo rozpusz-
czalne przy pH<3, natomiast najmniejszg rozpuszczalno$cig charakteryzujg sie
w zakresie pH od 4 do 7. Kompleksy z jednowarto$ciowymi kationami (Na*, KT)
rozpuszczajg sie fatwo w petnym zakresie pH. Przyktad kompleksowania jon6w me-
tali przez fitynian przedstawiono na rysunku 2.

Wiazane przez kwas fitynowy metale sa niezwykle istotne dla rozwoju wszyst-
kich organizméw zywych, w tym drozdzy prowadzacych proces fermentacji alkoho-
lowej. Latwo zatem wysnué wniosek, ze jakiekolwiek ograniczenia dostepu mikro-
elementéw beda uposledzaé te czynnos$ci komorki, ktére wymagaja ich obecnosci.
Ponadto niektore kationy (gtownie Ca2*) wiazane przez fitynian sg niezbedne do
prawidtowego funkcjonowania wybranych enzyméw (zwlaszcza a-amylaz) stosowa-
nych w czasie technologicznej obrébki surowca zbozowego.

Kwas fitynowy zlokalizowany w warstwie aleuronowej ziaren, odznacza sie zdol-
noscig tworzenia trwalych kompleksoéw z biatkami w szerokim zakresie pH. Przy ni-
skich wartos$ciach pH kwas fitynowy charakteryzuje duzy wypadkowy tadunek ujem-

* Ujemna warto$c¢ logarytmu dziesietnego ze stalej dysocjacji wybranego protonu. Wygodna defini-

cja pK okresla te wielkosc jako takie pH, przy ktorym tworzy sie stan rownego podzialu miedzy posta-
ciami zdysocjowang i protonowang (50% postaci dysocjowanej i 50% protonowanej).
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Rys 2. Wigzanie wybranych jonéw metali przez kwas fitynowy.

ny, podczas gdy wiekszo$¢ biatek jest wtedy silnie uprotonowana. W takich warun-
kach tworzg sie kompleksy fitynianowo-biatkowe. Bezposrednie oddzialywanie po-
miedzy fitynianem a wybranymi biatkami wystepuje ponizej ich punktu izoelek-
trycznego (pH ponizej wartosci 5-6). W takich warunkach fitynian wchodzi w inte-
rakcje z koncowymi grupami a-NH; biatek badZ z aminokwasami zasadowymi: argi-
ning (p; = pH 10,8), histydyna (p; = pH 7,6) i lizyna (p; = pH 9,7) (5). Podobne od-
dzialywania obserwuje sie réwniez pomiedzy fitynianem a wolnymi postaciami wy-
mieniowych aminokwaséw. Przy wyzszych warto$ciach pH ten sam efekt jest osig-
gany z wykorzystaniem mostkow kationowych — oba sktadniki kompleksu (fitynian
i biatko) f3cza sie ze sobg za posrednictwem dwuwartosciowego kationu wybranego
metalu (6). Tego typu kompleksy moga sie tworzy¢ tylko w obecnosci kationow
dwuwarto$ciowych i ich stezenie decyduje o szybkos$ci przebiegu tego zjawiska (7).
Deprotonowane grupy fosforanowe fitynianu za posrednictwem odpowiednich ka-
tionow (najczesciej Ca2*) (8) taczg sie z deprotonowanym ugrupowaniem imidazo-
lowym histydyny lub tez ze zjonizowanymi grupami karboksylowymi aminokwaséw
o charakterze kwasnym.

Ostatecznym efektem jest ograniczona podatno$¢ biatka na hydrolize enzyma-
tyczng, a w konsekwencji ograniczenie jego przyswajalnosci czy spadek poziomu wol-
nego azotu w Srodowisku. Istniejg doniesienia o negatywnym wplywie kwasu fityno-
wego na proces hydrolizy biatek przez pepsyne. Postulowane oddzialywania pomie-
dzy fitynianem a biatkami zostafo potwierdzone eksperymentalnie. Inkubacja rozpusz-
czalnych biatek pochodzenia roslinnego z kwasem fitynowym w roztworze o pH 2 pro-
wadzi do intensywnego stracania sie komplekséw fitynianowo-biatkowych. Dodatek
enzymu o aktywnosci fitazy, degradujacego kwas fitynowy w sposéb zdecydowany
ogranicza to zjawisko (9). Kompleksy fitynianowo-biatkowe najprawdopodobniej wy-
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~reszta bialka

Rys. 3. Budowa kompleksow fitynianowo-biatkowych.

stepuja w ziarnach zb6z, jednak wiekszo$¢ negatywnych efektow zwigzanych jest
z tworzeniem sie takich potaczen de novo, po przetworzeniu surowcow (5). Mechanizm
tworzenia sie komplekséw fitynianowo-biatkowych przedstawiono na rysunku 3.

Istniejg réwniez doniesienia sugerujgce ograniczanie dostepnosci i strawnosci
skrobi przez fitynian. Wniosek taki wysnuto na podstawie obserwacji, dowodza-
cych, ze kwas fitynowy jest czynnikiem spowalniajagcym proces przyswajania gluko-
zy u badanych zwierzat eksperymentalnych. Postuluje sie istnienie trzech zasadni-
czych sposobéw wyjasnienia tego zjawiska: 1) bezposrednie oddziatywania pomie-
dzy fitynianem a skrobig; 2) angazowanie skrobi w kompleksy tworzone pomiedzy
kwasem fitynowym a biatkami $cisle zwiazanymi (strukturalnie badz funkcjonalnie)
ze skrobig; 3) spowalnianie procesu enzymatycznej degradacji skrobi poprzez ob-
nizanie aktywnos$ci amylaz (dzieki bezposredniemu z nimi oddziatywaniu badz po-
przez ograniczanie dostepnosci jonéw wapnia) (10,11).

3. Enzymy o aktywnoSci fitazy

Enzymy o aktywnosci fitazy to specyficzna grupa fosfataz zdolna do hydrolizy
kwasu fitynowego do mniej ufosforylowanych pochodnych inozytolu i fosforu mine-
ralnego. Termin fitazy zbiorczo okresla do$¢ duza grupe enzymoéw o podobnej ak-
tywnosci. Klasyfikacja wewnatrz tej grupy opiera sie w calosci jedynie na mechani-
zmie specyficznej degradacji IP6 (szeSciofosforanu inozytolu). Enzymy te sg szeroko
rozpowszechnione i odnajduje sie je zarowno u mikroorganizmoéw, roslin wyzszych
jak i w wybranych tkankach zwierzecych.
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Fitazy nalezg do klasy hydrolaz monoestrow fosforanowych (fosfomonoesterazy).
Dzieli sie je na dwie podstawowe grupy: 3-fitaza (3-fosforylaza szesciofosforanu mio-
inozytolu, EC 3.1.3.8,) oraz 6-fitaza (6-fosforylaza sze$ciofosforanu mioinozytolu,
EC 3.1.3.26). Zasadnicza r6znica pomiedzy nimi polega na kolejnosci w jakiej hydro-
lizujg poszczegoblne grupy fosforanowe w czgsteczce IP6. 3-fitaza na poczatku ataku-
je fosforan przy trzecim weglu w pier$cieniu inozytolu, podczas gdy 6-fitaza, szosty.

Sposrod wszystkich poznanych i zbadanych enzymoéw o aktywnosci fitazy naj-
szersze zastosowanie biotechnologiczne znalazly fitazy produkowane przez wyse-
lekcjonowane szczepy grzybow z rodzaju Aspergillus (3-fitazy) oraz Peniphora (6-fita-
zy). Ze wzgledu jednak na pewne cechy charakterystyczne (wysoka termostabilnos¢,
odporno$¢ na proteolize, wysoka aktywnos$¢ katalityczna) fitazy pochodzenia bakte-
ryjnego, jak sie wydaje, sg interesujgca alternatywa.

Swiatowy rynek fitazy, niezwykle szybko rozwijajaca sie galaz przemystu enzy-
matycznego, opiera sie na stosowaniu fitazy w przemysle paszowym. Jest to niezwy-
kle powszechnie stosowany komponent pasz dla trzody chlewnej i kurczat. Zwie-
rzeta te nie syntetyzuja wtlasnej fitazy, przez co pasze bez dodatku tego enzymu
charakteryzuje niezwykle niska przyswajalno$¢ fosforu i mineratéow kompleksowa-
nych przez fitynian. O ile bez wiekszego problemu mozna stosowac dodatki mine-
ralne, ktore przeciwdzialajg temu zjawisku, to niestety trzeba w takim przypadku li-
czy¢ sie z niezwykle ucigzliwym skutkiem ubocznym. Jest to postepujaca degradacja
srodowiska naturalnego spowodowana nadmiernym obcigzeniem zwigzkami fosfo-
ru, ktére obecne w kwasie fitynowym przechodzg prawie nietkniete przez uktad po-
karmowy zwierzat monogastrycznych i trafiajg do Srodowiska. Stosowanie fitazy
mikrobiologicznej stanowi obiecujacg perspektywe rozwigzania tego problemu,
dzieki czemu preparaty fitazy sprzedaja sie znakomicie w krajach, gdzie prowadzi
sie intensywng hodowle.

Niezwykle pozyteczne rezultaty dzialania fitazy mozna wykorzystywac wszedzie
tam, gdzie zasadniczym surowcem przemystowym sa ziarna zb6z badz rosliny
straczkowe. Takim przypadkiem jest produkcja spirytusu na drodze fermentagji,
gdzie zdecydowana wiekszo$¢ stosowanego surowca stanowig ziarna zb6z (gtéwnie
kukurydzy i zyta).

4. Inaczenie fitazy w procesie produkcji spirytusu

Wtasciwosci kwasu fitynowego, jak i specyficznie degradujacych go enzymoéw —
fitaz, powoduja, ze istnieje mozliwos$¢ stosowania tej aktywnosci enzymatycznej
w procesie gorzelniczym. Zasadniczym surowcem wykorzystywanym na $wiecie
(obok melasy) sa ziarna zb6z. Cechy fitazy staja sie interesujace z wielu powodow.
Po pierwsze, w procesie obrébki surowca zbozowego wykorzystuje sie szereg enzy-
méw, ktorych czes¢ do wilasciwego funkcjonowania potrzebuje obecnosci jonow
metali kompleksowanych przez fitynian (sg to najistotniejsze w procesie enzymy —
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amylazy). Po drugie, fitynian wigze rowniez skrobie (2), ktéra bezposrednio stanowi
zasadniczy surowiec do produkgji etanolu. Po trzecie dziatanie fitazy powinno zde-
cydowanie wzbogacac zacier gorzelniany w elementy poprawiajace aktywnos¢ fer-
mentacyjna drozdzy.

Stosowanie fitazy w przemysle gorzelniczym zostato juz pod pewnymi wzgleda-
mi sprawdzone w skali laboratoryjnej. Stwierdzono, ze kilkudziesieciominutowa in-
kubacja zacieru z dodatkiem fitazy w temperaturze ponizej progu kleikowania dla
danego surowca, poprzedzajaca uplynnianie zasadnicze (85-90°C) zdecydowanie
poprawia prace enzymu uplynniajgcego — a-amylazy. Po pierwsze, zwieksza sie dy-
namika hydrolizy skrobi, a po drugie, wyraZnie poprawia sie stabilno$¢ enzymu (13).
o-amylazy s3 enzymami, ktore w procesie zacierania odpowiadajg za wstepna hy-
drolize polimeru skrobiowego do dekstryn. Jest to gtowny etap tak dla dalszych
przemian biochemicznych (nastepujacej po nim degradacji powstalych dekstryn do
cukréw ulegajacych fermentacji) jak i dla ksztattowania cech reologicznych zacieru.
W etapie uplynniania skrobi efektem dziatania a-amylaz jest spadek lepkosci zacie-
ru. Skrobia w wysokich temperaturach tworzy z wodg zele o wysokiej lepkosci. Sta-
nowi to oczywista przeszkode w takich zabiegach jak mieszanie czy wymiana cie-
pta. Dlatego tez, z fizycznego punktu widzenia, zasadniczym celem upliynniania jest
jak najszybsze obnizenie lepkoS$ci zacieru. Proces ten przebiega w wysokiej tempe-
raturze (85-90°C), przy ktérej a-amylazy, by zachowa¢ stabilnos¢ i aktywnos$¢ po-
trzebujg okreslonego stezenia jonéw wapniowych odpowiadajgcych po czesci za za-
chowanie pozadanej konformacji przestrzennej biatka enzymatycznego. Obecny
w Srodowisku fitynian tworzy z jonami wapnia nierozpuszczalne sole. Dlatego tez
jedna z istotnych przyczyn poprawienia jako$ci pracy a-amylazy po wprowadzeniu
fitazy jest wyrazny wzrost stezenia jonéw wapniowych. Ponadto na podstawie ana-
liz prowadzonych po odpowiednio diugim procesie uplynniania w temperaturze
85-90°C dowiedziono, ze aktywnos$¢ a-amylazy utrzymuje sie na wysokim poziomie.
Jest to najprawdopodobniej rowniez konsekwencja wzrostu stezenia jonéw wapnia.

Obecnos$¢ tych jonow w sktadzie chemicznym zacieru w odpowiedniej iloSci,
wplywa réwniez korzystnie na jego fermentacje przez drozdze gatunku Saccharomyces
cerevisae.

Sposrod zwigzkow mineralnych, ktorych dostepnos¢ jest ograniczana przez fity-
nian wymieni¢ nalezy w pierwszej kolejnosci zwiazki fosforu. Fosfor odgrywa pod-
stawowa role w metabolicznych przemianach cukréw (niezbedny do tworzenia ufos-
forylowanych postaci cukréw, bedacych zwigzkami posrednimi w szlakach przemian
cukréw), w syntezie lipidéw budujacych bfony i Sciany komérkowe oraz w syntezie
kwaséw nukleinowych. Drozdze wykorzystujg fosforany rowniez jako materiat zapa-
sowy w postaci polifosforanéw. Sposrod makroelementéw niezbednych do pra-
widtowego funkcjonowania komoérek wymienia sie rowniez magnez i zelazo two-
rzace sole z fitynianem.

Niedobory zwigzkéw mineralnych prowadza do spowolnienia paczkowania ko-
moérek i w konsekwencji ograniczenia pozadanej liczebnosci drozdzy. Te zjawiska

60 PRACE PRZEGLADOWE



Perspektywy wykorzystania fitazy w gorzelnictwie

z kolei w spos6b bezposredni przekiadajg sie na uposledzenie procesu fermentacji
(wydtuzenie czasu jej trwania, niepelne odfermentowanie cukréow, rozwoj zakazen
bakteryjnych). Zjawiska te staja sie widoczne przy fermentacji zacier6w o wysokim
ekstrakcie. W takim przypadku drozdze muszg charakteryzowac sie wysoka odpor-
nosciag na podwyzszone stezenia cukréw (osmotolerancyjnos$cig) i etanolu. Te dwa
podstawowe parametry zalezg nie tylko od szczepu stosowanych drozdzy, ale réw-
niez od sktadu chemicznego zacieru. Odpowiedni poziom wszystkich wymaganych
zwigzkow mineralnych gwarantuje uzyskiwanie zadowalajacych wynikéw produk-
cyjnych (14).

Na podstawie wynikéw z przeprowadzonych badan dowodzi sie, ze fitynian od-
znacza sie zdolnoscig tworzenia trwatych komplekséw z biatkami, ograniczajac
w ten sposob ich przyswajalnosé. W przypadku produkcji etanolu z zastosowaniem
drozdzy Saccharomyces cerevisae zagadnienie poziomu przyswajalnego azotu jest
sprawg podstawowa. Drozdze stosowane w praktyce przemystowej nie syntetyzuja
proteinaz zewnatrzkomoérkowych. Oznacza to, ze aby korzysta¢ ze zrodet azotu
w postaci biatek roslinnych zawartych w surowcu, musza one najpierw zostac zde-
gradowane do postaci aminokwaséw lub krotkich peptydéw za pomoca proteinaz
mikrobiologicznych dodatkowo dodawanych do zacieru (drozdze mogg asymilowaé
peptydy zbudowane z co najwyzej trzech aminokwaséw). Poziom wolnego azotu
aminowego ma decydujacy wptyw na drozdze i jakiekolwiek niedobory natychmiast
przektadaja sie na spowolnienie lub nawet zatrzymanie fermentacji. Azot jest pier-
wiastkiem niezbednym do syntezy bialek komérkowych — tak strukturalnych, jak
i funkcjonalnych (np. enzyméw) czy kwasow nukleinowych. Dlatego tez jego niedo-
bor uposledza podstawowe funkcje komérki drozdzowej. Z wielu przeprowadzo-
nych badan wynika, ze suplementacja zacierow zwigzkami azotu badz dodatek en-
zymu proteolitycznego wpltywa w sposéb ewidentnie pozytywny na liczebnos¢ ko-
morek drozdzowych, predko$¢ ich namnazania, zywotnos$¢, osmotolerancyjnos$¢
i odporno$¢ na wysokie stezenia etanolu. Ingledew w swoich badaniach pokazat, ze
czas potrzebny na petne odfermentowanie zacieréw pszennych o wysokim ekstrak-
cie skrécit sie z ponad 100 godzin do niespetna 72 tylko dzieki podniesieniu pozio-
mu FAN w zacierach. Jednoczes$nie liczebno$¢ komoérek drozdzowych praktycznie
na kazdym etapie fermentacji byla dwu-, a nawet trzykrotnie wyzsza w zacierach
o wysokim FAN niz w proébie kontrolnej (15).

5. Podsumowanie

Na podstawie wstepnych wynikéw badan wtasnych, przeprowadzonych w wa-
runkach polskich gorzelni wskazuje sie, ze dodatek fitazy na odpowiednim etapie
procesu moze znacznie poprawic jego przebieg. Fitazy wywierajg pozytywny wptyw
zaréwno na zacieranie, gdzie uwolnione jony wapniowe tworza lepsze Srodowisko
pracy dla a-amylaz, jak i w czasie fermentacji ulepszajgc skfad chemiczny zacieru.

BIOTECHNOLOGIA 2 (77) 54-62 2007 61



Tomasz Kapela

Posrednio degradacja kompleksow fitynowych podnosi réwniez przyswajalnosc
azotu przez drozdze Saccharomyces cerevisae. Obok zasadniczego produktu procesu
gorzelniczego, ktérym jest spirytus, duze znaczenie ma suszony wywar stosowany
powszechnie jako sktadnik pasz dla zwierzat. Stosowanie fitazy poprawia jakos$¢
takze tego produktu.
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