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Mozliwosci zastosowan, potencjalne zrodia
oraz ewolucja technologiczna sposobu otrzymywania

trehalozy ze szczegolnym uwzglednieniem enzymu
syntazy trehalozy [EC 5.4.99.16]

1. Wprowadzenie

Trehaloza ze wzgledu na swoje specyficzne wlasciwosci moze znalez¢ znacznie
szersze niz obecnie zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym, farma-
ceutycznym i innych. Badania dotyczace przydatnosci trehalozy nie sa zakonczone
i weigz poszukiwane sa nowe mozliwosci zastosowania tego cukru. Podstawowym
czynnikiem ograniczajacym stosowanie trehalozy jest cena wynikajaca miedzy innymi
ze stosowanych do tej pory technologii otrzymywania. Dlatego jednym z warunkow
dalszego rozpowszechniania zastosowania i produkcji trehalozy jest obnizenie kosztu
jej produkcji oraz uproszczenie procesu produkcji. Opracowanie nowych, bardziej
wydajnych oraz tanszych metod otrzymywania trehalozy przyczynitoby si¢ do
szerszego jej zastosowania. Szlaki biosyntezy trehalozy sa rozne w zaleznosci od
stoso-wanego mikroorganizmu. Pierwsze przemystowe metody otrzymywania
trehalozy charakteryzowaly si¢ niska wydajnosciag i wysokimi kosztami produkcji.
Poszukiwanie nowych zrédel enzyméw zdolnych do biosyntezy tego disacharydu
doprowadzito do nowych, bardziej wydajnych sposoboéw otrzymywania. Obecnie
najbardziej obiecujacymi sg metody produkcji trehalozy z wykorzystaniem enzymow
rekombinantowych. Ponadto stato si¢ mozliwe zapewnienie cigglosci procesu poprzez
zastosowanie enzyméw immobilizowanych, ktorych zaleta jest mozliwos¢ tatwego
usuni¢cia ze Srodowiska reakeji po jej zakonczeniu. Co wigcej, mozna je wielokrotnie
wykorzystywac¢ w kolejnych szarzach produkcyjnych oraz wyeliminowa¢ konieczno$é¢
inaktywacji enzymu po zyskaniu danego stopnia konwersji substratu lub enzymow
degradujacych produkt [1, 2].

2. Potencjalne Zrédla enzymow biosyntetyzujacych trehaloze

W poczatkowym stadium badan nad trehaloza, uwazano ze disacharyd ten rzadko
wystgpuje w organizmach zywych, a spotykany jest glownie u drozdzy lub larw
niektorych owadoéw. Jego obecnos¢ stwierdzono u wielu gatunkow organizmow [3].
Trehaloza jest wykrywana gldwnie u anhydrobiontow. Te niezwykle organizmy, takie
jak: krewetki, cysty niektorych malzy, poczwarki owadoéw, drozdze piekarskie czy
ro$liny wskrzeszone, sa zdolne przetrwaé przez wiele lat w Stanie odwodnienia.

! pawel filipkowski@pg.edu.pl, Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci, Wydziat
Chemiczny, Politechnika Gdanska, http://pg.edu.pl

49



A\ MOST

Pawel Filipkowski

W sytuacji, gdy z organizmu zostaje usunicte 99% calkowitej zawartosci wody,
anhydrobionty moga kontynuowaé czynnosci zyciowe niezwlocznie po rehydratacji.
Obecnos¢ trehalozy zostata rowniez stwierdzona w niewielkich ilosciach w surowcach
i produktach spozywczych takich jak: biate wino, grzyby jadalne, midd, stonecznik.
Wystepuje takze w pieczywie, piwie oraz occie winnym.

Poczatkowo sadzono takze, ze trehaloza spetnia funkcje gldéwnie magazynu energii
wspolnie z glikogenem, ale wykazano, ze bierze Ona takze udzial na przyktad
w odpowiedzi na stres srodowiskowy [4].

Trehaloza jest produkowana przez organizmy zywe w odpowiedzi na zmiany
parametrow Srodowiskowych, na skutek gwattownych zmian temperatury (zard6wno
wzrost jak 1 obnizenie si¢), pod wplywem stresu wywolanego zmiang ci$nienia
osmotycznego 1 zawarto$ci tlenu w $rodowisku lub wprowadzenia substancji
toksycznych [5].

Préby otrzymywania trehalozy (jak w wigkszos$ci przypadkdw w biotechnologii)
polegaty na poszukiwaniu organizméw wytwarzajacych ten dwucukier lub akumuluj-
jacych go w odpowiednio wysokich ilosciach, a nastepnie jego izolacji. Ponizej
przedstawiono kilka przyktadéw organizmoéw, ktdre brano pod uwage w trakcie takiej
proby wyselekcjonowania szczepu producenckiego.

Disacharyd ten wystepuje w réznych organizmach takich jak: drozdze, grzyby,
owady, bakterie, i niektore rosliny. U grzybéw Neurospora crassa disacharyd ten sta-
nowi do 14 % suchej masy komorkowej [6]. U grzybow strzepkowych i drozdzy treha-
loza znajduje si¢ w sporach i sklerocjach. Jest ona gromadzona podczas niedostatku
pozywienia i sporulacji, a wykorzystywana w okresie kietkowania spor [7].

Stwierdzono, ze bakterie propionowe zwigkszaja akumulacje trehalozy pod
wplywem stresu §rodowiskowego, takiego jak na przyktad: niska temperatura, zmiany
pH, wysokie ci$nienie osmotyczne. Ilo§¢ wytworzonej trehalozy przez propioni-
bakterie zalezy od szczepu i warunkoéw hodowli Na przyktad w hodowli szczepu P.
acidipropionici ATCC4875 uzyskano 1,52 g/l trehalozy. Z kolei szczep P. Freudem-
reichii ssp. Shermanii NCIM 5137 jest zdolny do akumulacji trehalozy w ilosciach 0,4
0/g suchej masy [8-12].

W przypadku Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens oraz halofilnych sinic
cukier ten bierze udziat w procesach zwigzanych z osmoadaptacja, co mozna zauwazy¢
poprzez akumulacje trehalozy w warunkach na przyktad stresu osmotycznego. Podczas
niedoboru choliny, betainy oraz proliny w $rodowisku zycia E. coli, trehaloza zalew-
nia tolerancje osmotyczng [13].

W organizmach ekstremofilnych takich jak Deinococcus radiodurans czy
Deinococcus gothermalis mechanizm wytwarzania trehalozy koegzystuje wraz
z innymi mechanizmami zapewniajacymi przezycie, takimi jak na przyktad tworzenie
biatek chronigcych DNA [14-19].

Disacharyd ten w wielu przypadkach jest tak istotny ze wykazano, iz czgsto istnieje
wigcej niz tylko jeden mechanizm wytwarzania trehalozy w komorkach.

Pewne ilosci trehalozy pochodzacej z drozdzy znajduja si¢ w takich produktach
spozywczych jak: chleb (1,2-1,5 g/kg s.m.), piwo (45-200 mg/l), wino (44-129 mgl/l)
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i miod (0,1-2,3 g/100 g). Grzyby jadalne zawierajg 2-12 g trehalozy/100 g s.m. Okoto
7% trehalozy wystepuje w mannie uzywanej jako stodzik do kawy przez Beduinow
w pétocnym Iraku. Nota bene sugeruje sie iz ten ,,odpad” powstajacy w trakcie fazy
rozwojowej chrzaszczy ma jaki§ zwigzek z biblijng ,trehala manna”-,,manng z nieba”.
Krew homaréw Homarus americanus i krabow Carcinus macenus zawiera cukier ten
w stezeniach 2,5 i 1,5 mg/100 ml [20].

Trehaloza jest rzadko spotykana w roslinach wyzszych. Jedynie w prymitywnych
gromadach roslin naczyniowych oraz w roslinach u ktorych zidentyfikowano zjawisko
mikoryzy, jak rowniez w brodawkach roslin motylkowatych obserwuje si¢ jej
obecnos¢. Rosliny pomimo braku trehalozy wytwarzajg trehalaze, enzym degradujacy
wymieniony cukier [21].

Dobrym Zroédtem tego cukru sa drozdze Saccharomyces cerevisiae. Sg one zdolne
do syntezy trehalozy w ilosciach atrakcyjnych do wykorzystania na skal¢ przemys-
towa, lecz niestety takze do efektywnej jej hydrolizy do glukozy, (dzicki czemu moga
szybko przechodzi¢ ze stanu anabiozy do stanu petnej aktywnosci metabolicznej) [21].
Szok termiczny badz niektore sktadniki srodowiska takie jak utleniacze, metale cigzkie
albo rozpuszczalniki organiczne powodujg akumulacje trehalozy w drozdzach S.
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe [22]. Zawarto$¢ tego cukru w komoérkach
drozdzy wzrasta, gdy podczas hodowli podda si¢ je dzialaniu etanolu, NaCl, siarczanu
miedzi czy nadtlenku wodoru. Substancje te w odroéznieniu od oranzu akrydyny,
bromku etydyny czy glukozy indukuja wytwarzanie trehalozy [23].

Drozdze stanowily pierwsze wykorzystywane na skale przemystowa zrodlo
trehalozy co zostanie opisane w dalszej cze$ci pracy.

3. Biosynteza trehalozy w organizmach zywych

Obecnie znanych jest siedem drog biosyntezy trehalozy. Wedtug ilosci etapow ko-
niecznych do wytworzenia trehalozy dziel si¢ je na jednostopniowe i dwustopniowe [24].

3.1. Jednoetapowe drogi biosyntezy trehalozy

Pierwsza z nich stanowi gléwny przedmiot zainteresowan autora opracowania
i polega na izomeryzacji wigzania a-(1,4) w maltozie do wigzania o -(1,1), w wyniku
czego powstaje trehaloza (rys. 1). Enzymem odpowiedzialnym za przebieg tej reakcji
jest syntaza trehalozy (TreS), ktéory powinien prawidlowo by¢ nazywany a-D-
glukozylotransferaza maltozy lub tez a-D-glukozylomutaza maltozy (EC 5.4.99.16).

Szlak ten zostat zidentyfikowany u bakterii Pimelobacter sp. R48 oraz Pseudo-
monas putida H242 i niektorych szczepach Thermus. Reakcja ta zachodzi niezaleznie
od obecnosci trehalozo-6-fosforanu i glukozo-6-fosforanu, ktore stanowig substraty dla
drugiego czgsto spotykanego rownoczesnie w komorkach enzymu: fosfatazy trehalozo-
6-fosforanu i fosforylazy trehalozy [25]. Szczepy Thermus aquaticus i Thermus
caldophilus GK24 wytwarzaja enzymy katalizujace konwersj¢ trehalozy w maltozg lub
reakcje odwrotng tj. przemiang maltozy w trehaloze [26-28]. Zarowno z bioche-
micznego punktu widzenia jak i ze wzglgdu na potencjat aplikacyjny szlak ten jest
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najprostszym i najbardziej pozadanym. Migdzy innymi dlatego, ze nie wymaga jako
substratu ufosforylowanej formy glukozy.

_______________

Ll

maltoza € ez trehaloza

Rysunek 1. Schemat biosyntezy trehalozy z maltozy z udziatem TreS; identyfikowany gtéwnie u
Eubacteriaceae [26]

Kolejny szlak biosyntezy trehalozy odnotowano u archeonow Thermococcus
litoralis oraz Pyrococcus horikoshi. Enzymem odpowiedzialnym za jego przebieg jest
glikozylotransferaza trehalozy (TreT). Przenosi ona reszt¢ glukozy z ADP-glukozy

\ glikozylo transferazatrehalozy :
1 1

i treT
D-glukoza [T [_ © 2 __________ |
ADP-D-glukoza \ trehaloza
ADP

Rysunek 2. Biosynteza trehalozy , w ktorej substrat stanowi ADP glukoza, przebiegajaca np. u Thermococcus
litoralis [30]; identyfikowany gtéwnie u bakterii i archeonow [29]

Ostatni, jednoetapowy szlak biosyntezy trehalozy odkryto u Thermoproteus tenax.
Jest on analogiczny do szlaku typowego dla T. litoralis (opisanego powyzej), jednakze
preferowanym substratem dla enzymu jest UDP-glukoza (a nie ADP-glukoza) oraz
reakcja katalizowana jest wytacznie jednokierunkowo [31].

3.2. Dwuetapowe drogi syntezy trehalozy

Otrzymywanie trehalozy przez organizmy w dwoch etapach taczy wystgpowanie
produktu posredniego jakim jest trehalozo-6-fosforan z wyjatkiem ostatniego opisa-
nego ponizej, gdzie czasteczki disacharydu sa niejako ,,odcinane” bezposrednio z dtuz-
szego polimeru glukozy jakim sg maltooligosacharydy.

Pierwsza odkryta droga syntezy tego dwucukru, zaobserwowang u archea, eubak-
terii (E. coli) , grzybow i drozdzy (S. cerevisiae), owadow i niektorych roslin, byta
dwustopniowa enzymatyczna kataliza przeprowadzana przez syntazg trehalozo-6-
fosforanu (TPS) i fosfatazg trehalozo-6-fosforanu (TPP).

TPS (EC 2.4.1.15) stanowi transferaze, katalizujaca przeniesienie czasteczki
glukozy z UDP-glukozy na glukozo-6-fosforan, w wyniku czego powstaje trehalozo-6-
fosforan i wolne UDP.

W drugim etapie zachodzi defosforylacja trehalozo-6-fosforanu przy udziale
fosfatazy trehalozo-6-fosforanu TPP (EC 3.1.3.12) z utworzeniem trehalozy i nieor-
ganicznego fosforanu [32] (rys. 3).
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1 1
| syntaza ! | fosfataza !
1 1
! trehalozo-6- ' ! trehalozo-6- '
! fosforanu (TPS) | ! fosforanu (TPP) :
D-glukozo-6- '%‘"'"{ " tehalozo | 06— » trehaloza
fosforan 6-fosforan / \l
UDP-D-glukoza UDP O P.
b 1
I

Rysunek 3. Biosynteza trehalozy z UDP-glukozy[32]

Kolejne dwie dwuetapowe drogi biosyntezy trehalozy przypominaja t¢ opisang
powyzej, z ta rdznicg, ze jednym z substratow jest ADP-glukoza lub GDP-glukoza
i odpowiednia syntaza w pierwszym etapie. Tego typu biosynteza trehalozy wystepuje
gléwnie grzybow Streptomyces hygroscopicus i zmutowanych szczepow S. cerevisiae
S288c [29].

Nastepnie, u niektorych szczepéw mezofilnych bakterii, takich jak np. Arthrobacter
sp. Q36, Brevibacterium, Micrococcus i1 Rhizobium oraz u hipertermofilnych
archeonow: Sulfolobus shibatae DMS 5389, Sulfolobus solfataricus i Sulfolobus
acidocaldarius trehaloza jest wytwarzana w specyficzny sposob z maltooligosacha-
rydow. Nie zachodzi tu synteza, a raczej swego rodzaju ,,odcinanie” dwuglukozowej
czasteczki od polimeru glukozy. W pierwszym etapie syntaza maltooligosacharydow
trehalozowych (MTS) przeksztalca od nieredukujacego konca czgsteczki substratu
wigzanie o-1,4- na wigzanie a-1,1-glikozydowe w procesie wewnatrzczasteczkowej
transglikozylacji. Wytworzona maltooligozylotrehaloza jest nastgpnie hydrolizowana
przy udziale trehalohydrolazy maltooligozylotrehalozy (MTH) do trehalozy i maltooli-
gosacharydu o czasteczce zmnigjszonej o dwie reszty glukozowe. Wymienione
powyzej enzymy sg kodowane przez geny treY (syntaza malto oligo trehalozy) oraz
treZ (trehalozydaza malto oligo trehalozy). Aktualnie na skale przemystowa jest to
metoda dzigki ktérej wytwarza si¢ najwiccej trehalozy. Caty etap jest poprzedzony
dziataniem izo-amylazy na skrobi¢ [33-36] (rys. 4).

________________

1
E syntaza ! i trehalo zydaza :
! malto oligo ! i malto oligo '
' trehalozy (treY) | maltoolico ! trehalozy (treZ)
maltodekstryny boooommmmmmmme > Uehalofa Eo-- 'i: """" » trehaloza

maltodekstryny

Rysunek 4. Biosynteza trehalozy z maltodekstryn, majaca miejsce np. u Sulfolobus acidocaldarius [34, 35]
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4. Charakterystyka syntazy trehalozy

Trehaloza syntetyzowana przy udziale syntazy trehalozy powstaje na skutek
transformacji maltozy, przeprowadzanej przy udziale jednego tylko enzymu.

Najwigkszymi zaletami biosyntezy trehalozy powyzsza droga sa [1, 18, 19]:

e jednoetapowos$¢ reakcji konwersji maltozy,

e duza wydajno$¢ procesu,

e dostepnos¢ substratow w postaci ogolnodostepnych i stosunkowo tanich syropow
maltozowych.

Z uwagi na szereg zalet enzym syntazy trehalozy cieszy si¢ coraz wickszym
zainteresowaniem [37-44].

Wiasciwosci enzymu biorgcego udzial w jednoetapowej biosyntezie trehalozy sa
zalezne od rodzaju mikroorganizmu, z jakiego zostat wyizolowany (tab. 1.)

Gtownym przedstawicielem mezofili produkujacych syntazg trehalozy jest
Pseudomonas sp. F1. Biatko to jest tetramerem o masie czasteczkowej 250 kDa i pl
5,8. Maksymalng aktywno$¢ enzymatyczng wykazuje w temperaturze 45°C, przy pH
wynoszacym 7,0 [45].

Syntazg trehalozy charakteryzujaca si¢ termostabilnosciag uzyskano z bakterii
rodzaju Thermus (T. aquaticus, T. thermophilus T. caldophilus). T. aquaticus ATCC
33923 wytwarza enzym o masie czasteczkowej 105 kDa i pl 4,3 oraz optimum
dziatania w temperaturze 65°C i pH 6,6. Enzym katalizuje konwersje maltozy do
trehalozy, ale uwalnia rowniez niewielka ilo$¢ glukozy, gdyz przeprowadza tez reakcje
odwrotna.

Znanymi inhibitorami syntazy trehalozy sa réwniez kationy Cu®*, Zn** i Hg* [27, 28].

Tabela 1. Pordwnanie wybranych wlasciwosci syntazy trehalozy pochodzacej z réznych mikroorganizmow

_ Szczep

Svntaia- D. D. Pimelobacter | Pseudomonas M T. T
tl:t'h‘;lu‘z;.""*-. radiodurans | geothermalis sp. R48 sp. FI ruber | aquaticus | thermophilus
Mo ] ! ! I ! I !
czasteczkowa 61 63 62 67 110 105 106
(kDa)
iml[; ll\lll’lll:t'll'l\ 4.9 49 46 58 bd 43 57
Temperatura l ‘ A l l l l
optymalna 15 40 20 45 50 65 65
O | | | | | |
Optymalne pH 6.5 76 75 7 6.3 6.3 6.3
il s Ponizej Ponizej Ponizej Ponize) Ponizej Ponizej Ponize
?mb'.'““"_c 40°C 55°C 30°C 55°C 60°C 80°C 80°C
ermiczna (2h) (4h) (2h) (2h) (2h) (2h) (2h)
Stabilnos¢ w 5.0-8.0 6.5:90 6.09.0 7.0-9.0 4.0-8.0 5.5-95 6.0-9.0
pH (2h) (1h) (1h) (1h) (1h) (1h) (2h)
Literaturs Filipkowski 1 | Filipkowski 1 | Nishimoto 1in.. |  Oghuchi 1 in.. Zhu i in., | Nishimoto 1 Wang i in..
Heratura in. 2012 in. 2012 1996 1997 2010 | in.. 1996 2007

Zrodlo: Opracowanie wlasne na podstawie pozycji literaturowych przedstawionych w tabeli
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Maksymalne wydajnosci otrzymywania trehalozy z maltozy przy zastosowaniu
enzymu syntazy trehalozy wynoszace okoto 80%, notuje si¢ aktualnie dla mikroor-
ganizmow z rodzaju Thermus. Niestety poza konieczno$cia stosowania podwyzszonej
temperatury oczyszczony enzym katalizuje konwersje maltozy w trehaloze oraz
reakcje odwrotng trehalozy w maltozg uwalniajac z obydwu substratow produktu
uboczny w postaci glukozy. Dodatkowo w przypadku T. caldophilus zanotowano
oprocz glukozy powstawanie niewielkiej ilosci a,p- trehalozy. Ilos¢ powstajacych
produktow ubocznych wzrasta w podwyzszonej temperaturze (rys. 5)[28] .

a, B-

trehaloza

)

maltoza <—> [ produkt ] o, o-
[ przejsciowy | trehaloza
glukoza

Rysunek 5. Schemat konwersji maltozy w trehalozg i trehalozy w maltozg z otrzymywanymi produktami
ubocznymi [28].

5. Szlaki anaboliczne trehalozy

Degradacja trehalozy zachodzi przy udziale ré6znych enzymoéw o budowie i wihasci-
wosciach zaleznych od rodzaju drobnoustroju. Zasadniczo enzymem degradujacym ten
disacharyd jest trehalaza. Euglena i Pichia fermentas hydrolizuja ten cukier przy
udziale trehalozo-fosfotazy (EC 2.4.1.64). Hydrolaza trehalozo-fosforanu (EC
3.2.1.93) wystepuje u Bacillus popillae i E. coli. U innych bakterii, roslin, grzybow
I zwierzat trehaloza jest hydrolizowana z udziatem innych trehalaz (EC 3.2.1.28). Ich
miejsce wystepowania i koegzystencja w komoérkach moze mie¢ regulacyjny wpltyw
I podlega¢ wptywom czynnikow zewngtrznych [21].

Z aplikacyjnego punktu widzenia sposob trawienia trehalozy przez czlowieka
znajduje znaczenie w diecie sportowcdéw 1 0sob z cukrzyca. Kalorycznos¢ trehalozy nie
rozni si¢ od popularnej sacharozy, jednakze jej spozywanie powoduje zanotowanie
innego profilu metabolicznego. U sportowcow, ktorym podawano trehalozg i podda-
nych wysitkowi fizycznemu obserwowany inny w czasie wyrzut insuliny do krwi
i nizszy indeks glikemiczny. Zwigzane to bylo z trudniejsza ,,przyswajalnoscig” treha-
lozy przez nasz organizm objawiajacy si¢ zredukowanym i przesunigtym w czasie
obserwowanym plikiem glukozy we krwi sportowcow oraz zaobserwowanym bardziej
korzystnym profilem utleniania lipidow. W kontekscie ostatnich badan nad przepusz-
czalnoscig jelit i mikrobiotg naszego przewodu pokarmowego nieznany jest dtugofalo-
wy wplyw przyjmowania trehalozy w diecie na nasza mikroflor¢ pokarmowa [48, 49].
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6. Regulacje prawne dotyczace stosowania trehalozy

W 1994 roku w Japonii firmie Hayashibara udalo si¢ po raz pierwszy wypro-
dukowa¢ trehaloze zaaprobowana rok podzniej jako dodatek do zywno$ci. Wypro-
dukowano ja z wykorzystaniem enzymow MTS, MTH opisanych powyzej. Od tego
czasu jest stosowana bez ograniczen w setkach japonskich produktow takich jak:
wyroby cukiernicze, napoje, przetworzone warzywa i owoce, wyroby piekarnicze oraz
mrozonki.

W Japonii, Europie oraz w USA trehaloza jest takze uzywana w przemysle kosme-
tycznym oraz w produktach higieny osobistej. W 1991 roku w Wielkiej Brytanii treha-
loza zostata dopuszczona do uzycia w przemysle jako srodek ochronny do zywnosci
liofilizowanej w stezeniach nie wigkszych od 5% produktu. W Korei i Tajwanie
w 1998 roku zostata dopuszczona bez ograniczen jako sktadnik zywnosci. W USA
w2000 roku zostata uznana za bezpieczny sktadnik zywnosci (ang. generally
recognized as safe — GRAS), a w 2001 roku osiagneta ten sam status w krajach Unii
Europejskiej (EC 258/97 EU oraz 2001/721/EC ). Obecnie uzycie trehalozy w prze-
mysle zywnos$ciowym jest ograniczone tylko Dobra praktyka przemystowa (ang. Good
Manufacturing Practice — GMP). Z powyzszego wynika, ze obowigzujace na $wiecie
regulacje prawne dopuszczaja dodatek trehalozy do zywnosci, a jej dzienne spozycie
nie jest dotychczas ograniczone [4].

7. Zastosowania trehalozy

Aktualne i1 potencjalne mozliwosci wykorzystania trehalozy zwiazane sa z jej
specyficznymi wlasciwo$ciami.

Ze wzgledu na brak wystepowania wigzania wodorowego pomiedzy tlenem
pierscienia glikozydowego, a grupa hydroksylowa sasiedniej jednostki strukturalne;j,
mozliwe sa w czasteczce trehalozy duze zmiany polozenia reszt glukozy wzgledem
wigzania glikozydowego. Zapewnia to dostosowanie ksztattu czasteczki disacharydu
do konformacji makroczasteczki, z ktora tworzy kompleks.

Cukier ten pemi funkcje ochronne komorek i makroczasteczek. Zapobiega ich
rozrywaniu przez rosngce krysztatki lodu podczas zamrazania, a takze chroni przed
utratag wody i wysychaniem. Funkcje te thumaczy si¢ miedzy innymi zdolnoscia do
tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy tym disacharydem, a polarnymi grupo-
waniami biatek.

Trehaloza moze przyjmowaé forme cieklokrystaliczna, dzigki czemu tworzy nie-
higroskopijne szkliwo, zapewniajac jednoczesnie ptynno$¢ i dynamiczno$¢ blon
komoérkowych [5].

7.1. Przemysl spozywczy i paszowy

Disacharyd ten obecnie bywa stosowany jako zamiennik sacharozy w przemysle
spozywczym, w produkcji wyrobow cukierniczych, napojow, mrozonek, przetworow
owocowo-warzywnych lub konserw.

Trehaloza nie ulega reakcji Maillarda, w zwigzku z czym nie powoduje brunat-
nienia produktow zywnosciowych. Dodatkowo jej termostabilno$¢ i odpornos¢ na
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srodowisko kwasne, pozwolita wykorzysta¢ ja jako dodatek do mleka suszonego
rozpylowo. Poza tym trehaloza ogranicza zmiany lepkosci, przebiegajace podczas
przechowywania przetworéw owocowo-warzywnych [3, 37].

Trehaloza zastepuje czesto sacharozg, stosowang w produktach spozywczych jako
zagestnik, konserwant czy regulator. Dodatek cukrozy powoduje nadmierng stodkos¢
produktu. Zastosowanie trehalozy, wykazujacej 45% stodkosci sacharozy, gwarantuje
uzyskanie odpowiednich waloréw smakowych i charakterystycznych cech danego
produktu, waznych z punktu widzenia producenta.

Przysmaki typowe dla krajow azjatyckich (surimi, kamaboko) zawieraja dodatek
trehalozy, co gwarantuje dluzsza przydatnos¢ produktow do spozycia oraz ich sprgzys-
to$¢ 1 elastycznos¢, pomimo zachodzacych procesow zamrazania i liofilizacji [1].

Trehaloza moze by¢ stosowana jako dodatek do pasz dla zwierzat.

Shi (2013) jest autorem zgloszenia patentowego w ktorym trehaloza jest alterna-
tywa dla konwencjonalnych antybiotykow w paszy [50].

Wykazano takze, ze disacharyd ten hamuje wzrost szkodliwych bakterii jelitowych,
chronigc btong §luzowa jelit i wspierajac prawidlowy wzrost zwierzat. Trehalozy uzyto
takze do enkapsulacji innych zwigzkow, (w tym przypadku enzymow). Okazato si¢ iz
w takiej formie wykazuja one wigksza aktywnos¢ po ekspozycji na podwyzszona
temperatur¢ W trakcie procesu produkcji paszy dla zwierzat [40].

Wykazano rowniez zwigzek pomiedzy suplementacja diety krow trehaloza,
a jakoscig mleka uzyskiwanego od kréw mlecznych [41].

7.2. Przemyst kosmetyczny

Trehaloza putapkuje i redukuje nieprzyjemny zapach emitowany przez ludzka skorg
nawet o 70%. Wlasciwos$¢ ta czyni ten disacharyd uzytecznym dodatkiem do kreméw
oraz dezodorantow [3].

Zapach wydzielany przez skore, charakterystyczny dla ludzi w wieku powyzej 55 lat,
zwigzany jest z obecnoscig nienasyconych aldehydow, takich jak 2-nonenal i 2-oktenal.
Zwiazki te powstaja przez degradacj¢ nienasyconych kwasow thuszczowych (glownie
kwas oleopalmitynowy). Badania polegajace na rozpyleniu na skore 0sob starszych 2%
roztworu trehalozy wykazaly, ze disacharyd ten powoduje uwiezienie nienasyconych
aldehydow, co zwigzane jest ze spadkiem przykrego zapachu o ok. 70% [51].

Trehaloza zastgpita kwas hialuronowy w kroplach do oczu stosowanych u pacjen-
tow cierpigcych na zespot suchego oka [52].

Kale 1 wspotpracownicy w 2016 opracowali monooleinian trehalozy, ktory dosko-
nale sprawdzat si¢ jako czynnik zapobiegajacy agregacji zarowno w Srodowiskach
wodnych jak i hydrofobowych [42].

7.3. Zastosowania medyczne

Dzigki temu, ze trehaloza zapobiega agregacji czy powstawaniu niewlasciwych
form biatek, probuje si¢ ja wykorzystywaé do walki z takimi chorobami jak: amy-
loidoza, choroba Creutzfelda-Jakoba, Huntingtona, mukowiscydoza [53]. Ponadto wy-
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kazano, ze wzbogacenie trehaloza diety myszy cierpiacych na osteoporoze spowo-
dowato, zahamowanie ubytku beleczek kostnych [8, 51].

Odkrycie funkcji trehalozy polegajacej na zapobieganiu zmianom konformacyjnym
bialek, pozwolilo naukowcom wysuna¢ wnioski co do ewentualnego wykorzystania
trehalozy do liofilizowanych szczepionek i wszelkich ptynéw do iniekcji, zabez-
pieczajac je przed utratg aktywnosci biologiczne;.

Ochrona struktur komoérkowych przed niekorzystnymi skutkami zamrazania czy
rozmrazania spowodowana tworzeniem komplekséw trehaloza-makromolekuta,
przyczynita si¢ do zastosowania trehalozy w medycynie i weterynarii, m.in. dla
wydluzenia przydatno$ci organow przeznaczonych do przeszczepu lub przezywalnos$ci
embrionow [52].

Pochodne trehalozy (estry) z kwasem mykolowym znalazly zastosowanie jako
czynniki immunostymulujace, aktywujace makrofagi i zwickszajace odporno$¢ na
infekcje bakteryjne i1 pasozytnicze (poprzez podwyzszenie poziomu interleukiny,
interferonu). Podawane doguzowo i dozylnie powoduja regresj¢ guzow nowotwo-
rowych [52].

7.4. Inne zastosowania

Stwierdzono przedtuzenie trwalosci Scigtych tulipanow oraz gladioli podczas
przechowywania w wodzie zawierajgcej dodatek trehalozy w ilogci 50 - 100 mM [3].

Gen attpsl z A. thaliana koduje enzym syntazg trehalozo-6-fosforanu, ktory warun-
kuje niewrazliwo$¢ nasion na glukoze zawarta w podtozu. Wihasciwos¢ ta wykorzysta-
wana jest podczas uprawiania transgenicznych roslin w warunkach aseptycznych.
Kietkowanie i r6znicowanie u dzikich odmian roslin jest zahamowane przez glukoze,
zatem attpsl stanowi marker selektywny w czasie procesu transformacji ro$lin
z uzyciem glukozy jako czynnika selekcyjnego [3]

Duze znaczenie mogg mie¢ podjete juz proby wprowadzenia do genomu ro$lin
gendw odpowiedzialnych za biosynteze trehalozy. Celem tych prac jest uzyskanie
transgenicznych ro$lin o zwiekszonej odpornosci na suszg i przymrozki [54].

Estry trehalozy wykorzystywane sa do wickszego i wydajniejszego pozyskiwania
ropy naftowej z pokladow piaskowcowych. W przypadku wylewoéw ropy do
srodowiska stosuje si¢ emulsje trehalozo-lipidowe, ktore zmniejszajg efekt skazenia
srodowiska [1].

Podsumowujac, aktualne i potencjalne mozliwos$ci zastosowan trehalozy to:

e  substytut sacharozy,

e Srodek zabezpieczajacy i stabilizujacy (glownie biatka) oraz zabezpieczajacy
przed odwodnieniem i zamrazaniem,

e  zastosowanie w profilaktyce i leczeniu chorob — przede wszystkim zwiazanych
z nieprawidlowym formowaniem biatek u cztowieka,

e  przemyst kosmetyczny,

e  przemyst paszowy,

e wzmocnienie/uodpornienie ro$lin transgenicznych na wysychanie.
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8. Otrzymywanie trehalozy na skale przemystowa

Wielko$¢ sprzedazy trehalozy w ostatnich latach na globalnych rynkach wzrosta
dzigki poznaniu szerokiej gamy wiasciwosci tego dwucukru oraz obnizeniu kosztow

produkgcji (rys. 6).
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Rysunek 6. Wielko$¢ sprzedazy trehalozy w roku 2014 (opracowanie wlasne w oparciu o dane statystyczne)

Aktualnie $wiatowa produkcja trehalozy wynosi okoto 50 ty$ ton rocznie i rok do
roku notuje si¢ nieznacznie, ale coraz wyzsze poziomy produkcji. O potencjale
swiadczy chociazby podpisanie umowy miedzy Swiatowym potentatem, jakim jest
firma Cargill, z oddziatem japonskiego producenta w 2014 roku.

Cukier ten jest wytwarzany przez komorki podczas szoku termicznego (gwattowny
wzrost lub spadek temperatury), a takze pod wplywem stresu zwigzanego z nagla
zmiang cis$nienia 1 zawarto$ci tlenu w $rodowisku lub wprowadzenia substancji
toksycznych. Zjawisko to wykorzystano w pierwszym okresie produkcji trehalozy na
skale przemystowa z zastosowaniem drozdzy S. cerevisiae.

Kolejg zbadang fizjologiczna rolg trehalozy jest jej udzial w procesach Osmo-
adaptacji mikroorganizmoéw. W warunkach stresu osmotycznego obserwuje si¢ aku-
mulacje tego disacharydu u Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Cyano-
bacterium sp., Rhodspiryllum. Osmolarno$¢ srodowiska ma wplyw na wytwarzanie
trehalozy przez mikroorganizmy. Wysoka osmolarno$¢ indukuje akumulacje trehalozy
poprzez aktywacj¢ enzymow katalizujacych syntezg tego cukru. [21].

Dzigki trehalozie drozdze sa w stanie przezy¢ w temperaturach od 30°C do 40°C.
Szok termiczny i innego rodzaju stresy indukuja akumulacje trehalozy w drozdzach
[55, 56]. Wykazuje ona ochronng funkcje, i podobnie jak biatka szoku termicznego,
jest wytwarzana w odpowiedzi na stres. Drozdze S. cerevisiae w odpowiedzi na stres
syntetyzuja duze ilosci trehalozy, ktora stabilizuje biatka oraz zapobiega ich dena-
turacji. Niestety po ustgpieniu szoku termicznego zawarto$¢ trehalozy w komorkach
drozdzy szybko si¢ obniza [57, 58]. Wiasciwos¢ ta mocno utrudniata produkcje
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trehalozy z zastosowaniem drozdzy. Nie bez wplywu na odstgpienie od tej metody
produkcji byta takze obecno$¢ trudnej do dezintegracji §ciany komorkowej drozdzy
oraz wysoce koszto- i energochtonny proces biosyntezy drozdzy na skalg przemystowg
w specyficznych warunkach.

W tabeli 2 przedstawiono zawarto$¢ trehalozy w komoérkach drozdzy w zalezno$ci
od fazy rozwoju [59].

Tabela 2. Zawarto$¢ trehalozy (% s.m.) w aktywnych fizjologicznie komodrkach drozdzy i w odwodnionym
preparacie handlowym [59].

Rodzaj drozdzy i faza wzrostu Ilo$¢ trehalozy [% s.m.]
Logarytmiczny wzrost szczepu S. cerevisiae 0,45

Logarytmiczny wzrost drozdzy handlowych 0,41

Odwodniony preparat drozdzy handlowych 11,96

Zrédto: [59]

W drozdzach S. cerevisiae i Schizosacchoromyces pombe ilo$¢ disacharydu mozna
rowniez zwigksza¢ poprzez dodanie do hodowli zwigzkéw chemicznych, takich jak
etanol, nadtlenek wodoru, siarczan miedzi lub chlorek sodu [23].

Po hodowli trehaloza byta ekstrahowana z komoérek drozdzy (lub innych orga-
nizméw) za pomocg etanolu lub kwasu trichlorooctowego. Wadg metody byta skomli-
kowana procedura deproteinizacji, potrzeba zaggszczania ekstraktu oraz koniecznos¢
dezaktywacji endogennej trehalazy, ktoéra powodowata hydrolizg produktu.

Do odbialczania stosowano siarczan rteci, siarczan cynku lub kwas trichlorooctowy
(TCA) [60, 61]. Zanieczyszczenia koncowego produktu niebezpiecznymi substancja-
mi, wysokie koszty i stosunkowo niska wydajno$¢ oraz technologia nie sprzyjajaca
ochronie $rodowiska hamowaly pehiejsze wykorzystywanie trehalozy. Pod koniec
ubiegltego wieku koszt jednego kilograma trehalozy ekstrahowanej z komoérek drozdzy
wynosit ponad 100 USD [62, 63].

Ze wzgledu na liczne wady metody, koszt konicowego produktu oraz rozwoj nauki,
pojawity si¢ nowe, bardziej skuteczne sposoby produkcji [53].

Aktualnie firma Cargill sprzedaje okoto 30 ty$ ton trehalozy rocznie uzyskanej przy
pomocy syntazy maltooligozylotrehalozy (MTS) oraz trehalohydrolazy maltooligo-
zylotrehalozy (MTH), wyizolowanych z bakterii Arthobacter ramosus Q36 (poczat-
kowo stosowano Brevibacterium helvolum).

Jako substrat stosuje si¢ skrobi¢ ziemniaczang lub tez skrobi¢ z kukurydzy i/lub
manioka. Uptynniana jest ona z wykorzystaniem endogennej, termostabilnej a-amyla-
zy z B. licheniformis. Reakcje prowadzi si¢ w 40°C, a ilo$¢ otrzymanej trehalozy
wynosita poczatkowo okoto 66% catkowitej objetosci roztworu uzytego w reakcji.

Dodatkowo, jako produkty oboczne, powstaly oligosacharydy, glukotrehaloza,
glukoza oraz pozostawal substrat w postaci maltozy.

Dopiero polaczenie aktywnosci rekombinantowych enzyméw wraz z o-amylaza
z Bacillus subtilis, ktora pomogta w rozktadaniu tancuchow bocznych skrobi oraz
izoamylazy z Pseudomonas amyloderamosa oraz glukotransferazy cyklomaltodekstryn
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pochodzacej z Bacillus stearothermophilus, a takze glukoamylazy z Aspergillus niger
zapewniajace rozlozenie pozostatosci oligosacharydéw i maltozy do glukozy popra-
wito mozliwosci produkcji trehalozy z naturalnych zrodet i stanowilo kolejny ,.krok
milowy” w usprawnieniu stosowanej technologii [34, 64, 65].

Rownolegle trwaly prace nad wykorzystaniem glukotransferazy oraz a-amylazy
uzyskanych z S. solfataricus. Optymalny o stosunek migdzy enzymami wynosi 1:1,
a konwersja nastgpuje niestety w temperaturze 60°C. Substratem byly rézne rodzaje
maltooligosacharydow, a koncowy wynik dawat 36-67% wydajnosci. W celu zwiek-
szenia efektywnosci procesu, jako alternatywnego substratu uzyto amylozy o wyzszej
polimeryzacji, co zwigkszylto stopien konwersji do trehalozy, ale nie pozostawato bez
wplywu na koszt koncowy [33, 66].

Po etapie konwersji maltozy do trehalozy nastgpuje zazwyczaj odbarwianie na
weglu aktywnym, sgczenie przez ziemi¢ okrzemkowa i/lub perlity, dejonizowanie na
zywicach jonowymiennych oraz zaggszczanie roztworu i ostatecznie krystalizacja
trehalozy.

Koncowy produkt zawiera okoto 98% trehalozy, 0,5% glukozy, 0,3% a-D-
izomaltozylo-a-D-glukozyltrehalozy i 0,1% glukopiranozydu.

Wdrozenie technologii opartej o MTS 1 MTH pozwolito na obnizenie kosztu wyt-
warzania trehalozy do okoto 5 USD za kilogram przy czysto$ci pozwalajacej na jej
zastosowanie w przemysle spozywczym [67]. Jest to w tej chwili glownie wykorzys-
tywana metoda produkc;ji trehalozy na duze skale.

Aktualnie prace majace na celu udoskonalenie technologii, polegaja na otrzymy-
waniu trehalozy z wykorzystaniem rekombinantowych enzyméw immobilizowanych.
Pierwszym przykladem moze by¢ wykorzystanie fosforylazy trehalozy z Schizo-
phyllum commune BT2115 wraz z fosforylaza skrobi z Corynebacterium callunae
DSM20147. Obydwa enzymy sa unieruchamiane wskutek adsorpcji. Substratami sa
maltodekstryny, glukoza oraz fosforany. Wydajno$¢ wynosi 2,6 g/I*h przez 72 godziny
procesu [68].

Obiecujace sg takze prace z zastosowaniem syntazy trehalozy pochodzacej z D.
geothermalis pozwalajace w reakcji ciaglej z enzymem immobilizowanym uzyskac
65% wydajno$¢ konwersji [18, 19].

Innym przyktadem wykorzystania immobilizacji enzymoéw jest produkcja
Zuzyciem syntazy trehalozy uzyskanej z grzyba zagwicy listkowatej (Grifola
frondosa). Trehaloza jest produkowana z szybkoscig 18 mmol/h [69].

W 2016 Li i wsp. zaproponowali alternatywna strategi¢ otrzymywania trehalozy
z wykorzystaniem rekombinantowego szczepu Yarrowia lipolytica i wtransformo-
wanego genu kodujacego syntaze trehalozy z Picrophilus toroidus z rownoczesng
hodowlg S. cerevisiae utylizujaca do etanolu pozostatg maltozg i produkt uboczny
w postaci glukozy. Problemem pozostaje aktywnos¢ hydrolizujacych glowny produkt
trehalozydaz w obu szczepach drozdzy [43].

Jeszcze inne podejscie zaprezentowali Zheng i inni (2015). Wykorzystali zintegro-
wany z E. coli gen kodujacy syntaz¢ trehalozy pochodzaca z Pseudomonas stutzeri
A1501. Roéwnoczes$nie na gospodarzu ekspresyjnym wymusili stala, niezagrazajaca
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funkcjonowaniu komorki gospodarza eksperyjnego permeabilizacje $ciany komor-
kowej. Pozwolito to praktycznie na wyeliminowanie produktu ubocznego jakim jest
glukoza [44].

Podsumowujac: technologia pozyskiwania/wytwarzania trehalozy z poczatkowej
ekstrakcji z roslin lub drozdzy, jak wigkszos¢ procesow w biotechnologii, aktualnie
opiera si¢ o wykorzystanie enzyméw rekombinantowych (takze do pozbycia sie
pozostatosci substratu i produktdéw ubocznych) po wlasciwym procesie. Obecne prace
dotycza immobilizacji tych enzymow i wykorzystania w procesie cigglym.

Osobnym problemem do rozwigzania w technologii otrzymywania tego disacha-
rydu jest jego krystalizacja z roztworu. Jednym z najwazniejszym powodow, dla
ktorego trehaloza pelni unikalng role w ochronie materiatow biologicznych, jest jej
wystegpowanie w szeregu odmian polimorficznych, zarowno w postaci krystalicznej,
jak i amorficznej. Sa znane co najmniej dwie postacie krystaliczne i kilka postaci pos-
rednich migdzy nimi, a formg amorficzng. Do najczgsciej wystepujacych krysztatlow
zalicza si¢ stabilny w temperaturze pokojowej dihydrat trehalozy. Powolne odwod-
nienie dihydratu powoduje nieodwracalne powstanie bezwodnego krysztatu. Podgrze-
wanie, do temperatury okoto 85°C, powoduje powstanie kolejnej postaci. Tak uzys-
kang form¢ mozna z powrotem uwodni¢ do postaci dihydratu, bez utraty integralno$ci
struktury krystalicznej. Uwaza sig, ze jest to spowodowane absorbowaniem wilgoci.
Mozliwo$¢ takiej transformacji bez zmian trojwymiarowej struktury disacharydu ma
duze znaczenie dla jego dziatania ochronnego (rys. 7) [70].
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Rysunek 7. Sciezka transformacji form polimorficznych trehalozy; na podstawie [70]

Mechanizm otrzymywania trehalozy z niedrogiego i szeroko dostgpnego substratu
maltozowego metodami opisanymi powyzej, wigze sie z konieczno$cig oczyszczania
mieszaniny poreakcyjnej, ktora oprocz trehalozy zawiera rowniez nieprzereagowang
czg¢$¢ maltozy oraz produkt uboczny jakim jest glukoza. Mimo wysokiej efektywnosci
metody, reakcja konwersji maltozy do trehalozy nie jest w pelni wydajna. W celu
otrzymania preparatu trehalozy o wysokim stopniu czystosci niezbedne jest przeprowa-
dzenie ekstrakcji, oczyszczania i Kkrystalizacji trehalozy z mieszaniny poreakcyjne;j.
Najprecyzyjniejsza metoda rozdzielania wymienionych wyzej weglowodanow jest
stosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z zastosowaniem eluentu,
w ktorego sktad wchodzi acetonitryl, metanol i woda. W kontekscie produkcji
trehalozy o jakosci spozywczej lub medycznej szczegdlnie niepozadanym, nawet
w sladowych ilosciach w produkcie koncowym jakim ma by¢ trehaloza jest acetonitryl.
Wymagania dotyczace wysokiej czystosci trehalozy stawiane przez przemyst zywie-
niowy, a zwlaszcza farmaceutyczno-medyczny wymagajg znalezienia drog alternatyw-
nych ograniczajacych koszty procesu, a przede wszystkim zapewniajacych bezpie-
czenstwo produktu koncowego.

W literaturze mozemy znalez¢ kilka metod krystalizacji pozwalajace na wyizo-
lowanie trehalozy z mieszaniny poreakcyjnej zawierajacej jako gtowny sktadnik treha-
loze¢ oraz towarzyszace jej maltoze i glukoze, jako produkty uboczne reakcji. Gloéwna
r6znica pomiedzy nimi jest obecnos¢ lub brak wstepnego oczyszczania roztworu oraz
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réznica w sposobie suszenia uzyskanych krysztaldéw. Uzyskana mieszaning poreak-
cyjna zawierajaca trehaloze, maltozg oraz glukoze zageszcza si¢ pod zmniejszonym
ci$nieniem za pomoca wyparki. W celu uzyskania krysztalow, dodaje si¢ etanolu
W proporcjach 80% v/v i pozostawia w temperaturze 4°C na 12 godzin. Po tym czasie
uzyskane krysztaly oddziela si¢ za pomocg technik filtracyjnych i rozpuszcza w
niewielkiej objetosci wody destylowanej. Nastepnym etapem jest powtdrzenie
czynnosci wykonywanych z rozpuszczalnikiem w celu wykrystalizowania catego
cukru. Suszenie krysztaltdow wykonuje sie w temperaturze 60°C przez 5 godzin [71].

Przyktadowe drogi postepowania w celu wyizolowania trehalozy z mieszaniny
poreakcyjnej opisane sg np. w patentach i publikacjach Kizawy [71,72].

W literaturze mozna rowniez znalez¢ metody krystalizacji poprzedzone wstepnym
oczyszczaniem. Jednym ze sposobow jest uzycie chromatografii kolumnowej z weg-
lem aktywowanym jako wypelieniem. Wymywanie ma charakter elucji gradientowe;j
z uzyciem mieszaniny wody i etanolu jako eluentu. Zbierane sa frakcje o stezeniu
etanolu 10-15%. Nastepnie otrzymana mieszanina jest zaggszczana za pomoca
wyparki. Kolejne etapy sa identyczne jak w akapicie powyzej [71]. Zastosowanie
enzymoOw jako biokatalizatora ma t¢ przewage w stosunku do ekstrakcji z drozdzy, ze
ten etap mozna pomingc.

W celu usunigcia niechcianych pozostatosci substratu, mozna dodaé¢ do mieszaniny
enzymy hydrolizujace odpowiednie wigzania glikozydowe. Przyktadowo, dodatek o-
glukozydazy powoduje hydrolize wigzan a-1,4-glukozydowych i rozpad czasteczek
maltozy do glukozy. Nastepnie uzyskang mieszaning rozdziela si¢ na kolumnie [73].

Krysztaly trehalozy moga by¢ otrzymane rowniez w efekcie suszenia poprzez
liofilizacje. W dos$wiadczeniu wykazano, ze podczas suszenia sublimacyjnego przy o
temperaturze -40°C roztwor wodny trehalozy nie ulegal krystalizacji. Jednak przy
dluzszym traktowaniu temperatura -18°C uzyskano krysztaly w postaci dihydratu
trehalozy, ktore pozniej przeszty w krystaliczng form¢ amorficzna. Przewaga liofili-
zacji polega na znacznym przyspieszeniu procesu oczyszczania jednakze wymaga
dodatkowej energii, a krysztaly trehalozy uzyskiwane tg metoda sg mniejsze co ma
swoje wady i zalety [74].

9. Podsumowanie

Trehaloza ze wzgledu na swoje specyficzne wlasciwosci moze znalez¢ znacznie
szersze niz obecnie zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym, farma-
ceutycznym i innych. Badania dotyczace przydatnosci trehalozy nie sa zakonczone
I wcigz poszukiwane sg nowe mozliwosci zastosowania tego cukru.

Warunkiem dalszego rozpowszechniania tego disacharydu jest uproszczenie catego
procesu produkcji, wyeliminowanie produktu ubocznego jakim jest glukoza i pozos-
tatosci substratu — maltozy.

Obecnie najbardziej obiecujacymi sg metody produke;ji trehalozy z wykorzystaniem
enzyméw rekombinantowych. Ponadto stalo si¢ mozliwe zapewnienie cigglosci pro-
cesu poprzez zastosowanie enzymow 1mrnoblhzowanych ktorych zaletg jest mozli-
wosc¢ tatwego usunigcia ze srodowiska reakcji po jej zakonczeniu.

Po erze ekstrakcji z drozdzy i optymalizacji sktadu pozywki oraz warunkoéw
stresogennych wszystko wskazuje na to, ze to wltasnie wykorzystanie syntazy trehalozy
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konwertujacej maltoze do trehalozy w jednoetapowej reakcji ma najwigksze szanse si¢
upowszechni¢ na skale przemystowa. Dodatkowo na korzy$¢ tego enzymu przemawia
wysoka wydajno$¢ procesu oraz dostgpno$¢ substratOow w postaci popularnych
i stosunkowo tanich syropow maltozowych.

Dzieki badaniom dotyczacym enzymow mozliwych do zastosowania przy
produkciji trehalozy zidentyfikowano biokatalizatory o obnizonej temperaturze reakcji,
szerszym zakresie tolerancji na zmienne pH, czy z ograniczonym wptywem jondéw
i odczynnikéw chemicznych.

Rosnie takze liczba rzeczywistych, a nie tylko potencjalnych aplikacji trehalozy i to
od prostego przediuzenia trwatosci cigtych kwiatow po istotne zastosowania medyczne
w profilaktyce i leczeniu trudnych do kuracji choréb. Coraz czgéciej docenia jg takze
przemyst kosmetyczny — a co za tym idzie ro$nie tez i zapotrzebowanie na samag
trehaloze.

Duze znaczenie dla ludzkosci moze mie¢ w przyszlosci takze integracja gendw
odpowiedzialnych za wytwarzanie trehalozy w powszechnie uprawianych w krajach
ubozszych, wrazliwych na zmiany klimatyczne, roslinach uprawnych takich jak na
przyktad ryz.

Zmiany technologii polegajace na wykorzystaniu enzymow rekombinantowych
pozwolity, poza obnizeniem kosztow, na stosowanie bardziej przyjaznych srodowisku
odczynnikow.

Osobnym problemem pozostaje wcigz kwestia usprawnienia samego procesu
krystalizacji cukru z uniknigciem tworzenia trudnego do obrébki niehigroskopijnego
szkliwa 1 form amorficznych oraz wyeliminowanie kolejnych etapow i niebezpiecz-
nych, badz po prostu drogich rozpuszczalnikow.

Wynalazcy wykazuja takze duzo inwencji w sposobie podejscia do prob pozbycia
sie (lub wrecz niewytworzenia) produktu ubocznego jakim w tej reakcji enzymatycznej
jest glukoza.

Podzi¢kowania
Dzigkuje Wspolpracownikom i Dyplomantom, ktorzy posrednio przyczynili si¢ do
powstania tego opracowania.
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Mozliwosci zastosowan, potencjalne zrodla oraz ewolucja technologiczna

sposobu otrzymywania trehalozy ze szczegélnym uwzglednieniem enzymu
syntazy trehalozy [EC 5.4.99.16]

Streszczenie

Jedna z wiodacych gatezi wspolczesnej biotechnologii opiera si¢ na produkcji biatek — przede wszystkim
enzymow. Sa one powszechnie wykorzystywane: od przemystu chemicznego poprzez przemyst spozyw-
czy az po medycyne i zycie codzienne (czy kto§ wyobraza sobie w dzisiejszych czasach proszek do prania
,»bez enzymu”). Przed rozwojem nowoczesnych metod biologii molekularnej i inzynierii genetycznej
pozyskiwano interesujagce substancje z tkanek organizméw zywych. Ze wzgledu na ciagle rosnace
zapotrzebowanie, ta droga izolacji/produkcji okazata si¢ niewystarczajaca. Zastosowanie technik opartych
o modyfikacje DNA umozliwito masowa produkcje prowadzona w specjalnych systemach ekspresyjnych.
Autor w rozdziale opisuje przypadek zmiany sposobu pozyskiwania specyficznego cukru o wielu unikal-
nych wiasciwos$ciach jakim jest trehaloza. W bardzo szybkim czasie okazalo sig, ze ,klasyczna” metoda
izolacji tego cukru z roslin, a nastgpnie takze juz w procesie biotechnologicznym z zastosowaniem
drozdzy, nie jest wystarczajaco wydajna. Do tego jest obarczona wysokimi kosztami i duzym poziomem
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skomplikowania. Zastosowanie podej$cia rodem z kolejnej fali rozwoju procesoéw biotechnologicznych
pozwolito ostatecznie wprowadzi¢ ja na rynek w wystarczajacej ilosci, a nawet w wyniku sprzezenia
zwrotnego (jak i z powodu unikalnych wiasciwosci trehalozy) stale zwigkszaé na nig zapotrzebowanie.

W opracowaniu mozna znalez¢ syntetyczne opis potencjalnych zrédet enzymoéw biosyntetyzujacych
trehalozg, krotki opis szlakow biochemicznych syntezy trehalozy w organizmach zywych, charakterystyke
enzymu o najwigkszym potencjale aplikacyjnym (wedlug autora — syntazy trehalozy), potencjalne i prak-
tyczne zastosowania samej trehalozy jak i opis zmian w technologii wytwarzania tego cukru na przestrzeni
lat, a takze pozostate do rozwigzania problemy.

Stowa kluczowe: trehaloza, syntaza trehalozy, enzymy, biosynteza, weglowodany

Possibility of practical application, sources and technological evolution
of trehalose production with particular emphasis on trehalose synthase enzyme

[EC 5.4.99.16]

Abstract

One of the leading branches of modern biotechnology is based on the production of proteins - primarily
enzymes. They are widely used: from the chemical industry through the food industry to medicine and
everyday life (does anyone can imagine washing powder without addition of “coldzymes” nowadays).
Prior to the development of modern methods of molecular biology and genetic engineering, interesting
substances were obtained usually from the tissues of living organisms. Because of the ever-increasing
demand, way of that kind of isolation/production has been insufficient. Use of techniques based on DNA
modification has allowed mass production in different expression systems.

Author in this chapter describes the case of changing the way of obtaining specific sugar with many unique
properties - trehalose. It quickly became noticeable that the "classical” method of isolating this sugar from
plants, and then also in the biotechnology with yeast, was not efficient enough. Moreover it is burdened
with high costs and a high level of complexity. Another technology has enabled it to produce and sell on
market in sufficient quantity. Moreover in result of feedback (and because of the unique properties of
trehalose), demand for this sugar is constantly increasing.

Author present synthetic of potential sources of enzymes biosynthesizing trehalose, short description of
biochemical pathways of trehalose synthesis in living organisms, characteristics of the enzyme with the
highest application potential (in author opinion - trehalose synthase), potential and practical uses of
trehalose as well as description of changes in the production technology of this sugar over the years, and
also what more is to solve in this chapter.

Keywords: trehalose, trehalose synthase, enzymes, biosynthesis, carbohydrates
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