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Szanowni Państwo, 

Przekazujemy Państwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTARUM POLONORUM 
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie 
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia 
ukazuje się nakładem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego  
we Wrocławiu od 2002 roku. 

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii 
drobnoustrojów, roślin i zwierząt, z naciskiem na aspekty praktyczne. 
Publikowane są oryginalne prace badawcze a także artykuły o charakterze 
monograficznym, w języku polskim lub angielskim ze streszczeniami  
w obu językach. Wszystkie opisy rysunków i tabel są dwujęzyczne.  
Prace są recenzowane przez najlepszych specjalistów z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne 
oraz szczegóły dotyczące przygotowania artykułu można znaleźć na stronie 
www.acta.media.pl

Zespół Redakcyjny



Dear Readers,

It is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM 
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish 
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released 
by publishing house of Wrocław University of Environmental and Life Sciences 
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of 
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.  
There are published both original research articles and monographs, in Polish 
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’ 
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists  
in the field. This issue is also dominated by the application problems. 

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial 
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et: 
www.media.pl. 

Editorial Team



WYKORZYSTANIE METODY AFLP DO PORÓWNANIA 
ORAZ OCENY ZRÓŻNICOWANIA GENETYCZNEGO 
WYBRANYCH ODMIAN I MIEJSCOWYCH POPULACJI 
FASOLI ZWYCZAJNEJ (PHASEOLUS VULGARIS L.) 
I FASOLI WIELOKWIATOWEJ  
(PHASEOLUS COCCINEUS L.)

Jarosław Nowosielski1, Dorota Nowosielska2, Magdalena Frąk3, 
Urszula Jankiewicz3, Zofia Bulińska-Radomska41
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3Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
4Krajowe Centrum Roślinnych Zasobów Genowych,  Instytut Hodowli 
i Aklimatyzacji Roślin, Radzików

Streszczenie. Celem prezentowanych badań było określenie przydatności metody AFLP do 
oceny zróżnicowania genetycznego odmian i populacji miejscowych Phaseolus vulgaris 
(fasoli zwyczajnej) i fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus L., syn. Phaseolus multi-
florus Wild.), zebranych podczas ekspedycji terenowych, a przechowywanych w Krajowym 
Centrum Roślinnych Zasobów Genowych. Doświadczenia wykonano z zastosowaniem  
8 starterów EcoRI i 8 starterów MseI, co dało 64 przebadane kombinacje starterów. Po-
zwoliło to na wybranie 15 par starterów generujących największą liczbę polimorficznych 
prążków na żelach poliakrylamidowych. Otrzymane wyniki rozdziału fragmentów DNA 
posłużyły do określenia podobieństwa badanych obiektów metodą analizy skupień, opiera-
jąc się na wartościach współczynnika podobieństwa Jaccarda. Uzyskane wyniki wykazały 
przydatność metody AFLP do odróżnienia poszczególnych populacji Phaseolus vulgaris 
L. i określenia ich zróżnicowania wewnątrzpopulacyjnego. W wydzielonych skupieniach, 
a szczególnie w przypadku fasoli wielokwiatowej, można wyodrębnić grupy złożone 
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z podobnych do siebie odmian i jednorodnych populacji miejscowych. Wyłonione grupy, 
w większości przypadków, charakteryzowało nie tylko podobieństwo DNA, ale również 
były one podobne pod względem cech morfologicznych nasion oraz pochodziły z jednego 
regionu.

Słowa kluczowe: AFLP, fasola zwyczajna, fasola wielokwiatowa, Phaseolus vulgaris, 
Phaseolus coccineus, populacje miejscowe, Nizina Południowopodlaska

WSTĘP

Fasola – (Phaseolus L.) jest rodzajem z rodziny bobowatych obejmującym około 200 
gatunków roślin rocznych i wieloletnich, pnączy oraz półkrzewów o dużych liściach 
i białych, żółtych lub czerwonych kwiatach. Uprawiana powszechnie w wielu odmia-
nach ze względu na jadalne strąki i nasiona, a czasem uprawiana jest też jako roślina 
ozdobna. Jako roślinę leczniczą fasolę znano już od najdawniejszych czasów. Proszkiem 
z wysuszonych, rozdrobnionych strąków posypywano chore miejsca skóry (świeże rany, 
oparzenia, egzemy, róża). Później odwary ze strąków fasoli podawano jako środek lecz-
niczy przeciw cukrzycy. Purée z fasoli jest dietetycznym daniem przy stanach zapalnych 
żołądka z osłabioną działalnością wydzielniczą gruczołów i przy otyłości. W lecznictwie 
ludowym napar lub odwar ze strąków stosuje się w chorobach nerek i pęcherza moczowe-
go, osłabieniu serca z obrzękami, nadciśnieniu, przewlekłym gośćcu i podagrze. Odwar 
z suszonych kwiatów stosuje się przy kamicy moczowej [Ożarowski, Jaroniewski 1987, 
Winiarska i in. 2008].

Fasola należy do podstawowej grupy roślin zalecanych gospodarstwom ekologicz-
nym. Jest to gatunek nie tylko plonotwórczy i ważny w płodozmianie, ale również ce-
niony jako bogate źródło białka i istotnych dla zdrowia aminokwasów, np. lizyny, wę-
glowodanów, witamin oraz błonnika. W Polsce południowo-wschodniej uprawiana na 
suche ziarno stanowi ważne źródło dochodów rolników. Jednocześnie swoimi walorami 
nie odbiega od innych roślin wysokobiałkowych, jak groch, bób i bobik oraz łubin słodki. 
Z rynkowego punktu widzenia uprawa fasoli jest bardziej dochodowa niż uprawa roślin 
zbożowych, a jej wartość w płodozmianie, z uwagi na korzystny wpływ poprzez wiązanie 
azotu z powietrza na żyzność gleby, jest wysoka w porównaniu z uprawą roślin zbożo-
wych. Polska jest jednym z wiodących producentów fasoli w Europie obok Włoch, Hisz-
panii, Portugalii i Grecji. Długa tradycja uprawy tego gatunku w naszym kraju pozwala 
na utrzymanie stabilnego areału uprawy fasoli [Łabuda 2011].

Duże znaczenie gospodarcze tej rośliny powoduje, że znajduje się ona w centrum 
zainteresowania wielu hodowców. Dążą oni do uzyskania odmian charakteryzujących się 
wysokim plonem i korzystną jego strukturą, dużą wczesnością, równomiernością dojrze-
wania, odpornością na szereg groźnych patogenów i przydatnością do zbioru mechanicz-
nego. Hodowcy powinni więc dysponować bogatym źródłem zmienności. W tym celu 
można wykorzystać populacje miejscowe uprawiane od wielu lat w różnych regionach 
Polski, zaś wypieranie ich przez nowoczesne, wyselekcjonowane odmiany prowadzi 
do ograniczania zmienności roślin wykorzystywanych przez człowieka. Systematyczne 
gromadzenie i  przechowywanie zasobów genowych roślin użytkowych w kolekcjach 
banków genów jest jednym z najważniejszych sposobów ich zachowania na potrzeby 
hodowli i badań naukowych [Nowosielska, Podyma 1998, 2001, 2005, Nowosielska i in. 
2005]. 
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Zadanie to w Polsce realizowane jest między innymi poprzez organizowanie ekspe-
dycji prowadzących zbiór istniejących jeszcze miejscowych populacji roślin uprawnych 
i gatunków spokrewnionych [Nowosielska, Podyma 1998, 2001]. Polska jest szczegól-
nym przykładem kraju w Europie Środkowej, w którym dzięki rozdrobnionej gospodarce 
rolnej zachowały się do czasów współczesnych miejscowe formy roślin uprawnych [Po-
dyma, Janik-Janiec 1995]. Od 1976 r. Krajowe Centrum Roślinnych Zasobów Genowych 
IHAR w Radzikowie (Polski Bank Genów) intensywnie prowadzi eksplorację na terenie 
Polski [Bulińska-Radomska, Góral 1991, Kulpa, Jastrzębski 1986, Kulpa, Górski 1986, 
Nowosielska, Podyma 1998, 2001, 2005, Nowosielska i in. 2005]. W rezultacie prowa-
dzonych ekspedycji kolekcyjnych zostały zgromadzone w KCRZG unikalne materiały 
genetyczne ginących ekotypów roślin uprawnych w Polsce, w tym również fasoli. Obec-
nie w przechowalni długoterminowej Krajowego Centrum Roślinnych Zasobów Geno-
wych zgromadzono ponad 3992 próbek z rodzaju Phaseolus, co stanowi ponad 6,037% 
przechowywanych wszystkich próbek roślinnych.

Fasola jest znaną od dawna rośliną uprawną tropikalnej Ameryki [Betz, Virginia 
1999]. Jest przykładem gatunku, który został udomowiony wielokrotnie w więcej niż 
jednym miejscu około 10 tys. lat p.n.e. Udomowienie Phaseolus vulgaris niezależnie 
w Andach i Ameryce Środkowej doprowadziło do powstania dwóch pól genowych tego 
gatunku, charakteryzujących się wieloma dobrze opisanymi „rasami” o odmiennej mor-
fologii roślin i różnych wymaganiach edaficznych oraz odpornością na stres biotyczny 
i abiotyczny.

Z hodowlanego punktu widzenia rośliny z puli Mezoamerykańskiej charakteryzują 
się korzystniejszymi cechami, jak np. odpornością na choroby wirusowe [Cattan-Toupan-
ce i in. 1998, Beebe i in. 2000, 2001, Papa, Gepts 2003, Torres i in. 2004, Amirul Islam 
i in. 2004, Chacon i in. 2005]. Celem prowadzonych badań było porównanie i ocena 
zróżnicowania genetycznego wybranych rodzimych odmian i populacji miejscowych fa-
soli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L) i fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus L.) 
zgromadzonych w Krajowym Centrum Roślinnych Zasobów Genowych w Radzikowie 
przy wykorzystaniu metody AFLP.

MATERIAŁ I METODY

Materiał badawczy stanowiło 7 odmian i miejscowych populacji fasoli wielokwiatowej 
(Phaseolus coccineus L., syn. Phaseolus multiflorus Wild.) oraz 34 odmiany i populacje 
miejscowe fasoli zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) (tab.1) zebrane podczas ekspedycji 
terenowych organizowanych przez dawny Zakład Krajowych Zasobów Genowych, a od 
1997 r. – Krajowe Centrum Roślinnych Zasobów Genowych [Kulpa, Jastrzębski 1986, 
Kulpa, Górski 1986, Bulińska-Radomska, Góral 1991, Nowosielska, Podyma 1998, 2001, 
2005, Nowosielska i in. 2005]. 

Do badań wysiano po 15 nasion z każdej odmiany i populacji miejscowej, w celu 
określenia zróżnicowania genetycznego. Izolacja całkowitego DNA z liści 6-tygodnio-
wych pojedynczych roślin została przeprowadzona według metodyki Firmy QIAGEN 
zestawem DNeasy Plant Mini Kit. Rośliny, z których został pobrany materiał, pochodziły 
z wysiewu do szklarni KCRZG. 
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Tabela 1.	 Odmiany i populacje miejscowe fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus L.) i fasoli 
zwyczajnej (Phaseolus vulgaris L.) wykorzystane w badaniach

Table 1.	 Varieties and landraces of bean (Phaseolus coccineus L.) and common bean (Phaseolus 
vulgaris L.) used in the study

Nazwa Pochodzenie Gatunek
POL KIE99-35 Wyżyna Kielecko-Sandomierska Phaseolus coccineus L.
BES 045 Bażanowice 16, Cieszyn Phaseolus coccineus L.
BLANKA odmiana hodowlana Phaseolus coccineus L.
BES 003 Kocierz Moszczanicki, Żywiec Phaseolus coccineus L.
P134 Piaski, Włodawa
EUREKA odmiana Phaseolus coccineus L.
POLPOD98-55 Łózki 39 Nizina Południowopodlaska Phaseolus coccineus L.
POLPOD98-75 Szustka 25 Nizina Południowopodlaska Phaseolus coccineus L.
Florentynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1478 populacja z miejscowości Bircza Phaseolus vulgaris L.
Augustynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Bor odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1004 populacja z miejscowości Kolonia Orzechów Phaseolus vulgaris L.
E 0952 populacja z miejscowości Różanka Phaseolus vulgaris L.
Aura odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1452 populacja z miejscowości Jeziorna Phaseolus vulgaris L.
Igołomska odmiana Phaseolus vulgaris L.
Justynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1204 populacja z miejscowości Góra Grabowiec Phaseolus vulgaris L.
Słowianka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Wiejska odmiana Phaseolus vulgaris L.
E 1172 populacja z miejscowości Wirkowice Phaseolus vulgaris L.
E 1683 populacja z okolic Lublina Phaseolus vulgaris L.
E 0956 populacja z miejscowości Różanka Phaseolus vulgaris L.
Biała wyborowa odmiana Phaseolus vulgaris L.
Bomba odmiana Phaseolus vulgaris L.
Michigan odmiana Phaseolus vulgaris L.
Atut odmiana Phaseolus vulgaris L.
Jubilatka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Wenta odmiana Phaseolus vulgaris L.
Mela odmiana Phaseolus vulgaris L.
Prosna odmiana Phaseolus vulgaris L.
Polanka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Nida odmiana Phaseolus vulgaris L.
Katarzynka odmiana Phaseolus vulgaris L.
Longina odmiana Phaseolus vulgaris L.
Małopolanka odmiana Phaseolus vulgaris L.
PV 196 populacja z miejscowości Kajanka Phaseolus vulgaris L.
PV 95 populacja z miejscowości Włosienica Phaseolus vulgaris L.
PV 93 populacja z miejscowości Włosienica Phaseolus vulgaris L.
Krakowska odmiana Phaseolus vulgaris L.
Perłówka odmiana Phaseolus vulgaris L.
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Analizy DNA przeprowadzono metodą AFLP (ang. Amplified Fragment Length Po-
lymorphism) [Vos i in. 1995] według standardowego protokołu (AFLP Plant Mapping 
Protocol 1997), udostępnianego przez firmę Applied Biosystem, na aparacie ABI PRISM 
377XL. Fragmentację i ligację DNA przeprowadzono w jednym układzie zawierającym 
w objętości 11 µl : 0,5 µg genomowego DNA, 1 µl buforu do ligacji 10 x T4 zawierające-
go ATP, 1 µl 0,5 M NaCl, 0,5 µl 1,0 mg/ml BSA, 1 µl adaptora EcoRI, 1 µl adaptora MseI 
i 1 µl mix-u składającego się z: 0,1 µl buforu do ligacji 10 x T4 zawierającego ATP, 0,1 
µl 0,5 M NaCl, 0,05 µl 1.0 mg/ml BSA, 1 jednostkę enzymu MseI, 5 jednostek enzymu 
EcoRI i 1 jednostkę T4 DNA Ligazy. Wstępne powielenie fragmentów DNA przepro-
wadzono w układzie zawierającym w objętości 20 µl: 0,5 µl preselektywnego startera 
AFLP EcoRI, 0,5 µl preselektywnego startera AFLP MseI, 15 µl AFLP Core Mix-u, 4 µl 
rozcieńczonej w buforze 0,1 M TE w stosunku 1:17,2 zawiesiny zawierającej fragmenty 
DNA powstałe po fragmentacji i ligacji genomowego DNA.

Do uwidocznienia zróżnicowania genetycznego pomiędzy badanymi obiektami w re-
akcjach selektywnego powielenia fragmentów AFLP wykorzystano 12 par kombinacji 
starterów różnicujących EcoRI i MseI (tab. 2).

Tabela 2.	 Kombinacje starterów reakcji AFLP różnicujące badane odmiany i populacje Phaseolus 
coccineus i Phaseolus vulgaris 

Table 2.	 Primer combinations of AFLP reaction differentiating studied varieties and landraces  
of Phaseolus coccineus and Phaseolus vulgaris

MseI-
CAA

MseI-
CAC

MseI-
CAG

MseI-
CAT

MseI-
CTA

MseI-
CTC

MseI-
CTG

MseI-
CTT

EcoR I- ACT X X X X

EcoR I- ACA X X X

EcoR I- AAC

EcoR I- ACC

EcoR I- AGC

EcoR I- AAG X X

EcoR I- AGG X X

EcoR I- ACG X X X X

Selektywne powielenie fragmentów DNA przeprowadzono w układzie zawierającym 
w objętości 15 µl: 10 µl AFLP Core Mix, 1 µl 5 µM-MseI [ Starter-Cxx], 1 µl 1 µM- 
-EcoRI [Starter-Axx], 3 µl produktu powstałego po wstępnej amplifikacji rozcieńczone-
go 0,1 M buforem TE w stosunku 1:19. Wszystkie reakcje zostały przeprowadzone na 
termocyklerze firmy Biometra przy prędkości zmian temperatury ustawionych na 1ºC/1s. 
Wielkość analizowanych fragmentów DNA zawarta była w przedziale od 35 do 500 bp, 
i została określona na podstawie oprogramowania GENESCAN z dokładnością do 0,5 
bp. Macierz podobieństwa badanych obiektów zbudowano, opierając się na oprogramo-
waniu GENOTYPER v. 2,5, przy założeniu istotności piku ≥ 50 hp nad linią bazową.  
W odniesieniu do wszystkich badanych obiektów wykonano analizę skupień na pod-
stawie podobieństwa DNA. Do wydzielenia grup obiektów podobnych do siebie pod 
względem polimorfizmu DNA, określenia wzajemnego podobieństwa pomiędzy badany-
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mi gatunkami, odmianami i populacjami wykorzystano dendrogramy otrzymane metodą 
średniej odległości pomiędzy skupieniami – UPGMA, opierając się na współczynniku 
podobieństwa Jaccarda, skonstruowane za pomocą oprogramowania SAS 9.1 oraz SPSS 
[Górniak, Wachnicki 2004].

Jc = a/(a+b+c)
gdzie:
a – suma prążków wspólnych,
b – suma prążków występujących u pierwszego porównywanego obiektu,
c – suma prążków występujących u drugiego porównywanego obiektu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Metoda AFLP [Vos i in. 1995] jest jedną z dokładniejszych technik analizy DNA wyko-
rzystywanych w genetyce populacji roślin, jak również w identyfikacji genów warunku-
jących odporność na choroby [Mukeshimana i in. 2005]. Łączy ona w sobie zalety takich 
technik jak RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism – polimorfizm długości 
fragmentów restrykcyjnych), [Grodzicker i in. 1974] oraz RAPD (Random Amplified 
Polimorphic DNA – polimorfizm DNA amplifikowanego losowo) [Williams i in. 1990, 
Russell i in. 1997]. Największymi zaletami tej metody są przede wszystkim: stosowanie 
tylko dwóch starterów w każdej kombinacji, dających w wysokim stopniu (blisko 100%) 
powtarzalne wyniki, możliwość stosowania jej do różnej wielkości genomów oraz brak 
konieczności znajomości sekwencji wybranych odcinków genomu przy mało inwazyj-
nym charakterze przyżyciowego pobierania prób [Reisch i in. 2003, Gaudeul i in. 2000, 
Jones i in. 1997, Robinson, Harris 1999].

Wcześniejsze badania polimorfizmu fasoli zwyczajnej wykonane w KCRZG metodą 
RAPD [Nowosielski, Podyma 2001, 2004, Nowosielski i in. 2002] okazały się w małym 
stopniu przydatne do oceny zróżnicowania genetycznego odmian hodowlanych i popula-
cji miejscowych tych gatunków ze względu na niski poziom wykrywalnego polimorfizmu 
DNA. Z tego powodu posłużono się metodą AFLP jako metodą umożliwiającą wykrycie 
znacznie większej liczby polimorficznych pasm DNA niż RFLP. Metoda ta sprawdziła się 
w badaniach nad genetycznym rozróżnieniem Phaseolus lunatus od Phaseolus vulgaris, 
jak również do potwierdzenia istnienia dwóch pul genowych Phaseolus lunatus [Caicedo 
i in. 1999].

W prezentowanych badaniach DNA metodą AFLP zastosowano 12 kombinacji star-
terów (tab. 2), co umożliwiło scharakteryzowanie polimorfizmu badanych obiektów na 
podstawie analizy obecności ponad 900 różnicujących prążków DNA. Na ogół przyjmuje 
się, że już 250–300 polimorficznych prążków DNA jest wystarczającą liczbą do wia-
rygodnego określenia zróżnicowania badanych obiektów. Zastosowana analiza skupień, 
opierając się na wartościach współczynnika podobieństwa Jaccarda, pozwoliła na wy-
odrębnienie 2 skupień grupujących oddzielnie dwa gatunki fasoli Phaseolus coccineus 
i Phaseolus vulgaris. W skupieniach tych, a szczególnie w przypadku fasoli wielokwia-
towej, można wyodrębnić grupy złożone z podobnych do siebie odmian i jednorodnych 
populacji miejscowych. Wyodrębnione grupy, w większości przypadków, charakteryzo-
wało nie tylko podobieństwo DNA, ale również były one podobne pod względem cech 
morfologicznych nasion oraz miejsca zbioru (rys. 1).
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Rys.1. Dendrogram otrzymany metodą najbliższego sąsiedztwa w oparciu o współczynnik podobieństwa Jaccarda, 
obrazujący zróżnicowanie genetyczne zarówno pomiędzy gatunkami, odmianami i badanymi populacjami gatunku Phaseolus 
coccineus L. i Phaseolus vulgaris L. 

Figure 1. Dendrogram obtained by the nearest-neighbor method based on Jaccard similarity coefficient, showing the genetic 
diversity both between studied species, varieties and landraces of the species Phaseolus coccineus L. and Phaseolus vulgaris L. 
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W obrębie skupienia obejmującego fasolę wielokwiatową zaobserwowano duże po-
dobieństwo wszystkich badanych obiektów z wyjątkiem odmiany Blanka oraz populacji 
oznaczonej jako BES 045, którą cechuje również odmienna charakterystyka morfologicz-
na nasion. Nasiona tej populacji są bardziej wydłużone i lekko nerkowate, z dużą czer-
woną plamą wokół znamienia i małymi plamkami na reszcie powierzchni. Stwierdzono 
też wysoki stopień podobieństwa genetycznego prób oznaczonych jako POLKIE99-35 
i BES 003 do próby określonej jako odmiana Eureka. Znajduje to również odzwierciedle-
nie w obserwowanym podobieństwie morfologicznym nasion. Na tej podstawie można 
wyciągnąć wniosek, iż próby nr POLKIE99-35 i BES 003 są blisko spokrewnione lub też 
wręcz wywodzą się od odmiany Eureka (rys. 2). 

Rys. 2. Dendrogram otrzymany metodą najbliższego sąsiedztwa w oparciu o współczynnik podobieństwa Jaccarda, 
obrazujący zróżnicowanie genetyczne pomiędzy odmianami i badanymi populacjami gatunku Phaseolus coccineus L 
Figure 2 Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coefficient, showing the genetic 
variation among varieties and populations studied species Phaseolus coccineus L 
 

 
 
Rys. 3. Dendrogram otrzymany metodą najbliższego sąsiedztwa w oparciu o współczynnik podobieństwa Jaccarda, 
obrazujący zróżnicowanie genetyczne w obrębie populacji określonej jako BES 003 ( Phaseolus coccineus L.) 
 

* 0 – 13 są kolejnymi próbami wewnątrz badanej populacji. 
Figure 3 Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coefficient, showing the genetic 
diversity within a landrace defined as BES 003 ( Phaseolus coccineus L.) 
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dobieństwa Jaccarda, obrazujący zróżnicowanie genetyczne pomiędzy odmianami i bada-
nymi populacjami gatunku Phaseolus coccineus L.

Fig. 2.	 Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coeffi-
cient, showing the genetic variation among varieties and populations studied species Pha-
seolus coccineus L.

Fasola wielokwiatowa jest rośliną obcopylną. Najprawdopodobniej przepylenia w ob-
rębie tego gatunku spowodowały, iż nastąpiło pewne ujednolicenie profili genetycznych, 
co można zaobserwować w postaci skupienia gromadzącego na dendrogramie próby po-
chodzące z jednego obszaru geograficznego jak np. populacje oznaczone POLPOD98-55 
i POLPOD98-75. O występowaniu przepyleń w obrębie tego gatunku można wniosko-
wać, analizując dendrogramy obrazujące zróżnicowanie występujące wewnątrz analizo-
wanych populacji miejscowych. Przykładem tego mogą być pojedyncze rośliny tworzące 
oddzielne jednoobiektowe skupienia, pozostające w istotnej odległości od pozostałych 
obiektów (rys. 3, 4).

Skład grup tworzonych przez odmiany i populacje miejscowe fasoli zwyczajnej sta-
nowi szerokie spektrum genetycznego zróżnicowania, którego nie można opierać tyl-
ko na morfologii nasion ani miejscach zbioru. Obserwowane zróżnicowanie genetyczne 
analizowanych populacji lokalnych może w dużej mierze wynikać z tego, iż w skład 
zebranych prób często wchodzą nasiona kilku odmian, które morfologicznie są bardzo 
podobne do siebie. Wynika to z tradycyjnego sposobu uprawy tej rośliny w małych go-
spodarstwach, gdzie fasola jest wysiewana z nasion ze zbioru uzyskanego w danym go-
spodarstwie, a braki uzupełniane poprzez zakup nowych odmian.
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Rys. 4. Dendrogram otrzymany metodą najbliższego sąsiedztwa w oparciu o współczynnik podobieństwa Jaccarda, 
obrazujący zróżnicowanie genetyczne w obrębie populacji określonej jako BES 045 ( Phaseolus vulgaris L.) 

*  numery 0 – 14 są kolejnymi próbami wewnątrz populacji 
Figure 4 Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coefficient, showing the genetic 
diversity within a population defined as BES 045th ( Phaseolus vulgaris L.) 
 
 

 
 
 

Rys. 4. 	 Dendrogram otrzymany metodą najbliższego sąsiedztwa na podstawie współczynnika 
podobieństwa Jaccarda, obrazujący zróżnicowanie genetyczne w obrębie populacji okre-
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	 numery 0–14 są kolejnymi próbami wewnątrz populacji
Fig. 4. 		 Dendrogram obtained by nearest-neighbor method based on the Jaccard similarity coeffi-

cient, showing the genetic diversity within a population defined as BES 045th ( Phaseolus 
vulgaris L.)

	 0–14 are the subsequent specimens within studied population
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Zebrane nasiona są przechowywane razem, a jedynym zwykle zastosowanym podzia-
łem jest podział ze względu na sposób użytkowania i uprawy. 

Uzyskane wyniki wykazały, iż wykorzystanie techniki AFLP pozwala na odróżnie-
nie poszczególnych odmian i populacji Phaseolus coccineus oraz Phaseolus vulgaris,  
a także określenie ich polimorfizmu DNA. Badania potwierdziły, że te dwa gatunki tworzą 
wyraźnie dwa oddzielne skupienia, co pozwala na rozróżnienie populacji tych gatunków 
występujących w Polsce. Dendrogramy zbudowane na podstawie wyników uzyskanych 
metodą AFLP pozwalają na identyfikację zbliżonych genetycznie genotypów, a metoda 
AFLP może być pomocna w selekcji genotypów najbardziej oddalonych od siebie na 
potrzeby programów hodowlanych.
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USING AFLP METHOD TO COMPARE AND EVALUATE OF GENETIC 
DIVERSITY OF SELECTED VARIETIES AND LANDRACES OF COMMON 
BEAN (PHASEOLUS VULGARIS L.) AND BEAN (PHASEOLUS COCCINEUS L.)

Summary: The aim of the study was to determine the usefulness of AFLP method to assess 
genetic diversity of varieties and landraces of Phaseolus vulgaris and Phaseolus coccineus 
L., syn. Phaseolus multiflorus Wild. collected during field expeditions, and stored in the 
National Centre for Plant Genetic Resources. Experiments were performed using 8 primers 
with EcoRI and MseI primer 8, which gave the 64 tested combinations of primers. This 
allowed to select 15 pairs of primers that generate the highest number of polymorphic bands 
on polyacrylamide gels. The obtained results of separation of DNA fragments were used to 
determine the similarity of the studied objects by cluster analysis based on Jaccard simila-
rity coefficient. The results showed the usefulness of the AFLP method to distinguish dif-
ferent populations of Phaseolus vulgaris L. and determination of their diversity within  the 
populations. In the framework of the isolated clusters, especially in the case of Phaseolus 
coccineus L, the groups consisting of a varieties similar to each other and homogeneous 
landraces, can be extracted. In most cases consisted of groups were characterized not only 
by the similarity of DNA, but they were also similar in terms of morphological characteri-
stics of seeds and place where they were collected.

Key words: AFLP, common bean, bean, Phaseolus vulgaris, Phaseolus coccineus, 
landraces, Południowopodlaska Plain
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DIHYDROKSYACETON – charakterystyka, 
zastosowanie, otrzymywanie

Lidia Stasiak-Różańska, Stanisław Błażejak-1

Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Dihydroksyaceton (DHA) jest ketotriozą o właściwościach redukujących. 
Znajduje zastosowanie głównie w przemyśle spożywczym (substancja słodząca, suplement 
diety, emulgator, plastyfikator), kosmetycznym (aktywny składnik kremów samoopalają-
cych) oraz w medycynie (leczenie bielactwa skóry,  komponent biomateriałów tamujących 
krwotoki). Obecnie dihydroksyaceton wytwarzany jest biotechnologicznie na drodze niecał-
kowitego utleniania glicerolu przez bakterie octowe z gatunku Gluconobacter oxydans ATCC 
621. Enzymem katalizującym tę reakcję jest zależna od PQQ dehydrogenaza glicerolowa 
(GlyDH). W pracy przedstawiono charakterystykę fizyczną, chemiczną oraz zastosowanie 
DHA. Opisano również metody produkcji tego związku, które opracowywano i doskonalono 
na przestrzeni wielu lat. 

Słowa kluczowe: bakterie octowe, utlenianie glicerolu, dihydroksyaceton

Właściwości chemiczne i fizyczne dihydroksyacetonu

Dihydroksyaceton (DHA) jest jednym z podstawowych produktów pośrednich metaboli-
zmu glicerolu w komórkach prokariotów i eukariotów [Tkáč i in. 2001]. Pełna nazwa che-
miczna tego związku, nadana przez IUPAC, to 1,3-dihydroksy-2-propanon. W literaturze 
[Lewis 2001] DHA określany jest również jako: dihydroksypropanon, chromelin, oxantin, 
viticolor. Według klasyfikacji chemicznej związek ten jest trójwęglowym monosacharydem 
o właściwościach redukujących. Naturalnym miejscem jego występowania są buraki cu-
krowe i trzcina cukrowa [Lewis 2001].

Masa molowa DHA (C3H6O3) wynosi 90,07794 g×mol-1 [Lide, Milne 1994], a tem-
peratura topnienia 75–80°C [O’Neil 2001]. W wyniku krystalizacji DHA przyjmuje postać 
białego, higroskopijnego proszku charakteryzującego się słodkim, orzeźwiającym sma-
kiem [Lewis 2001, O’Neil 2001]. Podgrzany do temperatury wrzenia (188°C) wydziela 
silnie drażniące opary [Lewis 2004]. Dihydroksyaceton nie posiada centrum chiralnego, 
dlatego nie wykazuje aktywności optycznej. Związek ten występuje w dwóch odmianach: 
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mono- oraz dimerycznej [Ferroni i in. 1999].  Forma dimeryczna jest dobrze rozpuszczalna 
w etanolu, eterze etylowym i acetonie, słabiej w wodzie. Monomer łatwo ulega rozpusz-
czeniu w wodzie, alkoholu, eterze oraz acetonie. W roztworach wodnych, oprócz DHA, 
występuje jego izomer – aldehyd glicerynowy, który ulega rozkładowi do formaldehydu 
i kwasu mrówkowego [O’Neil 2001, Lide, Milne 1994].

Dihydroksyaceton występuje w stałym stanie skupienia jako dimer. Podczas krysta-
lizacji z roztworów wodnych uzyskuje się dwie różne formy krystaliczne dimerów DHA 
α trójskośnych i β jednoskośnych. Liofilizacja zamrożonego roztworu przemysłowego DHA 
pozwala otrzymać kryształy o strukturze γ jednoskośnej. Trzy formy monomeryczne DHA 
są izomerami trans i mają pierścień 1,4-dioksanowy w konformacji krzesłowej, a także 
grupy hydroksylowe i hydroksymetylowe w pozycji aksialnej oraz ekwatorialnej [Ślepo-
kura, Lis 2004].

W badaniach przeprowadzonych przez Akina i Marlowe [1984] nie wykazano tok-
syczności ani kancerogenności DHA. Wiedza na temat właściwości mutagennych DHA 
jest stosunkowo niewielka. W roku 1982 Yamaguchi zaprezentował wyniki badań, w któ-
rych stwierdził, że DHA indukuje mutacje w genomie Salmonella typhimurium TA 100 
[Yamaguchi 1982]. Podobny efekt zaobserwowano w odniesieniu do bakterii z gatunku 
Bacillus subtilis [Utesch, Splittgerber 1996, Mersch-Sundermann i in. 1994, Pham i in. 
1980]. Nowsze doniesienia [Petersen i in. 2004] sugerują, że DHA może uszkadzać kwas 
nukleinowy w sposób bezpośredni poprzez glikozylację DNA lub za pośrednictwem pro-
duktów powstających w reakcji Maillarda [Shipar 2006]. Wykazano również, że DHA 
blokuje cykl komórkowy i wywołuje apoptozę [Petersen i in. 2004]. Istnieją przypuszcze-
nia [Petersen i in. 2004], że modyfikacje funkcji i struktury białek, zachodzące w wyniku 
reakcji Maillarda, mogą być przyczyną patofizjologii u ludzi starzejących się i cierpiących 
na cukrzycę. Wykazano również, że inkubacja DHA z ludzkimi keranocytami w hodowli  
in vitro powoduje kondensację chromatyny, spadek wzrostu i przeżywalności komórek oraz 
zmniejszenie ich zdolności do regeneracji. Zjawisko to tłumaczy się wpływem powstają-
cych reaktywnych form tlenu (z ang. reactive oxygen species, ROS) na keratynocyty. In-
tensywność uszkodzeń komórek przez ROS ma bezpośredni związek z zawartością DHA 
i czasem kontaktu tego związku z komórkami skóry [Petersen i in. 2004].

Zastosowanie dihydroksyacetonu

W latach dwudziestych ubiegłego wieku dihydroksyaceton był stosowany jako środek za-
stępujący glukozę w leczeniu cukrzycy [Mason, Hill 1926]. Trzydzieści lat później, pod-
czas badań nad zastosowaniem DHA jako środka wspomagającego leczenie dziecięcych 
zaburzeń magazynowania glikogenu, przypadkowo zaobserwowano, że związek ten two-
rzył brązowe plamy na skórze [Fu i in. 2004]. Spostrzeżenie to wskazało nowe możliwo-
ści aplikacyjne dihydroksyacetonu jako środka imitującego naturalną opaleniznę. Za ta-
kie brązowienie skóry odpowiada reakcja Maillarda, która polega na nieenzymatycznym 
oddziaływaniu wolnych grup karbonylowych cukrów redukujących z wolnymi grupami 
aminowymi aminokwasów występujących w naskórku. Wszystkie aminokwasy obecne 
w warstwie rogowej naskórka reagują z DHA. Jednak najbardziej reaktywna jest arginina, 
ponieważ w połączeniu z DHA powoduje brązowienie skóry już po 30 minutach. W reak-
cjach barwnych z grupami aminowymi bierze udział forma monomeryczna DHA [Ślepo-
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kura, Lis 2004]. W roku 1970 DHA został wpisany przez FDA (Food and Drug Admini-
stration) na listę składników kosmetycznych. Obecnie jest najczęściej stosowanym i często 
jedynym dopuszczonym do użytku środkiem brązującym skórę, wykorzystywanym w pro-
dukcji preparatów samoopalających [Schmid i in. 2007, Green i in. 2004]. W kosmetykach 
brązujących skórę stosuje się 3–5% alkoholowe lub wodno-alkoholowe roztwory DHA 
o odczynie kwaśnym. Zwiększając stężenie DHA w tego rodzaju preparatach, można uzy-
skać barwy skóry od żółtej do brązowej [Draelos, Zoe 2002]. Efekt opalenizny pojawia się 
po około jednej godzinie od aplikacji kosmetyku i utrwala przez kolejne 24 godziny. Zanika 
po 5 – 7 dniach wraz z regeneracją naskórka [Yourick i in. 2004]. Melanoidy, które powsta-
ją w wyniku tego procesu, wykazują działanie ochronne w stosunku do promieniowania 
UVA. Nie chronią natomiast przed promieniowaniem UVB [Choquenet i in. 2009]. Z tego 
powodu do kremów samoopalających dodaje się komponenty filtrów, zapewniające barie-
rę przeciwsłoneczną [Nguyen, Kochevar 2003a,b]. Proces tworzenia barwników z DHA 
zależy w dużej mierze od stopnia nawilżenia naskórka, a szybkość ich powstawania zde-
terminowana jest przez wartość pH [Nguyen, Kochevar 2003a,b]. Znanych jest kilka sub-
stancji o działaniu podobnym do dihydroksyacetonu. Nie mogą one jednak zastąpić tego 
związku ze względu na ich podrażniający i niekiedy toksyczny wpływ na skórę. Istnieją 
natomiast substancje, które można stosować w połączeniu z dihydroksyacetonem. Należy 
do nich erytruloza, której dodatek do preparatów kosmetycznych pozwala na obniżenie 
stężenia DHA [Durand 1995].

Właściwości pigmentacyjne DHA wykorzystano również w medycynie jako terapię 
w leczeniu nabytego bielactwa skóry, tzw. choroby vitiligo [Choquenet i in. 2009, Rogers 
2005]. Schorzenie to należy do częstych idiopatycznych zaburzeń pigmentacji, spowo-
dowanych uszkodzeniem lub zniszczeniem melanocytów naskórkowych, co w rezultacie 
zmniejsza wytwarzanie melaniny. Objawem choroby jest pojawienie się plam jaśniejszych 
od naturalnego kolorytu skóry. Większość dotychczasowych metod leczenia schorzenia  
vitiligo to procesy długotrwałe i niegwarantujące całkowitego ustąpienia objawów. Dlatego 
trwają poszukiwania nowych, przebadanych i akceptowanych sposobów walki z tą choro-
bą. Badania przeprowadzone w grupie osób cierpiących na bielactwo wykazały, że preparat 
zawierający DHA wpływa na złagodzenie skutków choroby u 80% pacjentów [Misterska 
i in. 2009, Fesq i in. 2001]. Jak podają Taylor i in. [1999], dihydroksyaceton stosowany 
powierzchniowo może wspomagać fotochemioterapeutyczne metody leczenia łuszczycy. 

Udowodniono [Obeid i in. 2006], że DHA jest łatwo przyswajalny przez organizm czło-
wieka. Stosowany jest jako substancja słodząca i suplement diety, zwykle w połączeniu 
z pirogronianem wapnia, sodu lub potasu. Doustne albo dożylne podanie takiej miesza-
niny wywołuje silny efekt metaboliczny, zmniejsza łaknienie, obniża masę ciała i tkanki 
tłuszczowej [Ivy 1998, Stanko, Arch 1996]. Przyjmowanie preparatów, które zawierają 
w swoim składzie DHA, wspomaga wzrost tkanki mięśniowej u osób uprawiających sporty 
siłowe. Dodatkowo suplementacja diety mieszaniną DHA i soli pirogronianu w stosunku 
wagowym 3:1 opóźnia zmęczenie podczas wysiłku fizycznego [Omar i in. 2005, Stanko 
i in. 1993].

Dihydroksyaceton wykazuje działanie antagonistyczne przy zatruciu cyjankami 
[Cummings 2004]. Kwas cyjanowodorowy (HCN) i jego sole są silnymi truciznami. 
W organizmie człowieka powodują zablokowanie oksydazy cytochromowej, enzymu od-
powiadającego za aktywację tlenu w łańcuchu oddechowym. Dihydroksyaceton, wiążąc 
się odwracalnie z jonami CN-, przeciwdziała skutkom zatrucia. Tworzy cyjanohydrynę, 
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która przeciwdziała blokowaniu przez aniony CN- oksydazy cytochromowej i innych he-
moprotein. Dihydroksyaceton przywraca zahamowaną aktywność mitochondriów, dodat-
kowo wspomaga odbudowanie poziomu ATP zaniżonego przez cyjanki [Niknahad, Ghe-
lichkhani 2002].

Dihydroksyaceton może być również wykorzystywany jako substrat podczas syntezy 
biodegradowalnych związków pośrednich, stosowanych do wytwarzania farmaceutyków, 
a także jako emulgator i plastyfikator w produkcji żywności i kosmetyków [Weiser i in. 
2011, Mishra i in. 2008, Lewis 2001]. Pełni funkcję związku pośredniego w syntezie me-
totreksatu, leku popularnego i skutecznego w terapii chorób nowotworowych [Gätgens 
i in. 2007]. Związek ten jest prekursorem w produkcji glikolu propylenowego, stosowa-
nego w przemyśle kosmetycznym, głównie do wyrobu past do zębów, antyperspirantów 
w sztyfcie oraz środków higieny rąk [Bicker i in. 2005, Enders i in. 2005, Hekmat i in. 
2003]. 

W ostatnich latach przeprowadzono badania [Djuranovic i in. 2006] nad przeciw- 
pasożytniczymi właściwościami DHA. Należący do pierwotniaków zarodziec sierpowaty 
(Plasmodium falciparum) wywołuje najcięższą odmianę malarii u ludzi. Następstwem 
tej choroby są ciężkie powikłania, a nawet śmierć. Przeprowadzone badania dostarczyły 
dowodów, że 2,5 mM roztwór DHA hamuje aktywność dehydrogenazy gliceraldehydu 
3-fosforanowego oraz cykl glikolizy u tych pierwotniaków w ciągu zaledwie 6 godzin od 
zastosowania dawki. Podobny efekt zaobserwowano w stosunku do pasożyta krwi Try-
panosoma brucei (świdrowiec nagany), wywołującego chorobę nagany. Pasożytuje on 
w osoczu krwi, chłonce oraz płynie mózgowo-rdzeniowym i jest przenoszony przez muchę 
tse-tse. Roztwór zawierający 2 mM DHA powoduje zatrzymanie cyklu u 70% tego pier-
wotniaka. Takie działanie dihydroksyacetonu nie zostało do końca wyjaśnione. Wiadomo 
jedynie, że jest związane z pojawieniem się pęcherzykowatych struktur w cytoplazmie 
komórek T. brucei oraz zmianami strukturalnymi w obrębie mitochondriów [Uzcategui 
i in. 2007].

Najnowsze badania [Henderson i in. 2010] wykazały, że dihydroksyaceton może być 
znakomitym komponentem biomateriałów tamujących krwotoki. Kowalencyjne zwią-
zanie DHA z glikolem polietylenowym (tzw. pegylacja) umożliwia otrzymanie specy-
ficznego biomateriału (MPEG-pDHA), który w kontakcie z przeciętą tkanką powoduje 
gwałtowne zahamowanie krwawienia. Dzięki temu możliwe jest skrócenie procesu go-
jenia ran pooperacyjnych. Badania in vivo przeprowadzone na szczurach sugerują, że 
MPEG-pDHA może znaleźć zastosowanie w szerokim zakresie zabiegów chirurgicznych 
[Henderson i in. 2010].

Otrzymywanie dihydroksyacetonu

Istnieją dwie główne metody otrzymywania dihydroksyacetonu: chemiczna oraz biotech-
nologiczna [Hekmat i in. 2003].

Synteza chemiczna może przebiegać na drodze katalitycznego utleniania glicerolu albo 
jego kondensacji z węglanem wapnia. Chemiczne utlenianie glicerolu może być w sposób 
kontrolowany ukierunkowane na wytwarzanie dihydroksyacetonu lub alkoholi pierwszo-
rzędowych [Painter i in. 2010]. Efektywnie działającym katalizatorem tej reakcji jest bi-
zmut z domieszką platyny [Hu i in. 2010a, Bianchi i in. 2005, Dimitratos i in. 2005]. Elek-
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trokatalityczne utlenianie glicerolu można uzyskać przy zastosowaniu elektrody srebra 
i chlorku srebra o potencjale elektrycznym 1,1 V, umieszczonych w roztworze glicerolu 
o pH 9,1. Wydajność reakcji jest niska (25%), a prowadzenie procesu powyżej 20 go-
dzin powoduje nadoksydację DHA [Ciriminna i in. 2006]. Wytwarzanie DHA na drodze 
kondensacji formaldehydu jest związane z powstawaniem mieszaniny rozgałęzionych 
i nierozgałęzionych aldehydów oraz ketonów [Gehrer i in. 1955]. Wydajność reakcji jest 
znaczna (82%), jednak oczyszczenie produktu z mieszaniny dodatkowych związków jest 
kosztowne i sprawia, że metoda jest ekonomicznie nieopłacalna [Ciriminna i in. 2006]. 

Dużą konkurencję dla chemicznej syntezy DHA stanowi metoda biotechnologiczna. 
Polega ona na utlenianiu glicerolu do DHA przez drobnoustroje, głównie bakterie octo-
we, które charakteryzują się wysoką aktywnością dehydrogenazy glicerolowej [Xu i in. 
2009, Claret i in. 1992]. 

Pierwszą mikrobiologiczną biotransformację glicerolu do dihydroksyacetonu prze-
prowadzono w 1896 r. Wykorzystano wówczas gatunek bakterii octowych Acetobacter 
xylinum [Gillis i in. 1983]. W kolejnych latach prowadzono prace nad optymalizacją tego 
procesu. Wyniki badań Virtanena i Nordlunda [1933] sugerowały, że optymalne stężenie 
substratu węglowego w podłożu produkcyjnym powinno wynosić 6 – 8%. Kluyver [1931] 
wykazał, że napowietrzanie hodowli komórek bakterii wyraźnie skracało czas utlenienia 
glicerolu do DHA, a wydajność reakcji w tym przypadku wynosiła 95%. Przeprowadzone 
w połowie lat 50. prace badawcze [Hauge i in. 1955], w których do produkcji DHA wyko-
rzystano Acetobacter suboxydans, doprowadziły do stwierdzenia, że wydajność procesu 
była tym mniejsza, im większa była początkowa zawartość substratu w podłożu. Dowie-
dziono również, że optymalne pH tej przemiany powinno być zawarte w przedziale 5,0–5,5. 
Jednocześnie wykazano, że tylko komórki bakterii znajdujące się w końcowym okresie 
fazy stacjonarnej zdolne były do szybkiej i wydajnej oksydacji glicerolu. W opatentowa-
nej w roku 1978 biotechnologicznej przemianie glicerolu do DHA wykorzystano również 
bakterie A. suboxydans [Charney, Montclair 1978]. Pomysłodawca gwarantował wysoką 
wydajność metody przy zachowaniu odpowiednich warunków hodowli i składu podłoża 
(9–12% glicerolu oraz 0,5% hydrolizatu drożdżowego lub rybnego). Reakcja trwała 30 
godzin, produkt izolowano z podłoża na drodze filtracji. W kolejnych etapach usuwano 
jony nieorganiczne, zagęszczano roztwór i krystalizowano DHA. Rok później przeprowa-
dzono selekcję szczepów bakterii octowych, pod kątem produktywności dihydroksyace-
tonu. Wykazano, że najwyższą aktywnością dehydrogenazy glicerolowej (warunkującej 
utlenianie glicerolu do DHA) wyróżniały się bakterie octowe z gatunków Gluconace-
tobacter xylinus oraz Gluconobacter oxydans ATCC 621. W przypadku tych szczepów 
aktywność enzymatyczna GlyDH wynosiła odpowiednio 7,95 oraz 6,20 µmol·min-1·cm-3 
preparatu enzymatycznego. Aktywność specyficzna GlyDH była jednakowa i wynosiła 
1,02 µmol·min-1·mg-1 białka zawartego w preparacie [Nabe i in. 1979].

Pomimo wyselekcjonowania odpowiednich szczepów, ustalenia optymalnych pa-
rametrów prowadzenia reakcji utleniania glicerolu do DHA oraz działania dehydroge-
nazy glicerolowej problem odzyskania produktu z mieszaniny pohodowlanej poważnie 
komplikuje pomyślne zakończenie procesu. Zanim nastąpi właściwa krystalizacja DHA, 
należy przeprowadzić wielokrotną filtrację, ewaporację oraz inkubację roztworu popro-
dukcyjnego [Charney, Montclair 1978]. Fakley i Lindsay [1988] uważali, że poddanie 
DHA typowej reakcji destylacji, powodowało częściową dehydratację tego związku, 
a wraz z DHA wytrącaniu ulegały inne cukry obecne w podłożu. Opracowali zatem me-
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todę opartą na cienkowarstwowej ewaporacji, która miała wyeliminować problem zanie-
czyszczenia końcowego produktu przez inne sacharydy. Inna koncepcja przemysłowej 
produkcji DHA dotyczyła powtórnego wykorzystania namnożonej wcześniej biomasy 
bakterii octowych z rodzajów Gluconobacter lub Acetobacter [Ohrem, Haftung 1998]. 
Po upływie kilkudziesięciu godzin hodowli wzrost tych drobnoustrojów ulegał zahamo-
waniu. Nie oznaczało to jednak utraty aktywności GlyDH. Komórki bakterii niezdolne do 
dalszych podziałów wykorzystywano w całości lub w części w kolejnych cyklach produk-
cyjnych. Takie działania pozwoliły na obniżenie nakładów finansowych produkcji DHA 
[Ohrem, Haftung 1998]. Dzięki rozwojowi automatyki przemysłowa produkcja DHA 
odbywa się obecnie w bioreaktorach. Takie rozwiązanie umożliwia precyzyjną kontrolę 
parametrów biotransformacji. Niestety, nie eliminuje problemów związanych z niedosta-
tecznym napowietrzeniem mieszaniny reakcyjnej [Boontawan, Stuckey 2006, Bauer i in. 
2005, Klein i in. 2002, Maier, Buchs 2001]. Obecnie dihydroksyaceton wytwarzany jest 
biotechnologicznie na drodze niecałkowitego utleniania glicerolu przez bakterie octowe 
z gatunku Gluconobacter oxydans ATCC 621 [Dubin i in. 2007].

Metody zmierzające do intensyfikacji biotransformacji glicerolu w DHA obejmują 
m.in. modyfikacje genetyczne bakterii octowych oraz immobilizację komórek tych bak-
terii. Wykorzystanie mikroorganizmów zrekombinowanych genetycznie wydaje się być 
skutecznym krokiem umożliwiającym wydajną produkcję DHA. Najczęściej doświad-
czenia takie polegają na klonowaniu genów (warunkujących utlenianie glicerolu lub syn-
tezę DHA), w wektorach do nadekspresji i nadprodukcji białek zaangażowanych w te 
procesy. Jedne z pierwszych prób zastosowania inżynierii genetycznej w usprawnieniu 
tej reakcji obejmowały konstrukcję szczepu G. oxydans DSM 2343, zdolnego do nad-
produkcji dehydrogenazy glicerolowej [Gätgens i in. 2007]. Przy początkowym stężeniu 
glicerolu w podłożu na poziomie 550 mM mutant DSM 2343 wytworzył 350 mM dihy-
droksyacetonu, natomiast szczep dziki 280 mM DHA. Inna mutacja [Li i in. 2010a,b] po-
legała na wprowadzeniu do komórek szczepu G. oxydans, plazmidu, który zawierał gen 
kodujący hemoglobinę (vgb). Taka modyfikacja pozwoliła na obniżenie zapotrzebowania 
na tlen podczas hodowli zmutowanych bakterii. Stężenie DHA otrzymane w wyniku bio-
transformacji prowadzonej z udziałem szczepu poddanego mutacji wynosiło ok. 7 g·L-1. 
Szczep dziki wytworzył w tym czasie ok. 5 g DHA·L-1 podłoża, w którym początkowe 
stężenie glicerolu wynosiło 80 g·L-1, a temperatura oraz kwasowość czynna środowiska 
reakcji – odpowiednio 30°C i pH 6,0 [Li i in. 2010 a, b]. Genom bakterii można także mo-
dyfikować za pomocą związków chemicznych o właściwościach mutagennych lub drogą 
fizyczną z wykorzystaniem promieniowania UV [Hu i in. 2010b, Gätgens i in. 2007]. 
Rozwiązania takie są jednak obarczone ryzykiem związanym z powrotem zrekombino-
wanych szczepów do postaci sprzed mutacji, dalszymi spontanicznymi mutacjami bądź 
też zahamowaniem rozmnażania cennego mutanta [Ma i in. 2010]. Może to skutkować 
utratą nadanej mutantowi cechy, która umożliwiała zwiększoną produkcję DHA. 

Podsumowanie

Szacunkowa roczna produkcja dihydroksyacetonu wynosi 2000 ton w skali światowej 
[Pagliaro i in. 2007]. W roku 2005 wartość sprzedanych kosmetyków samoopalających 
w Polsce osiągnęła kwotę 12 mln PLN [Raport ACNielsen 2006]. Warto podkreślić, że 
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sprzedaż kosmetyków słonecznych w Polsce jest średnio 7-krotnie mniejsza niż w krajach 
zachodnioeuropejskich. Porównanie naszego rynku kosmetyków z rynkami zachodnimi 
pozwala przewidzieć, że zapotrzebowanie na preparaty przyspieszające proces opalania 
będzie dynamicznie rosło w najbliższych latach [Raport ACNielsen 2006]. Wiadomo 
jednak, że zastosowanie DHA  nie ogranicza się jedynie do przemysłu kosmetycznego. 
Związek ten doceniono w przemyśle spożywczym, farmacji oraz medycynie. W ostat-
nich latach podejmowano badania nad przeciwpasożytniczym zastosowaniem DHA oraz 
konstruowano biomateriały o dużym znaczeniu w chirurgii, w których dihydroksyaceton 
stanowił niezbędny komponent. Na tej podstawie przewiduje się dynamiczny wzrost za-
potrzebowania na DHA w najbliższej przyszłości. Naukowcy, a także potentaci przemy-
słowi zauważyli przewagę mikrobiologicznej metody produkcji DHA nad chemiczną. 
Świadomość zagrożeń ekologicznych związanych z chemiczną syntezą DHA przyczyni-
ła się do wypierania takiej metody pozyskiwania dihydroksyacetonu. Biotechnologiczne 
utlenianie glicerolu do DHA przez bakterie octowe jest obecnie jedyną dopuszczoną me-
todą. W Zakładzie Biotechnologii i Mikrobiologii Żywności SGGW w Warszawie oraz 
w innych placówkach naukowych nadal trwają badania nad optymalizacją biotechnolo-
gicznej metody otrzymywania DHA [Błażejak i in. 2011, Stasiak-Różańska i in. 2011]. 
Prace takie obejmują często ustalenie optymalnych parametrów procesu (pH, stężenie 
składników podłoża, wybór źródła węgla, napowietrzanie, czas reakcji), zastąpienie gli-
cerolu innym, tańszym substratem (np. produktem odpadowym z innego procesu), za-
stosowanie immobilizowanych komórek lub preparatów komórkowych o aktywności 
GlyDH.
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Dihydroxyacetone – characteristics, application  
and receive – a review

Abstract. Dihydroxyacetone (DHA) is ketotriose with reducing properties. It is used 
mainly in food industry (a sweetener, a dietary supplement, emulsifier, plasticizer), cos-
metics (the active ingredient in self-tanning creams) and medicine (treatment of vitiligo 
desease, a component of biomaterials stopped bleeding). Currently, dihydroxyacetone is 
produced biotechnologically by incomplete oxidation of glycerol with acetic bacteria using 
Gluconobacter oxydans ATCC 621 strain. The enzyme catalyzing this reaction is PQQ – 
dependent glycerol dehydrogenase (GlyDH). The paper presents the physical and chemical 
characteristic of DHA, its application and receive. It also describes methods for improving 
the production of this compound, which have been developed over many years.
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Selekcja niskoproteazowych mutantów 
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Streszczenie. Dokonano selekcji 9 niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei M-7 
do produkcji enzymów zewnątrzkomórkowych na podłożu z nierozcieńczoną serwatką 
wzbogaconą w sole mineralne. Hodowle fermentorowe prowadzono metodą ciągłą w bio-
reaktorze Bioflo III firmy New Brunswick Scientific Co. Inc. o pojemności roboczej 5 dm3. 
Stwierdzono odwrotnie proporcjonalne zależności pomiędzy produkcją celulaz i ksylanaz 
a proteaz w hodowlach niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei M-7 (M-7.6, 
M-7.8, M-7.10).

Słowa kluczowe: celulazy, ksylanazy, proteazy, niskoproteazowe mutanty Trichoderma 
reesei M-7, serwatka, hodowla ciągła

Wstęp

Grzyby z rodzaju Trichoderma badane były w odniesieniu do różnych cech i zastosowań 
oraz znane są jako znakomici kolonizatorzy, którzy skutecznie walczą ze swoimi kon-
kurentami. Ustalono, że wyzwalają one potencjalnie niszczycielskie mechanizmy roz-
kładu często niejednorodnego podłoża. Stąd rozkład, filogeneza, mechanizmy obronne, 
korzystne, jak i szkodliwe oddziaływania z gospodarzem, produkcja enzymów oraz ich 
wydzielanie, rozwój płciowy i odpowiedź na warunki środowiskowe (składniki odżyw-
cze, światło) badano dosyć szczegółowo wśród wielu gatunków tego rodzaju. Stwier-
dzono, iż Trichoderma jest jednym z najlepiej przebadanych grzybów. Wydajne szczepy 
tego gatunku są ulepszane, a ich bronią są  metabolity wtórne z potencjalnym zastosowa-
niem jako nowy rodzaj antybiotyków. Inżynieria genetyczna doprowadziła nie tylko do 
znaczącego usprawnienia procesów przemysłowych, ale także jest obecnie uzupełniona 
o dostępność cyklów płciowych u Trichoderma reesei/Hypocrea jecorinia, co istotnie 
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ułatwia zarówno badania przemysłowe, jak i podstawowe. Celulazy wytwarzane przez 
Trichoderma reesei – biotechnologiczny koń pociągowy rodzaju – to ważne produkty 
przemysłowe, zwłaszcza w kontekście wytwarzania biopaliw drugiej generacji z odpa-
dów celulozowych [Schuster, Schmoll 2010].

Laktoza jako niedrogi, rozpuszczalny substrat, zapewnia dobrą indukcję wytwarza-
nia celulaz przez Trichoderma reesei. Grzyb ten nie pobiera bezpośrednio laktozy, lecz 
jest ona hydrolizowana do zewnątrzkomórkowej glukozy i galaktozy, które są następnie 
wchłaniane [Chi-Ming i in. 2010]. Ze względu na wysoką zawartość tego cukru, a także 
kwasu mlekowego, witamin oraz mikroelementów w serwatce, można ją z powodzeniem 
wykorzystać do tego celu. Poważnym problemem podczas hodowli Trichoderma reesei 
zarówno w obecności czystej laktozy, jak i serwatki są proteazy obecne w filtratach poho-
dowlanych grzyba, które powodują posekrecyjne modyfikacje celulaz, obniżając ich ak-
tywność. Poprzez  odpowiedni dobór warunków hodowli, tzn. pH podłoża hodowlanego, 
rodzaju i stężenia źródła azotu oraz węgla, a także rodzaju hodowli można otrzymywać 
filtraty o niskich aktywnościach proteaz [Janas i in. 2003]. 

W niniejszej pracy przeprowadzono selekcję tzw. niskoproteazowych mutantów  
Trichoderma reesei M-7 w celu oceny tych szczepów do produkcji enzymów zewnątrz-
komórkowych.

Materiał i metody

Materiał biologiczny: mutanty Trichoderma reesei

W badaniach wykorzystano 9 niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei M-7, 
pochodzących z Katedry Mikrobiologii Przemysłowej Uniwersytetu Marii Curie-Skło-
dowskiej w Lublinie. Jako materiał do doświadczeń wykorzystano ciecze pohodowlane 
otrzymane w wyniku hodowli wyżej wymienionych mutantów. Mutanty przechowywano 
na skosach brzeczkowych w temperaturze 2°C i okresowo przeszczepiano.

Podłoża hodowlane

Do hodowli Trichoderma reesei wykorzystano pożywkę, będącą mieszaniną pięciu czę-
ści podłoża Mandels-Weber [1969] z dodatkiem 0,7% laktozy i jednej części nierozcień-
czonej serwatki. Skład podłoża wg Mandels-Weber [1969] (mg · dm-3 ) przedstawia się 
następująco: KH2PO4 (2000), MgSO4 (300), (NH4)2SO4 (1400), CaCl2 (300), Tween 80 
(1000), ekstrakt drożdżowy (1000), roztwór mikroelementów (0,5 cm3 · dm-3) zawiera-
jący: FeSO4 · 7H2O (5000 mg · dm-3), MnSO4 · H2O (1960 mg · dm-3 ), ZnCl2 (1660 mg 
· dm-3 ), CaCl2 (2000 mg x dm-3). Końcową wartość pH pożywki po sterylizacji ustalono 
na poziomie 5,0.

Wstępne przygotowanie serwatki

Serwatkę pobierano bezpośrednio z linii produkcyjnej serów twarogowych i podpuszcz-
kowych w OSM Lublin. Następnie poddawano ją sterylizacji w autoklawie w tempera-
turze 110°C przez 30 minut. Po ostudzeniu całość sączono przez sączek z wielokrotnie 
złożonej chusty nylonowej, w celu usunięcia części frakcji białkowych, a następnie wyko-
rzystywano jako podłoże hodowlane wzbogacone w sole mineralne (NH4)2SO4 i MgSO4 
· 7 H2O w stężeniu 1000 mg · dm-3, dla każdej soli. Końcową wartość pH pożywki po 
sterylizacji ustalono na poziomie 4,5.
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Hodowle niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei M-7

Przygotowanie inoculum do hodowli
Hodowle 9 niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei M-7 prowadzono w kol-
bach Erlenmayera o pojemności 0,5 dm3, zawierających 0,1 dm3 pożywki wg Mandels-
Weber [1969]. Jako źródło węgla stosowano laktozę w stężeniu 4000 mg · dm-3. Kolby 
zamykano korkami, będącymi jednocześnie filtrami mikrobiologicznymi i sterylizowano 
w autoklawie w temperaturze 110°C przez 30 minut. Po ochłodzeniu pożywki szcze-
piono grzybnią Trichoderma reesei M-7, zawartą na kawałkach skosu brzeczkowego 
o powierzchni 1 cm2. Następnie umieszczano je w pokoju termostatowym na wstrząsarce 
rotacyjnej (220 obr./min) i inkubowano w temperaturze 27°C, aż do całkowitego wyko-
rzystania źródła węgla (4–6 dób).

Hodowle ciągłe w bioreaktorze
Hodowle ciągłe ww. szczepów prowadzono w bioreaktorze Bioflo III firmy New Brun-
swick Scientific Co. Inc. o pojemności roboczej 5 dm3. Bioreaktor napełniono pożywką, 
w wyżej wymienionej ilości, którą stanowiła nierozcieńczona serwatka wzbogacona w sole 
mineralne (NH4)2SO4 i MgSO4 · 7H2O w stężeniu 10 g/dm3, sterylizowano w autoklawie 
w temperaturze 110°C przez 30 minut i szczepiono wcześniej przygotowanym inokulum 
w ilości 0,2 dm3. Po wyczerpaniu laktozy w podłożu bioreaktor zasilano w sposób ciągły 
nierozcieńczoną serwatką, dostosowując szybkość zasilania do poszczególnych mutantów, 
wymieniając od 700 do 1000 ml pożywki na dobę. Co 24 godziny nadmiar płynu hodow-
lanego odbierano tak, by zachować wyjściową ilość podłoża hodowlanego. Pobrane próbki 
płynu pohodowlanego wirowano w wirówce firmy Sigma Laboratory Centrifuge 4K15 przy 
prędkości 9000 obr/min przez 10 min, celem oddzielenia biomasy od roztworu, a w otrzy-
manym filtracie oznaczano aktywności enzymatyczne i zawartość cukrów redukujących. 
Parametry pracy bioreaktora podczas hodowli były następujące: temperatura 27°C, pH 4,0, 
prędkość obrotowa mieszadła 300 obr./min, napowietrzanie 0,8 dm3/min · dm3  podłoża. 

Metody analityczne

W filtracie pohodowlanym oznaczano zawartości cukrów redukujących metodą Miller 
[1959] z użyciem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego, zawartości białka obliczano wg metody 
Lowry i in. [1951] oraz określano następujące aktywności enzymów: ogólną aktywność 
celulolityczną wobec bibuły filtracyjnej jako substratu wg metody opisanej przez Ghose 
[1987] i wyrażono w jednostkach FPU, aktywności ksylanolityczne  wg metody Biely 
i wsp. [1980], aktywności proteolityczne wg metody podanej przez Lovrien i wsp. [1985].

wyniki i dyskusja

W wyniku hodowli wytrząsarkowych 9 mutantów otrzymano filtraty pohodowlane, 
w których oznaczono aktywności celulaz, ksylanaz, proteaz i zawartości białka. Filtraty 
charakteryzowały się różną aktywnością enzymatyczną, co przedstawiono na rysunkach 
1–4. Do dalszych badań wybrano trzy mutanty, tj. Trichoderma reesei M-7.6 i Trichoder-
ma reesei M-7.10, których filtraty wykazywały niską aktywność proteolityczną i w celu 
zróżnicowania – Trichoderma reesei M-7.8 o najwyższej aktywności proteolitycznej. Jest 
rzeczą interesującą, iż badane mutanty wykazywały nie tylko zróżnicowany stosunek 
aktywności celulaz do proteaz, ale także celulaz do ksylanaz, co może być przedmiotem 
dalszych badań wykraczających poza obszar niniejszej pracy.
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Rys. 1.	 Aktywności celulaz FPU filtratów pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrzą-
sanej mutantów Trichodrema reesei

Fig. 1.	 FPU cellulase activities of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma 
reesei mutants
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Rys. 2.	 Aktywności ksylanaz filtratów pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrząsa-
nej mutantów Trichodrema reesei

Fig. 2.	 Xylanase activities of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma 
reesei mutants
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Rys. 3.	 Aktywności proteaz filtratów pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrząsanej 
mutantów Trichodrema reesei

Fig. 3.	 Protease activities of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma  
reesei mutants
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Rys. 4.	 Zawartości białka filtratów pohodowlanych uzyskanych w wyniku hodowli wstrząsanej 
mutantów Trichodrema reesei

Fig. 4.	 Protein contents of culture filtrates obtained from the shake culture of Trichoderma reesei 
mutants
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Hodowlę niskoproteazowego mutanta Trichoderma reesei M-7.6 prowadzono metodą 
ciągłą na nierozcieńczonej serwatce, wzbogaconej w (NH4)2SO4 i MgSO4 · 7H2O. Czas 
trwania hodowli wynosił 22 doby. Z uwagi na zbyt niskie pH wyjściowe podłoża hodow-
lanego – w pierwszych dniach hodowli obserwowano minimalne namnożenie grzybni 
Trichoderma reesei. Zgodnie z tabelą 1 aktywności celulaz FPU wykazują wzrost od 6. 
doby hodowli (0,24 µmol/ml · min FPU), osiągając w 9. dobie 0,42 j. FPU. Od 10. do 14. 
doby aktywności te wykazywały podobne wartości, osiągając 0,49–0,51 j. FPU. Po tym 
czasie ponownie wzrosły do wartości 0,7 j. FPU w 17. dobie. Od 18. doby zanotowano 
spadek aktywności FPU. Aktywności ksylanolityczne filtratów pohodowlanych rosły od 
5. doby hodowli (0,39 µmol/ml · min), osiągając wartość maksymalną w 11. dniu ho-
dowli (2,94 µmol/ml · min), zaś aktywności proteolityczne utrzymywały się w granicach 
17,26–18,76 jednostek, osiągając wartość maksymalną w 16. dobie (19,88 jednostek). 
Zawartości białka utrzymywały się na podobnym poziomie (ok. 2 mg/ml) przez cały czas 
trwania hodowli.

Tabela 1.	 Aktwności enzmatyczne filtratów pohodowlanych otrzymanych w wyniku hodowli cią-
głej mutanta Trichoderma reesei M-7.6

Table 1.	 Enzymatic activities of culture filtrates obtained from the continuous culture Trichoder-
ma reesei M-7.6

Czas
hodowli
[doby]

Zawartość 
cukrów

redukujących
[mg/ml]

Aktywności
FPU

[µmol/ml · min]

Aktywności
proteaz

[∆A/ml · 103]

Zawartości 
białka

[mg/ml]

Aktywności
ksylanaz

[µmol/ml · min]

1 28,00 0,00 12,96 2,049 0,00

2 24,20 0,00 11,95 1,994 0,00

3 24,20 0,00 14,96 1,570 0,00

4 24,03 0,00 13,58 – 0,00

5 18,97 0,00 16,22 1,725 0,00

6 18,56 0,24 17,48 1,994 0,39

7 15,96 0,30 18,76 1,985 1,59

8 15,35 0,35 18,47 2,151 1,21

9 11,42 0,42 17,26 2,061 2,02

10 8,72 0,50 17,80 2,089 2,06

11 4,63 0,51 18,25 1,996 2,54

12 2,12 0,50 18,17 2,266 2,94

13 1,93 0,49 18,44 2,256 2,19

14 1,78 0,64 – 1,949 2,79

15 1,56 0,68 18,67 2,208 2,06

16 1,77 0,66 17,43 2,368 1,79

17 1,64 0,70 19,88 2,120 1,82

18 1,96 0,55 16,20 2,132 1,78

19 1,92 0,54 17,55 2,163 1,41

20 1,80 0,61 17,58 2,089 1,46

21 2,09 – – – –

22 2,34 – – – –
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Hodowlę ciągłą mutanta Trichoderma reesei M-7.8 prowadzono w bioreaktorze na 
podłożu z serwatką wzbogaconą w sole mineralne przez 20 dób.

Tabela 2.	 Aktywności enzmatyczne filtratów pohodowlanych otrzymanych z hodowli ciągłej  
mutanta Trichoderma reesei M-7.8.

Table 2.	 Enzymatic activities of culture filtrates obtained from the continuous culture of Tricho-
derma reesei M-7.8.

Czas
hodowli
[doby]

Zawartość
cukrów

redukujących
[mg/ml]

Aktywności
FPU

[µmol/ml · min]

Aktywności
proteaz

[∆A/ml · 103]

Zawartości 
białka

[mg/ml]

Aktywności
ksylanaz

[µmol/ml · min]

5 19,10 0,000 14,29 7,750 0,00

6 15,13 0,000 12,79 4,875 0,00

7 12,12 0,000 12,52 4,875 0,00

8 9,61 0,162 12,85 4,875 0,25

9 7,15 0,233 13,94 5,750 0,71

10 5,59 0,233 11,88 4,875 1,91

11 3,31 0,307 12,47 4,875 1,59

12 1,43 0,366 11,21 3,960 2,28

13 1,77 0,419 12,72 3,960 2,24

14 1,48 0,481 8,39 4,735 1,74

15 2,26 0,356 10,05 3,790 1,77

16 1,48 0,358 9,78 3,790 2,08

17 0,89 0,344 9,83 3,305 1,88

18 1,17 0,292 9,63 3,405 2,02

19 1,79 0,333 9,78 3,270 1,46

20 1,42 0,337 – 3,370 –

W początkowym okresie hodowli ciągłej nie obserwowano znaczącego namnażania 
grzybni, jak również filtraty pohodowlane nie wykazywały aktywności celulolitycznych 
i ksylanolitycznych. Jak wynika z danych w tabeli 2, aktywności celulaz FPU mutanta 
M-7.8 w kolejnych dobach hodowli rosły, uzyskując wartość maksymalną w 14. dobie 
(0,481 j. FPU). Po tym czasie aktywności celulolityczne utrzymywały się na podobnym 
poziomie i oscylowały w granicach 0,292–0,358 j. FPU, natomiast aktywności ksylanaz  
osiągnęły wartość maksymalną w 12. dobie hodowli (2,28 µmol/ml · min.). Następnie 
zanotowano niewielki spadek tych aktywności, który w 19. dobie osiągnął wartość mini-
malną 1,46 µmol/ml x min. Do 9. dnia hodowli aktywności proteolityczne były wysokie 
i wynosiły 12,52–14,29 jednostek. Po tym czasie nastąpił znaczny spadek ich wartości 
i aktywności proteaz osiągnęły minimum w 14. dobie (8,39 jednostek). Od 15. doby ak-
tywności proteolityczne nieznacznie wzrosły i utrzymywały się na podobnym poziomie 
do końca hodowli (9,63–10,05 jednostek). Zawartości białka osiągnęły wartość maksy-
malną w 5. i 9. dobie (5,75 mg/ml). Od 10. doby zawartości te zaczęły obniżać się, osią-
gając wartość minimalną 3,27 mg/ml w 19. dobie hodowli.
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Hodowlę ciągłą niskoproteazowego mutanta Trichoderma reesei M-7.10 prowadzono 
w fermentorze w warunkach jak dla poprzednich mutantów. Czas trwania hodowli wy-
nosił 22 doby.

Z tabeli 3 wynika, że aktywności celulaz FPU mutanta M-7.10 rosły, osiągając war-
tość maksymalną 0,983 j. FPU w 17. dobie. Po tym czasie aktywności były nieco niższe 
i kształtowały się na poziomie 0,731 j. FPU w 21. dobie hodowli. Do 9. doby hodowli nie 
zanotowano aktywności ksylanolitycznych w filtratach pohodowlanych, lecz aktywności 
te osiągnęły wartość maksymalną 2,656 µmol/ml · min. w 13. dobie hodowli. Po tym 
czasie zaobserwowano spadek aktywności ksylanaz do wartości 1,864 µmol/ml · min. 
w 21. dobie hodowli. Aktywności proteolityczne do 12. doby oscylowały w granicach 
9,65–13,7 jednostek, osiągając wartość maksymalną w 20. dniu hodowli (35,18 jedno-
stek). Wzrost aktywności proteolitycznych był negatywnie skorelowany z aktywnością 
celulaz filtratów pohodowlanych, a mógł być spowodowany zmianą warunków hodowli, 
będących wynikiem zakłócenia pracy bioreaktora. Stężenia białka kształtowały się na 
poziomie 1,504–1,966 j. do 11. dnia hodowli. Po tym czasie zawartości białka systema-
tycznie rosły, osiągając wartość maksymalną 2,787 mg/ml w 21. dobie hodowli (tab. 3).

Podsumowując ten etap selekcji niskoproteazowych szczepów celem intensyfikacji 
produkcji celulaz, należy stwierdzić, iż przyjęte założenia okazały się słuszne. W teście 
selekcyjnym (rys. 3) mutant Trichoderma reesei M-7.10 charakteryzował się najniższą 
zdolnością do produkcji proteaz, a z kolei podczas hodowli ciągłej na serwatce nieroz-
cieńczonej filtraty pohodowlane tego szczepu po hodowli ciągłej wykazywały najwyższe 
aktywności celulolityczne FPU. Natomiast szczep Trichoderma reesei M-7.8, który w te-
ście selekcyjnym wykazywał najwyższe zdolności do syntezy proteaz w hodowli ciągłej 
na nierozcieńczonej serwatce, okazał się najsłabszym producentem celulaz pomimo tego, 
iż w filtratach stwierdzono stosunkowo niskie aktywności proteaz.

Należy więc przypuszczać, iż optymalizacja produkcji celulaz na nierozcieńczonej 
serwatce z użyciem mutanta Trichoderma reesei M-7.10 pozwoliłaby na zbliżenie się 
do wydajności celulaz, jakie Wesołowska-Trojanowska i in. [2005] uzyskali na podłożu 
Mandels-Weber [1969] po hodowli Trichoderma reesei M-7 na 4% laktozie. Jednak tych 
badań na tym etapie nie podjęto.

Jedną z przyczyn niskiej aktywności celulolitycznej i ksylanolitycznej w filtratach, 
otrzymanych po hodowli  Trichoderma reesei M-7 na serwatce, mogła być nadmierna pro-
dukcja proteaz, które mogły powodować degradację celulaz i ksylanaz. W związku z po-
wyższym, przeprowadzono selekcję tzw. niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei 
M-7. Wstępnej oceny tych mutantów dokonano w wyniku hodowli na pożywce serwatko-
wo-mineralnej. Spośród 11 mutantów do dalszych badań wybrano trzy, tj. Trichoderma 
reesei M-7-6 i Trichoderma reesei M-7.10, których filtraty wykazywały niską aktywność 
proteolityczną i dla zróżnicowania Trichoderma reesei M-7-8 o najwyższej aktywności pro-
teolitycznej. Hodowle wszystkich ww. mutantów prowadzono metodą ciągłą.

Podsumowując ten etap pracy, należy stwierdzić, że zgodnie z wcześniejszymi za-
łożeniami mutant Trichoderma reesei M-7.10 charakteryzował się najniższą zdolnością 
do produkcji proteaz, zaś podczas hodowli ciągłej na nierozcieńczonej serwatce w filtra-
tach pohodowlanych tego szczepu zanotowano najwyższe aktywności FPU. Drugi z ko-
lei szczep – Trichoderma reesei M-7.8 w teście selekcyjnym odznaczał się największą 
zdolnością do syntezy proteaz, natomiast w czasie hodowli ciągłej na nierozcieńczonej 
serwatce okazał się najsłabszym producentem celulaz.
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Tabela. 3.	Aktywności enzymatyczne filtratów pohodowlanych otrzymanych w wyniku hodowli 
ciągłej mutanta Trichoderma reesei M-7.10

Table. 3.	 Enzymatic activities of culture  filtrates obtained from the continuous culture of Tricho-
derma reesei M-7.10

Czas
hodowli
[doby]

Zawartość
cukrów

redukujących
[mg/ml]

Aktywności
FPU

[µmol/ml · min]

Aktywności
proteaz

[∆A/ml · 103]

Zawartości 
białka

[mg/ml]

Aktywności
ksylanaz

[µmol/ml · min]

1 23,40 0,096 9,16 1,966 0,000

2 24,20 0,003 9,83 1,923 0,000

3 24,20 0,000 9,65 1,939 0,000

4 24,03 0,000 10,05 1,870 0,000

5 18,97 0,000 12,67 1,573 0,000

6 18,56 0,000 13,88 1,625 0,000

7 15,96 0,000 14,05 1,504 0,000

8 15,35 0,000 14,34 1,808 0,000

9 11,42 0,110 13,97 1,678 0,000

10 8,72 0,132 14,47 1,711 0,000

11 4,63 0,344 12,86 1,656 0,948

12 2,12 0,492 14,86 2,030 1,681

13 1,93 0,635 13,70 2,220 2,081

14 1,78 0,723 15,92 2,304 2,656

15 1,56 0,711 17,85 2,208 2,213

16 1,77 0,759 17,70 2,463 2,133

17 1,64 0,983 18,69 2,547 1,896

18 1,96 0,914 18,07 2,620 1,975

19 1,92 0,804 26,00 2,716 2,350

20 1,80 0,921 26,44 2,828 2,156

21 2,09 0,821 35,18 2,787 2,292

22 2,34 0,731 – – 1,864

Fiedurek i in. [1998] przeprowadzili indukcję mutantów przez naświetlanie zawie-
siny konidiów mutanta T. reesei M-7 promieniami UV oraz poddali je działaniu 0,01% 
roztworu nitrozoguanidyny. Selekcji mutantów o osłabionej syntezie proteaz dokonali 
na podłożu agarowym z dodatkiem żelatyny. Spośród 960 przetestowanych mutantów 
wybrali 10, których zdolności do syntezy enzymów celulolitycznych i proteolitycznych 
sprawdzili podczas hodowli prowadzonych w kolbach Erlenmayera o pojemności 500 
cm3 na podłożu wg Mandels-Weber z dodatkiem 1% laktozy oraz na serwatce. Aktyw-
ności proteolityczne oznaczane po hodowli 9 mutantów Trichoderma reesei w obecności 
laktozy jako źródła węgla były od 25 do 75% niższe od szczepu wyjściowego. Jedynie 
u mutanta oznaczonego symbolem M-7-8 aktywność ta była zbliżona i wynosiła 7,34 U/
cm3 · 103. Aktywności celulolityczne filtratów wszystkich mutantów były znacznie niższe 
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(od 40 do 90%) od Trichoderma reesei M-7. Natomiast aktywności uzyskane po hodowli 
mutanta M-7 na serwatce były ponad 2,5-krotnie wyższe od oznaczonych po hodowli 
w obecności 1% laktozy przy jednoczesnym obniżeniu aktywności celulolitycznej o ok. 
19% (0,872 FPU/cm3). Osiem otrzymanych niskoproteazowych mutantów charakteryzowało 
się niższymi (31–57,5%) od mutanta wyjściowego aktywnościami proteolitycznymi cie-
czy pohodowlanych. Mutant M-7.1 syntetyzował proteazy o zbliżonych aktywnościach, 
natomiast w filtracie pohodowlanym M-7.8 stwierdzono o 27% wyższe aktywności pro-
teolityczne od M-7. Dwa spośród mutantów (M-7.5 i M-7.10) o niższych od wyjściowego 
aktywnościach proteolitycznych charakteryzowały się nieznacznie wyższymi aktywno-
ściami celulolitycznymi filtratów. U pozostałych mutantów aktywności te były od 7,4 do 
92,6% niższe od otrzymanych podczas hodowli mutanta wyjściowego na serwatce. Dane 
te potwierdzają, iż rodzime proteazy odgrywają ważną rolę w nagromadzaniu celulaz 
i ksylanaz w filtratach pohodowalnych mutantów Trichoderma reesei.

Wnioski 

1. Stwierdzono odwrotnie proporcjonalne zależności pomiędzy produkcją celulaz 
i ksylanaz a proteaz w hodowlach tzw. niskoproteazowych mutantów Trichoderma reesei 
M-7 (M-7.6, M-7.8 i M-7.10).

2. Hodowla ciągła niskoproteazowego mutanta Trichoderma reesei M-7.10 na nie-
rozcieńczonej serwatce wzbogaconej w (NH4)2SO4 i MgSO4 x 7H2O odznaczała się naj-
większą aktywnością celulolityczną (0,983 j. FPU) w 17. dobie, natomiast aktywnością 
ksylanolityczną  2,081 µmol/ml · min.w 13 dobie. 
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Selection of low-protease mutants of Trichoderma reesei 
M-7 for the production of extracellular enzymes

Abstract. An evaluation was made of the ability of 9 low-protease mutants of Trichoderma 
reesei M-7 to produce extracellular enzymes on a medium with whey enriched with mineral 
salts. Cultures were carried out using batch and continuous culture methods. Inversely pro-
portional relationships between the activity of cellulases and xylanases as well as the activ-
ity of proteases in filtrates obtained from cultures of low-protease mutants of Trichoderma 
reesei M-7 were not found unambiguously in batch cultures. In continuous cultures, in turn, 
the highest activities were shown by filtrates of mutants of Trichoderma reesei M-7 which 
exhibited the lowest ability to produce extracellular proteases in batch cultures. 

Key words: cellulases, xylanases, proteases, low-protease mutants of Trichoderma reesei 
M-7, whey, continuous culture   
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