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AGNIESZKA DROZDZYNSKA, DARIA SZYMANOWSKA,
KATARZYNA CZACZYK

OPTYMALIZACJA PROCESU EKSTRAKCJI TREHALOZY
Z KOMOREK DROZDZY I OKRESLENIE PARAMETROW JEJ
OZNACZANIA TECHNIKA HPLC

Streszczenie

Wykorzystano technik¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej do oznaczania trehalozy w probach
mogacych zawiera¢ inne disacharydy (maltozg, sacharozg). Przetestowano dwie kolumny i rézne sktady
eluentéw pod wzgledem efektywnosci rozdzialu. Wyznaczono granice wykrywalnos$ci, oznaczalnosci,
zakres liniowosci oraz precyzje wytypowanych metod. Ponadto wykonano optymalizacje procesu ekstrak-
cji trehalozy z komorek drozdzy pod wzgledem substancji dezintegrujacej, temperatury oraz czasu trwania
ekstrakeji.

Stowa kluczowe: trehaloza, HPLC, Saccharomyces cerevisiae

Wprowadzenie

Trehaloza (a-D-glukopiranozylo-1-1a-D-glukopiranozyd) jest cukrem niereduku-
jacym, zbudowanym z dwoch czasteczek glukozy potaczonych nietypowym wigza-
niem a-1,1-glikozydowym [1, 3, 6]. Trehaloza tatwo ulega hydrolizie do glukozy
i moze pelni¢ w komorce rezerwg tego cukru. Enzymami rozktadajacymi trehalozg sa
trehalazy (neutralna i kwasna), ktorych wytwarzanie przez Saccharomyces cerevisiae
kodowane jest przez geny NTHI oraz ATH1 [22].

Wystegpowanie trehalozy stwierdzono w komorkach grzybow, bakterii, nicieni,
owadoéw oraz niektorych roslin [3, 9, 21]. Do niedawna ten disacharyd uwazany byt
tylko za substancj¢ zapasowa w zywych komorkach. Liczne badania dowiodty $cistego
zwiazku obecnosci tej substancji z wystepowaniem stresow Srodowiskowych. Dzi§
trehaloza uwazana jest za jeden z gldéwnych markerow opisujacych odpowiedz komo-
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rek drozdzy na stresy metaboliczne (cieplny, osmotyczny, etanolowy oraz w mniej-
szym stopniu na stres toksyczny) [6, 9, 19, 20, 21].

Trehaloza, jako zwiazek osmotycznie czynny, peini przede wszystkim funkcje
zabezpieczajaca integralnos¢ struktur komorkowych, w szczegdlnosci bton biologicz-
nych. Jej dziatanie polega na zabezpieczaniu struktury bialek poprzez wytwarzanie
wigzan wodorowych pomigdzy grupami hydroksylowymi cukréw a polarnymi grupami
biatek. Ponadto trehaloza, jako cukier nieredukujacy, nie uczestniczy w reakcjach Ma-
illarda, w ktorych cukry redukujace (np. glukoza) reaguja z grupami aminowymi bia-
ek, podczas ich odwodnienia [6, 9].

Badania dowiodly, ze drozdze zmniejszaja aktywnos$¢ trehalazy, dazac do utrzy-
mania wysokiego st¢zenia trehalozy w komorce w celu jej zabezpieczenia przed stre-
sem osmotycznym lub cieplnym. Juz w temp. 30 °C produkcja trehalozy przez drozdze
z gatunku Saccharomyces cerevisae wzrasta (i ro$nie wraz z dalszym wzrostem tempe-
ratury), a jej poziom jest zréznicowany w zalezno$ci od szczepu [6, 20]. Dzigki temu
trehaloza moze by¢ stosowana jako marker odpowiedzi metabolicznej komorek droz-
dzy na stresy srodowiskowe w celu wyodrebnienia ras najlepiej przystosowanych do
trudnych warunkoéw przemystowych. Wiadomo takze, ze pojawienie si¢ dodatkowo
biatek szoku cieplnego (przede wszystkim Aspl(04) wzmacnia tolerancjg na stres ter-
miczny [1]. Ponadto trehaloza moze pehi¢ funkcje krioprotektanta m.in. w ogrodnic-
twie (np. kondycjowanie roslin), jak réwniez w medycynie (np. przechowywanie em-
briondéw ssakow). Obecnos¢ trehalozy podczas suszenia in vitro np. enzymow restryk-
cyjnych lub enzyméw modyfikujacych DNA umozliwia ich przechowywanie
w temperaturze pokojowej bez utraty aktywnosci [9, 22].

Jedna z nowoczesnych metod otrzymywania bioetanolu jest proces jednoczesnej
hydrolizy i fermentacji natywnej skrobi [12]. W procesie tym stosuje si¢ wysokie ste-
zenia substratu i podwyzszona temperatur¢ (optimum dziatania enzymédw), stad po-
wstaja duze ilosci etanolu. Komorki drozdzy wykorzystywane w tych procesach nara-
zone sa na szereg stresOw metabolicznych (stres osmotyczny, cieplny, etanolowy),
w efekcie czego syntetyzuja trehalozg. Poznanie mechanizméw odpowiedzi komorki
na wystapienie poszczegolnych stresow i ich interakcje krzyzowe moze utatwi¢ takie
kierowanie procesem fermentacji, aby zredukowaé¢ do minimum negatywne skutki
stresOw 1 tym samym usprawni¢ przebieg procesu fermentacji. Zwykle reakcja komor-
ki na wystapienie czynnikow stresowych jest wielokierunkowa i objawia si¢ istotnymi
zmianami metabolicznymi. Podkresla to znaczenie okreslenia wlasciwych kryteridow do
wyboru odpornych szczepdéw, przydatnych w warunkach przemystowych [6].

Wisrod roznych technik oznaczania trehalozy, do najczgsciej stosowanych naleza
metody kolorymetryczne, enzymatyczne i chromatograficzne. Pierwsza z wyzej wy-
mienionych procedur, opisana przez Brinna [2] polega na reakcji trehalozy z cyklicz-
nym weglowodorem - antronem (ang. anthrone), a nast¢pnie oznaczeniu zmiany barwy
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mieszaniny poreakcyjnej. Ze wzgledu na wysoka reaktywno$¢ antronu z innymi cu-
krami (m.in. z celuloza, dekstranem, a takze heksozami i pentozami) jest to metoda
malo charakterystyczna i moze by¢ stosowana do prob zawierajacych tylko trehaloze
[4]. Duza specyficznoscia charakteryzuja si¢ metody enzymatyczne, jednak wiaza sig
one z koniecznoscia zakupu drogich enzymoéw (trehalazy, oksydazy glukozowej i/lub
peroksydazy) i utrzymania $cisle kontrolowanych warunkow reakcji (pH, temperatura)
[4, 24]. W ostatnich latach powszechnie stosowana metoda oznaczania trehalozy jest
HPLC. Do oznaczen tego zwiazku uzywano roéznych kolumn m.in.: CarboPac PA1
(Dionex) stosowany z 100 mM NaOH jako faza ruchoma i detekcja amperometryczna
lub elektrochemiczna [7, 8], Sugar-Pak (Waters) wykorzystujacy bufor boranowy jako
eluent i detektor elektrochemiczny [15] oraz szereg kolumn wykorzystujacych detekcje
refraktometryczna oraz faz¢ ruchoma w postaci wodnych roztworéw acetonitrylu:
Shodex SUGAR SZ5532 (Shodex) [14], Zorbax-NH2 (Agilent) [23], Supelcosil
LC-NH2 (Supelco) [10], LiChrosphere NH2 (Merck) [4, 5].

Znaczenie trehalozy w metabolizmie komorkowym oraz mozliwosci jej zastoso-
wania w przemysle i medycynie wymagaja opracowania nowych, szybkich i efektyw-
nych metod jej oznaczania i pozyskiwania.

Celem niniejszych badan byta optymalizacja procesu ekstrakcji trehalozy z komo-
rek drozdzy wykorzystywanych w procesie fermentacji etanolowej natywnej skrobi
oraz opracowanie metody chromatograficznej cechujacej si¢ dobra selektywnoscia
1 wartos$cia granicy wykrywalno$ci oznaczania trehalozy w komorkach drozdzy w pro-
bach zawierajacych inne disacharydy (np. maltozg).

Material i metody badan

W celu opracowania efektywnej procedury oznaczania trehalozy technika HPLC
uzyto materialu badawczego w postaci roztworéw wzorcowych cukréw (trehalozy,
maltozy, sacharozy, SIGMA). W eksperymentach optymalizacji procesu ekstrakcji
trehalozy materiat badawczy stanowity drozdze gorzelnicze z gatunku Saccharomyces
cerevisiae (nazwa handlowa Ethanol Red, producent firma LeSaffre). Drobnoustroje te
wykorzystywano w procesie jednoczesnej hydrolizy i fermentacji natywnej skrobi.
Hydroliz¢ maki kukurydzianej (mtyn Biocorn Zigbice) prowadzono za pomoca prepa-
ratow enzymatycznych STARGEN 001 (Genencor) oraz kwasnej proteazy — GC106
(Genencor), jako enzymu wspomagajacego hydrolize. Proces prowadzono przy uzyciu
bioreaktora o objgtosci maksymalnej 5 1, firmy New Brunswick (USA), stosujac zacier
z maki kukurydzianej (25 % s.m.). Parametry pracy bioreaktora byly nastepujace:
temp. 35 °C, pH 5,0 (korekta pH przy uzyciu kwasu siarkowego lub zasady sodowej),
szybko$¢ mieszania 200 obr/min.
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Fermentacj¢ etanolowa prowadzono przez 72 h. Po tym czasie pobierano 200 ml
proby i odstawiano na 30 min w celu oddzielenia drozdzy od maki kukurydzianej po-
przez sedymentacj¢. 5 ml supernatantu wirowano (3000 g, 5 min) by uzyska¢ osad
drozdzy, ktory nastgpnie ptukano 5 ml wody destylowanej. Z tak przygotowanego
osadu ekstrahowano trehalozg trzema ré6znymi metodami. W pierwszej metodzie osad
drozdzy inkubowano z 5 ml alkoholu etylowego (95 %) w roznej temperaturze: 30, 60
oraz 90 °C. Z kazdego wariantu doswiadczenia pobierano proby po 30, 60 oraz 90 min
inkubacji, a nastgpnie usuwano etanol w wyparce prozniowej lub poprzez odparowanie
w temp. 105 °C (metoda druga). Trzecia metoda ekstrakcji polegata na inkubacji osadu
drozdzy z 1 ml roztworu o sktadzie acetonitryl (ACN) : metanol (MeOH) : woda (H,0)
w stosunku objgtosciowym 60 : 15 : 25. Zastosowano takie same parametry procesu
ekstrakcji (temperatura i czas), jak w poprzednich metodach. Przed analiza chromato-
graficzng proby filtrowano (0,45 um, Millex-LG, Millipore).

W celu okreslenia wptywu maki kukurydzianej, obecnej w probie, na proces eks-
trakcji trehalozy zmodyfikowano nieznacznie sposob dezintegracji. Probe pobrana
z bioreaktora (5 ml) wirowano (3000 g, 5 min) osad przemywano woda destylowana.
Ekstrakcje prowadzono poprzez inkubacje osadu (drozdzy i maki) z 2 ml mieszaniny
o sktadzie ACN : MeOH : H,O (60 : 15 : 25) w temp. 60 °C przez 1 h. Po tym czasie
probe filtrowano (0,45 um, Millex-LG, Millipore).

Oznaczenia chromatograficzne prowadzono w chromatografie cieczowym
HEWLETT-PACKARD 1050 wyposazonym w automatyczny podajnik préb, pompe
oraz detektor RI. Analizy wykonywano w dwoch rodzajach kolumn: Carbohydrate
Analysis Column (Waters) oraz Nucleosil NH, (Macherey-Nagel). Podstawowe para-
metry uzywanych kolumn przedstawiono w tab. 1. W zaleznosci od zastosowanej ko-
lumny stosowano rozne fazy ruchome i rézne szybkosci ich przeplywu. W tab. 2. wy-
szczegolniono skiad eluentéw uzywanych do analiz. Oznaczenia wykonywano w ukta-
dzie izokratycznym, w temp. 25 °C. Do kolumny chromatografu cieczowego wprowa-
dzano 50 pl proby.

Tabela 1l
Podstawowe parametry testowanych kolumn.
Basic parameters of tested columns.
. Srednica Wielkos¢ | Wielkosé Grupa
Dltugosé . i .
Kolumna Leneth wewngtrzna ziarna pordéw Matryca | funkcyjna
Column £ Inner diameter |Particle size| Pore size Matrix Functional
[mm]
[mm] [nm] [A] group
Carbohydrate Analysis Krzemionka
Column (WATERS) 300 3.9 10 125 Silica NH,
Nucleosil NH, Krzemionka
(MACHEREY-NAGEL) 250 46 > 100 Silica NH,
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Analizeg chromatograficzna wykonywano z zastosowaniem standardu zewngtrzne-
go, wykorzystujac powierzchnie pikow (pomiar i integracja komputerowa z zastoso-
waniem programu ChemStation for LC Agilent Technologies).

W celu wskazania najlepszej metody oznaczania trehalozy w przypadku kazdej
kolumny, wyznaczano wartosci wspotczynnika odpowiedzi dla trehalozy oraz zdolno$é
rozdzielcza kolumny w odniesieniu do trehalozy i maltozy. Wspotczynnik odpowiedzi
Rs obliczano jako iloraz wysokosci piku (H) i st¢zenia trehalozy (c) [11]. Zdolnosé
rozdzielcza kolumny Ry wyznaczano z rownania [18]:

Rs =2th_tRm 1)
w,+w,
gdzie: tg, — czas retencji trehalozy,
trm — CZzas retencji maltozy,
w; — szeroko$¢ piku trehalozy mierzona przy podstawie,
W — szeroko$¢ piku maltozy mierzona przy podstawie.

Tabela 2
Stosowane fazy ruchome i predkosci ich przeptywu.
Mobile phases applied and their flow rates.
Kolumna Aceton.itr'yl Metanol Woda Szybkos¢ przeptywu
Column Acetonitrile Methanol Water Flow rate
[%] [%] [%] [ml/min]
80 0 20 2
70 0 30 2
Carbohydrate Analysis 75 0 25 2
Column (WATERS) 75 5 20 2
60 10 30 2
60 15 25 2
75 0 25 1
80 0 20 1
Nucleosil NH, 70 10 20 1
(MECHEREY-NAGEL) 70 15 15 1
65 20 15 1
65 25 10 1

Objasnienia:/ Explanatory notes:
Czcionka pogrubiong przedstawiono standardowe warunki rozdzialu w wymienionych kolumnach / The
bold font was used to show standard separation conditions in the columns listed.

Wyznaczano granice wykrywalnosci, zakres liniowosci oraz precyzje najlepszej
wybranej metody.
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Granicg wykrywalnosci (ang. Limit of Detection — LOD) wyznaczano metoda gra-
ficzna. Wykonano po 6 réwnoleglych oznaczen dla 3 poziomow stezen (c) trehalozy.
Z kazdej serii pomiarow obliczano warto$¢ odchylenia standardowego (s) 1 wyznacza-
no zalezno$¢ liniowa s = f(c). Z wykresu odczytywano warto§¢ wyrazu wolnego so
1 wyznaczano warto$¢ granicy wykrywalnosci zgodnie z zaleznoscia [13]:

LOD = 3s, )

Granicg oznaczalnosci (ang. Limit of Quantification - LOQ) wyznaczano na pod-
stawie zaleznosci [13]:
LOQ =3LOD 3)
Zakres liniowosci wyznaczano z wykresow krzywych wzorcowych, a za koniec
zakresu liniowego przyjeto punkt, w ktorym odchylenie od prostoliniowo$ci wynosito
3 %. Natomiast za dolna granicg liniowosci wskazan przyjeto granic¢ oznaczalnosci
[18]:
Precyzjg obliczono zgodnie ze wzorem:
CV =——.100[%] )
Xér
gdzie: CV —wspoélczynnik zmiennosci (ang. Coefficient of Variation),
Xg — warto$¢ $rednia powierzchni piku z 10 powtorzen w odniesieniu do roz-
tworu wzorcowego trehalozy [1g/1],
s  —odchylenie standardowe.

Wiyniki i dyskusja

Narys. 1. przedstawiono chromatogramy rozdziatu trehalozy, sacharozy i malto-
zy na kolumnach Carbohydrate Analysis Column oraz Nucleosil NH,. Analiza w ko-
lumnie firmy Waters z zastosowaniem 80 % acetonitrylu jako eluentu zapewniata cat-
kowity rozdzial trehalozy od pozostatych disacharydow, jednak uzyskane wspotczyn-
niki odpowiedzi byty bardzo niskie (rys. 1 Al). Rozdzial tej samej proby przy uzyciu
kolumny firmy Macherey-Nagel umozliwit uzyskanie zadowalajacych wspotczynni-
kéw odpowiedzi badanych cukréw, ale nie umozliwiat catkowitego rozdzielenia piku
trehalozy od piku maltozy (rys. 1 All). Na podstawie przeprowadzonych badan stwier-
dzono, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci acetonitrylu w eluencie wzrastata zdolnos¢
rozdzielcza kolumny Carbohydrate Analysis Column (Waters), jednak malata warto$¢
wspoétczynnika odpowiedzi. Przy zastosowaniu dwusktadnikowej fazy ruchomej (ACN
i H,O) otrzymanie satysfakcjonujacego rozdziahu nie byto mozliwe. Catkowite rozdzie-
lenie piku trehalozy od piku maltozy (Rs= 1) uzyskano w przypadku 79 % ACN, dla
ktorego warto$¢ wspotczynnika odpowiedzi Ry wyniosta 49,3 (rys. 2). Dodatek meta-
nolu do fazy ruchomej polepszat jakos$¢ analiz chromatograficznych. Podobnie jak
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Chromatografy rozdziatu trehalozy, maltozy i sacharozy w kolumnie Carbohydrate Analysis

Kolumn — Waters (I) oraz Nucleosil NH, —Macherey Nagle (II) w warunkach standardowo sto-
sowanych dla tych kolumn (A) oraz opracowanych w ramach niniejszych badan (B).

Fig. 1.

Chromatograms of separation of trehalose, maltose, and sucrose on the Carbohydrate Analysis

Column — Waters (I) and Nucleosil NH, Macherey-Nagel Column (II) under both the standard
operating conditions applied to those columns and the conditions developed for this study (B).
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acetonitryl, wptywat on na warto$¢ wspotczynnika odpowiedzi i zdolnos¢ rozdzielcza
kolumny. Zastosowanie trojsktadnikowej fazy ruchomej (ACN : MeOH : H,O) umoz-
liwito otrzymanie rozdziatéw chromatograficznych cechujacych si¢ zarowno wysokim
wspoétczynnikiem odpowiedzi, jak réwniez dobra zdolnoscia rozdzielcza kolumny.
Najlepszym eluentem okazata si¢ mieszanina ACN : MeOH : H,O (60 : 15 : 25).
Umozliwil on catkowity rozdziat trehalozy od pozostatych disacharydéw obecnych w
probee (Rs = 1) i blisko trzykrotnie zwigkszyt si¢ wspotczynnik odpowiedzi trehalozy -
R¢= 120 (rys. 1 BI) w poréwnaniu z eluentem standardowo stosowanym w tej kolum-
nie (80 % ACN). Zastosowanie tej fazy ruchomej pozwolito na wykrycie trehalozy na
poziomie 3,5 mg/l (tab. 3). Czas analizy przy zastosowaniu wyzej wymienionych pa-
rametrow chromatograficznych wynosit ok. 4 min.

W przypadku kolumny Nucleosil NH, Macherey-Nagel najefektywniejszym elu-
entem byt ACN : MeOH : H,O (70 : 15 : 15), umozliwiajacy catkowity rozdziat
wszystkich badanych cukréw przy zachowaniu wysokiej wartosci wspotczynnika od-
powiedzi w pordwnaniu z eluentem standardowo stosowanym dla tej kolumny — 75 %
ACN (rys. 1 BII). Zastosowanie takich parametrow pozwolito na wykrycie trehalozy
na poziomie 13,6 mg/l (tab. 3). Czas analizy wynosit 13 min.

Istotng role odgrywata takze rozpuszczalnos¢ trehalozy w eluencie, ktéra ograni-
czata gorna granice zakresu liniowo$ci w przypadku obu badanych metod (tab. 3).

Tabela 3
Wartosci liczbowe granic wykrywalnosci, oznaczalnosci, zakresow liniowo$ci oraz precyzji wybranych
metod.
Numerical values of detection and quantification limits, of linearity ranges, and of precision of the meth-
ods selected.

Granica Granica Zakres
Kolumna/metoda wykryyva‘lnosm 02na}czeﬁ11n0sc1 liniowosci Precy;]a
Column/method Limit Limit of Range of Precision
of detection quantification linearity CV [%]
[mg/1] [(mg/1] [¢/1]
Carbohydrate Analysis Column *
(60%ACN:15% MeOH:25%H,0) 3,5 10,5 0.01-9,7 0,23
Nucleosil NH, *
(70%ACN: 15% MeOH:15%H,0) 13,6 409 0,04-5.2 L3

Objasnienia:/ Explanatory notes:” Gérna granica zakresu liniowosci jest ograniczona rozpuszczalnoscia
trehalozy /" The upper limit of linearity is limited by the trehalose solubility.

W celu optymalizacji procesu dezintegracji komorek drozdzy i ekstrakcji z nich
trehalozy w pierwszej kolejnosci poszukiwano najlepszej substancji dezintegrujacej
komorki. Znanych jest kilka metod ekstrakcji trehalozy, wérod ktorych wymieni¢ moz-
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na dezintegracje¢ komorek poprzez gotowanie w etanolu o réznym stezeniu [4, 14, 16],
inkubacje w wodzie destylowanej o wysokiej temperaturze [15] czy tez dezintegracje
za pomoca kulek szklanych [17]. Wigkszo$¢ badaczy dezintegrujac komorki stosuje
etanol i wysoka temperature, dlatego tez testujac rézne substancje pod wzgledem efek-
tywnosci dezintegrujacej, poshuzono si¢ oprocz roztworu o sktadzie (ACN : MeOH :
H,O — 60 : 15 : 25), etanolem. Na rys. 3. przedstawiono zalezno$¢ ilosci wyekstraho-
wanej trehalozy od zastosowanej substancji i sposobu postgpowania. Najbardziej efek-
tywna substancja okazat si¢ eluent. Dlatego tez w kolejnych do§wiadczeniach dezinte-
gracj¢ komorek wykonywano poprzez inkubacj¢ w mieszaninie rozpuszczalnikow
o sktadzie ACN : MeOH : H,O (60 : 15 : 25). Taki sposob postgpowania znacznie
upraszcza przygotowanie prob i oszczedza czas. Jak wynika z badan réwniez sposob
odparowania etanolu istotnie wptywa na ilos¢ wyekstrahowanej trehalozy. Odparowa-
nie etanolu w temp. 105 °C nie wplynglo w sposob statystycznie istotny na wynik,
w poréwnaniu z ekstrakcja z wykorzystaniem mieszaniny rozpuszczalnikoéw bez odpa-
rowania, jednak cechowato si¢ mniejsza powtarzalnos$cia (wspdtczynnik zmiennosci
wynosil odpowiednio 6,3 10,9 %).

Ry R
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Rys. 2. Zalezno$¢ wspoélczynnika odpowiedzi R, oraz zdolnosci rozdzielczej kolumny Rg od procento-
wego udzialu acetonitrylu w eluencie (Carbohydrate Analysis Kolumn — Waters).

Fig. 2. Dependence between the response factor R; and resolving power of Rg column and the per cent
rate of content of acetonitrile in eluent (Carbohydrate Analysis Column — Waters).

W kolejnym etapie sprawdzano wptyw temperatury i czasu trwania dezintegracji
na efektywno$¢ ekstrakcji trehalozy z komorek drozdzy. Najefektywniejsza ekstrakcja
zachodzita w temp. 60 °C przez 60 min oraz w temp. 90 °C przez 30 min (rys. 4). Roz-
nice w ilosci wyekstrahowanej trehalozy z zastosowaniem wyzej wymienionych para-
metréw nie byly statystycznie istotne (p>0,999; ANOVA dla uktadow czynnikowych,
test Tukeya, Statistica 6.1). Za optymalna temperatur¢ i czas trwania dezintegracji
przyjeto 60 °C i 60 min. Ponadto w temp. 90 °C parowanie eluentu podczas dezinte-
gracji byto znaczne, co wymuszato jego uzupehienie do okre§lonej objetosci po za-
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konczeniu tego procesu. Stosujac temp. 60 °C, taka konieczno$¢ nie wystgpowalta,
gdyz parowanie eluentu bylo ograniczone. Wptywato to na powtarzalno$¢ wynikow,
ktora byta dwukrotnie wigksza w przypadku zastosowania temp. 60 °C (wspotczynnik

zmienno$ci wynosit odpowiednio 0,94 i 1,81 % w przypadku procesu ekstrakcji
w 60 °C oraz 90 °C).
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Rys. 3. Wplyw sposobu dezintegracji komoérek na ilos¢ wyekstrahowanej trehalozy (1- dezintegracja
w1 ml eluntu, bez odparowywania; 2 — dezintegracja w Sml etanolu i jego odparowanie
w 105°C; 3 — dezintegracja w Sml etanolu i jego odparowanie na wyparce prozniowe;j)

Fig. 3. Impact of cell disintegration scheme on the amount of extracted trehalose (1 — disintegration in
1 ml of eluent with no evaporation; 2 — disintegration in 5Sml of ethanol and its evaporation at
105°C; 3 — disintegration in Sml of ethanol and its evaporation using vacuum evaporator).
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Rys. 4. Wydajnos¢ ekstrakeji trehalozy z komorek drozdzy w zaleznos$ci od temperatury i czasu trwania
procesu dezintegracji.

Fig. 4.  Efficiency of trehalose extraction from yeast cells depending on temperature and duration time
of disintegration process
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Rys. 5.  Ekstrakcja trehalozy z komoérek drozdzy (1) oraz prob zawierajacych komorki drozdzy i make

kukurydziang (2).

Fig. 5. Trehalose extraction from yeast cells (1) and from samples containing yeast cells and cornstarch

flour (2).

W kolejnym etapie doswiadczen badano wptyw obecnosci maki kukurydzianej na

proces ekstrakcji. W tym celu dezintegracji poddano probe pobrang z bioreaktora (za-
wierajaca make¢ kukurydziang). Nie zaobserwowano kleikowania skrobi kukurydzianej
obecnej w probee podczas dezintegracji komorek drozdzy z zastosowaniem wytypo-
wanych parametréw (temp. 60 °C przez 60 min). [lo§¢ wyekstrahowanej trehalozy nie
roéznita si¢ w sposob statystycznie istotny od ilosci trehalozy wyekstrahowanej z sa-
mych komorek (rys. 5.) 1 pozwolita na znaczne skrocenie czasu przygotowania prob.

Whioski

1.

Wytypowane metody oznaczania trehalozy technika HPLC moga by¢ wykorzysta-
ne do analizy trehalozy w probach zawierajacych inne disacharydy (np. maltoze
czy sacharozg), umozliwiaja jej wykrycie na niskim poziomie (LOD < 1pg)
i cechuja si¢ dobra precyzja (CV <2 %).

Zastosowanie kolumny Carbohydrate Analysis Column (Waters) i eluentu o skla-
dzie ACN : MeOH : H,O (60 : 15 : 25) umozliwito wykrycie trehalozy na pozio-
mie 0,175 pg, zapewnito oddzielenie trehalozy od pozostatych disacharydow, jed-
nak nie pozwolito na catkowity rozdziat maltozy od sacharozy.

Zastosowanie kolumny Nucleosil NH, (Machery-Nagel) i eluentu o sktadzie
ACN : MeOH : H,O (70 : 15 : 15) umozliwito catkowity rozdziat wszystkich ba-
danych cukrow (trehaloza, sacharoza, maltoza). Byla to jednak metoda, ktora
umozliwita wykrycie trehalozy dopiero na poziomie 0,681ug i charakteryzowata
si¢ mniejsza precyzja.
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4.

Metoda dezintegracji w obecno$ci mieszaniny ACN : MeOH : H,O (60 : 15 : 25)
moze z powodzeniem zastapi¢ metody ekstrakcji z wykorzystaniem etanolu, co
znacznie upraszcza proces przygotowywania prob do analizy (brak koniecznosci
uzycia wyparki).

Wytypowano temperatur¢ 60 °C i czas 60 min jako najlepsze parametry procesu
ekstrakcji trehalozy z komorek drozdzy.

Badania wykonano w ramach grantu MNiSW 0619/P01/2007/02.
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OPTIMIZING THE PROCESS OF EXTRACTING TREHALOSE FROM YEAST CELLS AND

SPECIFYING PARAMETERS OF ITS DETERMINATION BY HPLC TECHNIQUE

Summary

A technique of High Performance Liquid Chromatography was applied to determine trehalose in the
samples, which could contain other disaccharides (maltose, sucrose). Two columns and various mobile
phases of eluents were tested as regards the efficiency of resolution. The limits of detection and determina-
tion were estimated as were the range of linearity and the precision of the selected methods. Moreover, the
process of extracting trehalose from yeast cells was as regards the disintegrating substance, temperature,
and extraction duration time).
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<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


