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Streszczenie rozprawy doktorskiej ,,Biotransformacja Sruty rzepakowej z

wykorzystaniem Bacillus subtilis”

Dziatalno$¢ rolnicza i rolno-przemystowa generuje duze ilo$ci produktow ubocznych
lignocelulozowych takich jak m.in. wyttoczyny, stoma, todygi, kolby, tuski i skorki owocow.
Gtowne formy odpaddéw organicznych to odpady zywnosciowe z gospodarstw domowych,

odpady rolnicze, odpady przemystowe oraz odpady zwierzece.

Jedng z mozliwosci recyklingu odpadéow i ich ponownego wykorzystania jest
biotransformacja przy uzyciu mikroorganizmow. Fermentacja podtozy statych - SSF (ang.
solid-state  fermentation) polega na hodowaniu mikroorganizméw na  statym,
nierozpuszczalnym substracie z niewielkim udziatem wody. Ten typ hodowli niesie za sobg
wiele korzy$ci, w tym ekonomiczne, energetyczne jak i ekologiczne. Procesy SSF sa
wykorzystywane do otrzymywania szerokiej gamy produktow pochodzenia biologicznego,
takich jak wszelkiego rodzaju enzymy, biosurfaktanty, biopaliwa i wielu innych. Ponadto, z
wykorzystaniem SSF otrzymuje si¢ fermentowane pasze badz dodatki do pasz dla zwierzat.
W ten sposob znacznie polepsza si¢ ich wlasciwosci odzywcze, wzbogacajac je o
mikroorganizmy z korzystnymi wlasciwosciami, jednoczesnie pozbywajac si¢ ewentualnych

zwigzkoéw antyzywieniowych ograniczajacych uzycie tych substratéw w surowym stanie.

Wsrod dostgpnych w duzych iloSciach substratow jest §ruta rzepakowa majaca ogromny
potencjat do wykorzstania w formie paszy dla zwierzat. Powstaje po ekstrakcji oleju z nasion
rzepaku. Jest bogatym zrodlem biatka, z bardzo dobrze zbilansowanym skladem
aminokwasowym, jednakze zawiera rowniez spora ilos¢ wiokna, ktérego zwierzeta
monogastryczne nie s3 w stanie trawi¢. W celu poprawy strawnosci $ruty rzepakowej, mozna
przeprowadzi¢ fermentacje stala wybranymi mikroorganizmami, hydrolizujac wtdkno do
cukrow lepiej przyswajalnych przez zwierzeta oraz niwelujgc substancje antyzywieniowe
ograniczajace zastosowanie/ilo§¢ $ruty w mieszankach paszowych. Sruta rzepakowa jest
rowniez bardzo dobrym podlozem do produkeji wysokowarto§ciowych produktow
pochodzenia mikrobiologicznego, takich jak enzyméw paszowych czy biosurfaktantow.
Nieustannie poszukuje si¢ stosunkowo tanich surowcoéOw i odpowiednich mikroorganizméow

produkujacych warto§ciowe substancje w celu ich optacalnej produkeji.



Stad, celem niniejszej pracy byta biotransformacja S$ruty rzepakowej z wykorzystaniem
szczepu Bacillus subtilis 87Y. Opisane badania w pracy rozpoczeto od przebadania zdolnosSci
metabolicznych szczepu 87Y pod katem aktywno$ci enzymatycznej jak i produkcji
lipopeptydowego biosurfaktantu surfaktyny. Szczep B. subtilis 87Y pochodzacy z kolekcji

Zaktadu Biotransformacji, zostat wczesniej wyizolowany z dzdzownicy kalifornijskie;j.

W pierwszej kolejnosci okreSlono aktywno$¢ enzymatyczng: ksylanolityczng oraz
celulolityczng podczas hodowli szczepu B. subtilis 87Y na Srucie rzepakowej. Nastepnie
dobrane warunki hodowli sprawdzono pod katem produkcji surfaktyny przez szczep 87Y, dla
ktorych kontrola byla hodowla plynna we wczesniej opracowanym w Zaktadzie
Biotransformacji bogatym plynnym podiozu suplementowanym waling oraz leucyna,
specjalnie dedykowanym do produkcji surfaktyny. Metoda hodowli stalej na S$rucie
rzepakowej otrzymano niemal ten sam uzysk biosurfaktantu co w hodowli na ptynnym,

suplementowanym aminokwasami i drogim podtozu.

Kolejnym etapem pracy byto okreslenie ulepszenia wartosci odzywczej $ruty rzepakowe;.

Analiza sktadu chemicznego wykazata ubytek wtokna surowego, w wyniku fermentacji.

Waznym aspektem fermentacji $ruty rzepakowej bylo réwniez okreslenie zdolnosci szczepu
87Y do redukcji mykotoksyn z potencjalnego materialu paszowego. Zakazenia
mykotoksynami to powszechny problem, ktory si¢ pojawia juz podczas uprawy zboz, badz
podczas ich przechowywania. Spozycie przez zwierzgta paszy nadkazonej plesniami
produkujacymi mykotoksyny, ma ogromnie negatywne skutki zdrowotne. Stad tak waznym
elementem jest mozliwo$¢ niwelowania tych toksycznych zwigzkéw poprzez fermentacje
mikroorganizmami. Badajac nadkazong Srute deoksyniwalenolem, zearalenonem oraz
aflatoksynami B1 jak 1 B2 wykazano znaczng redukcje tych mykotoksyn poprzez fermentacje
B. subtilis 87Y.

Kolejnym etapem pracy byly badania potencjalnych wtasciwosci probiotycznych szczepu B.
subtilis 87Y metodami in vitro. Stwierdzono przezywalnos$¢ szczepu 87Y w kwasnym
srodowisku oraz solach Zzotciowych. Ponadto, wykorzystujac 1 modyfikujac metodg z
zastosowaniem insertow do hodowli komorek ssaczych, przeprowadzono kohodowle B.
subtilis 87Y ze szczepami Lactococcus lactis, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis
i S. typhimurium. Wykazano, iz szczep 87Y ma zdolno$¢ promowania wzrostu
probiotycznych bakterii L. lactis, jak i1 jednoczesnego hamowania patogenow takich jak S.

aureus oraz Salmonella spp.



Nastepnie postanowiono powigkszy¢ skale badan i1 przeprowadzi¢ eksperyment zywienia
kurczat typu brojler dodatkiem 3% niefermentowanej oraz fermentowanej szczepem B.
subtilis 87Y sruty rzepakowej i analizy mikrobiomu jelita $lepego. Analiza tresci jelita
Slepego metodg ptytkowa z uzyciem podtdz chromogennych wykazata korzystny wplyw
zarowno dodatku niefermentowanej jak i fermentowanej Sruty rzepakowej w paszy kurczat.
Wykazano hamowanie rozwoju patogennych szczepéw Klebsiella pneumoniae czy
Enterobacter cloacae oraz wzrost ilosci probiotykow z rodzaju Lactobacillus. Dalsza analiza
metagenomu z tresci jelita Slepego wykazata rozwdj eukariotycznego pasozyta Blastocystis
hominis u kurczgt karminonych samg paszg bez dodatkoéw. Wykonano takze analizg
histologiczng nabtonka jelita S$lepego, w ktorej wykazano znacznie lepszy obraz

morfologiczny u kurczat karmionych dodatkiem $ruty fermentowanej B. subtilis 87Y.

W ramach niniejszej pracy zdecydowano si¢ réwniez przebada¢ sktadniki §ciany komorkowej
owsa, na ktorym sposrdd szeregu réznych zbdz, B. subtilis 87Y produkowal najwiecej
surfaktyny. Badanie aktywno$ci enzymatycznej, ekspresji gendw kodujacych specyficzne
enzymy rozkladajace elementy $ciany komorkowej 1 analiza mikroskopowa $cian
komoérkowych owsa wykazata, iz ksylan, badz jego pochodne sg prawdopodobnie zwigzkami

bezposrednio zwigkszajacymi produkcje biosurfaktantu.

Wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy doktorskiej okreslity szczep B. subtilis 87 jako
posiadajacy duze uzdolnienia metaboliczne pod katem produkcji enzymoéw oraz surfaktyny,
jak i redukcji mykotoksyn. Ponadto, szczep 87Y wykazywat zaréwno in vitro jak i in vivo
wlasciwosci probiotyczne. Potwierdzono rowniez, iz Sruta rzepakowa ma duzy potencjat jako
fatwo dostepne 1 tanie podioze do wytwarzania wysokowartosciowych produktow

pochodzenia biologicznego.



