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Dobér warunkéw hodowlanych do biosyntezy kwasu a-ketoglutarowego
przez drozdze Yarrowia lipolytica

Wstep

Kwas a-ketoglutarowy (KGA) ma szerokie zastosowanie w wielu
gateziach przemystu. Uzywany jest m.in. w produkcji dodatkéw do
zywnosci, suplementéw diety, farmaceutykéw, biodegradowalnych
polimeréw i preparatéw stosowanych w rolnictwie. Ponadto kwas ten
wykorzystuje si¢ jako substrat w biochemicznej diagnostyce wielu
choréb (zapalenia watroby, zawalu migsnia sercowego, dystrofii
mig$niowej i in.) [Finogenova i in. 2005; Campbell i in. 2006; Ver-
seck i in. 2007; 2009; Barett i Yousaf 2008; Otto i in. 2011;
Kamzolova i Morgunov 2013].

Obecnie KGA produkowany jest na drodze syntezy chemicznej
z wykorzystaniem bursztynianu dietylu lub estréw szczawianu jako
substratu. Sam proces produkcji KGA jest wieloetapowy i opiera sig
na wykorzystaniu toksycznych i wybuchowych reagentéw, takich jak
toluen, chloroform, absolutny etanol, eter dietylowy, czy metaliczny
s6d. Niewatpliwie na niekorzys¢ tego procesu wptywa réwniez niska
wydajnos¢ (75%) spowodowana tworzeniem licznych ko-produktéw,
ktérych usunigcie z mieszaniny reakcyjnej znaczaco podnosi koszty
syntezy [Cooper i in. 1983; Stottmeister i in. 2005; Otto i in. 2011].
Alternatywa dla chemicznej produkcji KGA jest jego synteza mikro-
biologiczna, szczegdlnie optacalna w aspekcie wykorzystania odpa-
dowych zrédet wegla i energii. Do biosyntezy KGA zdolnych jest
wiele gatunkéw bakterii i drozdzy, w tym: Arthrobacter paraffineus,
Bacillus megatherium, Pseudomonas fluorescens, Serratia marce-
scens, Candida paludigena, Pichia inositovora, Torulopsis glabrata
oraz Yarrowia lipolytica [Otto i in. 2011]. Warto nadmienié, iz
w wigkszosci przytoczonych przyktadéw zrédtem wegla 1 energii
byly czyste i do$¢ kosztowne zwiazki (etanol, glukoza, olej rzepako-
wy).

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byl dobér Zrédia
azotu, st¢zenia tiaminy i pH podioza produkcyjnego do wydajnej
biosyntezy kwasu o-ketoglutarowego z glicerolu przez szczep droz-
dzy Y. lipolytica A-8.

Materiaty i metody

Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep Y. lipolytica A-8 pochodzacy
z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci.
Material biologiczny przechowywano na skosach agarowych YM
w temperaturze 4 °C.

Substrat

W hodowlach wstrzasanych jako Zrédto wegla wykorzystywano
glicerol bezwodny 99% mas. (Chempur). W hodowlach bioreaktoro-
wych zrédlo wegla stanowit glicerol odpadowy z produkcji biodiesla
(Lotos, Polska) o zawartosci glicerolu 76% mas. i NaCl 4% mas. oraz
glicerol odpadowy (Wratislavia Bio) o zawartoéci glicerolu 83% mas.
i NaCl 7,3% mas..

Podtoza i warunki hodowli

Jako podtoze inokulacyjne stosowano podioze YNB (Yeast Nitro-
gen Base) w stgzeniu 0,067 g/L suplementowane glicerolem bezwod-
nym w stgzeniu 50 g/L. Podloze do hodowli wstrzasanych miato
nastgpujacy sktad [g/L]: 50 — glicerol bezwodny, 1,06 — azot (za-
miennie 5 — (NH4),SOy4, 2,26 - mocznik, 7,05 — baktopepton, 7,9 —
trypton), 1 — KH,PO,, 0,7 — MgSO,7H,0, 0,5 — NaCl, 0,25 pg -

tiamina. Odczyn podioza hodowlanego buforowano przez dodatek
5 g/l CaCO;. Skiad produkcyjnego podloza bioreaktorowego obej-
mowat [g/L]: 120,5 lub 131,5 — glicerol odpadowy, 10 — (NH,4),SO4
lub 4,52 — mocznik, 2 — KH,PO,, 1,4 - MgSO,-7TH,0, 1 — NaCl, 0,4 —
4 pg — tiamina.

Hodowle inokulum prowadzono w kolbach stozkowych w objgto-
$ci 100 mL na wstrzasarce rotacyjnej przez 72 godziny przy 140 rpm
130 °C.

Hodowle wstrzqsane szczepiono 3 mL hodowli inokulacyjnej
i prowadzono w kolbach stozkowych w objgtosci 30 mL w 30 °C
przy 140 rpm przez 5 déb.

Hodowle bioreaktorowe prowadzono w bioreaktorze z mieszadtem
mechanicznym Biostat B+ (Sartorius, Niemcy) o objgtosci catkowitej
5 L. Objgtos¢ medium hodowlanego, po dodaniu 200 mL hodowli
inokulacyjnej, wynosita 2 L. Hodowle prowadzono w statych warun-
kach: temperatura 30 °C, szybko$¢ obrotéw mieszadta 800 rpm,
napowietrzanie 0,6 vvm. Warto$¢ odczynu byla utrzymywana auto-
matycznie na zadanym poziomie poprzez dodatek 40% zasady sodo-
wej.

Metody analityczne

Stgzenie biomasy drozdzy oznaczano metoda wagowa. Prébki
o objetosci 10 mL odwirowywano i dwukrotnie przemywano woda
destylowana a nastgpnie przesaczano przez filtr z octanu celulozy
o $rednicy poréw 0,45 pm. Uzyskana biomasg¢ dosuszano do stalej
masy w wagosuszarce typu Radwag w temperaturze 105 °C. Super-
natant hodowlany byl odwirowywany (10 minut, 4 °C, 10000 rmp)
istuzyl do oznaczania stgzenia substratu, KGA oraz produktéw
ubocznych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC). Analizg prowadzono z uzyciem urzadzenia Dionex —
Ultimate 3000 (Thermo Scientific, USA) i kolumny HyperRez XP
Carbohydrate H+ (Thermo Scientific, USA) podiaczonych do detek-
toréw UV i RI (Shodex, Japan). Fazg nosna stanowil 20 mM kwas
trifluorooctowy przy przeptywie 0,6 mL/min w temperaturze 65 °C.

Wyniki i dyskusja

W zaprezentowanych w niniejszej pracy badaniach nad wptywem
pH podloza produkcyjnego, zrédia azotu oraz stgzenia tiaminy na
biosyntez¢ KGA zastosowano glicerol odpadowy o potwierdzone;j
wczesniej przydatnosci do produkcji keto kwasow [Cybulski i in.,
2012].

Dobor pH podtoza produkcyjnego

W pierwszym etapie badan zbadano wpltyw pH podloza produk-
cyjnego na biosyntez¢ KGA w zakresie od 3,0 do 5,5 co pét jednostki
przy stgzeniu tiaminy w podtozu réwnym 0,4 pg/L. Wyniki szesciu
hodowli bioreaktorowych rézniacych si¢ odczynem podioza zostaty
zebrane w tab. 1.

pH podtoza hodowlanego utrzymywane w trakcie hodowli drozdzy
wptywato nie tylko na ich wzrost, ale takze na metabolizm komor-
kowy. Czas procesu biosyntezy KGA byl podobny dla wszystkich
wariantéw i wynosit 70,5+73 godziny. StgZenie biomasy drozdzy Y.
lipolytica A-8 miescito si¢ w zakresie 18+26,4 g/L. Bezposrednia
korelacja miedzy pH a gesto$cia komdrek wystgpowata w zakresie
pH 3,5+5,5, kiedy ilo$¢ komdrek drozdzy rosla wraz ze wzrostem
odczynu podtoza. Odczyn podloza hodowlanego miat duzy wplyw
takze na proces biosyntezy KGA. W zakresie pH 3,5+5,5 ilo$¢ wy-
produkowanego przez drozdze KGA malata wraz ze zmniejszaniem
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si¢ kwasowosci pozywki. Najwyzsze stgzenie KGA, 27,9 g/L, otrzy-
mano przy pH 3,5. Przelozylo sig to réwniez na najwyzsza wydajnos¢
réwna 0,27 g/g i objgtosciowa szybko$¢ produkcji wynoszaca 0,4
g/L/h.

Tab.1. Wpltyw pH na biosyntezg kwasu a-ketoglutarowego
przez drozdze Y. lipolytica A-8

Czas KGA PA
H X Y

P [h] (/L] (/L] KGA Okaca gKGA
3,0 71 19,0 24,7 10,5 0,26 0,35 0,02
35 | 70,5 18,0 27,9 18,6 0,27 0,40 0,02
4,0 72 18,5 249 19,7 0,24 0,35 0,02
4,5 73 20,4 26,9 19,1 0,27 0,37 0,02
50 | 725 25,0 17,5 18,3 0,17 0,24 0,01
55 71 26,4 12,8 10,3 0,12 0,18 0,01
KGA - kwas a-ketoglutarowy,

PA - kwas pirogronowy,

X — stgzenie biomasy, [g/L]

Ykea — wydajno$¢ produkcji kwasu a-ketoglutarowego,

[g wytworzonego kwasu/g zuzytego substratu]
QOkca — 0bj. szybkos¢ produkcji kwasu a-ketoglutarowego, [g/(Lh)]
grca — szybko$¢ wiasciwa produkcji kwasu a-ketoglutarowego, [g/(gh)]

Jak podaja dane literaturowe, pH utrzymywane podczas procesu
biosyntezy KGA, niezaleznie od uzywanego zrédta wegla, bylo
czynnikiem istotnie wplywajacym na wydajno$¢ produkcji. Cherny-
avskaya i in. [2000] w badaniach nad produkcja KGA z etanolu przez
Y. lipolytica N1 udowodnita, ze kwasowe pH 4,5 w potaczeniu
z limitujacym st¢zeniem tiaminy w podlozu (3 pg/L) jest kluczowe
dla nadprodukcji tego kwasu. W podanych warunkach szczep N1
zsyntetyzowat 40,1 g/ KGA. Z kolei Kamzolova i in. [2012] poréw-
nali wptyw odczynu podtoza hodowlanego na wzrost drozdzy Y.
lipolytica VKM Y-2412 oraz na produkcj¢ KGA. Wyniki tego ekspe-
rymentu, podobnie jak wyniki uzyskane w niniejszej pracy, potwier-
dzily, ze optimum pH wzrostu komérek drozdzy nie pokrywa sig
zoptimum pH biosyntezy KGA. Intensywna produkcja KGA
w przypadku szczepu VKM Y-2412 zachodzita w pH 3,5+4,5, nato-
miast drozdze rosty najwydajniej w zakresie pH 4,0+6,5. Réwniez
Stottmeister i in. [1982] wskazali relatywnie niskie pH 3,5+4,5 jako
najodpowiedniejsze dla syntezy KGA z n-alkanéw przez drozdze
z gatunku Y. lipolytica.

Dobor zrédta azotu

Badania nad doborem zrédta azotu do biosyntezy KGA zostaty po-
dzielone na dwa etapy. W pierwszym etapie cztery rézne zrédla tego
pierwiastka (siarczan amonu, mocznik, baktopepton oraz trypton)
zostaly przetestowane w hodowlach wstrzasanych. StgZenie tiaminy
w podtozu wynosito 0,4 ug/L. Wszystkie Zzrédla azotu byly przyswa-
jalne dla komérek drozdzy. Obfity wzrost drozdzy zanotowano dla
hydrolizatéw biatkowych, czyli tryptonu i baktopeptonu, przy uzyciu
ktérych stgzenie komérek wynosito odpowiednio 11,63 i 11,00 g/L.
Wysokie st¢zenie biomasy nie przetozyto si¢ jednak na stgzenie
wyprodukowanego KGA (0,701 5,03 g/L) co w tym przypadku moze
$wiadczy¢ o obecno$ci w tych zwiazkach tiaminy. Stosunkowo wy-
sokie i poréwnywalne stgzenie KGA — 10,80 1 9,17 g/LL — uzyskano
podczas zastosowania mocznika i siarczanu amonu przy umiarkowa-
nym wzroscie biomasy wynoszacym odpowiednio 6,30 oraz 4,77 g/L.

Z uwagi na podobne wyniki uzyskane z zastosowaniem tych
dwéch zrédet azotu, postanowiono przetestowaé je w hodowlach
bioreaktorowych. W tym celu przeprowadzono hodowlg z uzyciem
4,52 g/ mocznika w pH 3,5 i przy stgzeniu tiaminy 0,4 pg/L. Wyni-
ki hodowli z mocznikiem poréwnano z wynikami hodowli z siarcza-
nem amonu (pH 3,5; tab. 1) i podsumowano na rys. 1.

W hodowlach bioreaktorowych réznice wynikéw uzyskanych
w podtozu z mocznikiem i siarczanem amonu byly znaczace. Zasto-
sowanie siarczanu amonu skutkowato produkcja 27,4 g/ KGA, przy
réwnoczesnej koprodukeji 18,6 g/ PA i 6 g/L erytrytolu. Poziom

biomasy w tej hodowli wynosit 18 g/L. W przypadku gdy zrédlem
azotu w podlozu byl mocznik produkcja KGA zostala wyraznie
zahamowana na korzys$¢ PA. Szczep Y. lipolytica A-8 wyprodukowat
jedynie 17,8 g/ KGA, natomiast st¢zenie PA wynosilo 34,2 g/L.
Ponadto aplikacja mocznika byta przyczyna obnizenia st¢zenia bio-
masy o 7,2 g/ w stosunku do hodowli z siarczanem amonu. Poréw-
nanie mocznika i siarczanu amonu jako zrédet azotu w biosyntezie
KGA z uzyciem drozdzy Y. lipolytica WSH-Z06 bylo przedmiotem
badan Zhou i in. [2010]. Nie stwierdzili oni w tym przypadku znacza-
cych réznic wynikajacych z zastosowania tych zwiazkéw. Wplyw
zrédia azotu na biosyntez¢ KGA moze by¢ wigc cecha charaktery-
styczng dla danego szczepu drozdzy.
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Rys. 1. Wptyw zrédta azotu na biosyntezg KGA w hodowlach bioreaktorowych
przez drozdze Y. lipolytica A-8

Dobor stezenia tiaminy

Stezenie tiaminy jest kluczowym czynnikiem warunkujacym wy-
dajnos¢ nadprodukcji KGA w komérkach drozdzy [Chernyavskaya
i in. 2000; Zhou i in. 2010; Kamzolova i in. 2012]. Witamina ta (jako
pirofosforan) odgrywa kluczowa rolg¢ w cyklu Krebsa bedac kofakto-
rem dehydrogenazy pirogronianowej oraz  dehydrogenazy
a-ketoglutaranowej. Przy stosowaniu limitujacego wzrost drozdzy
stgzenia tiaminy, mozna doprowadzi¢ do nagromadzania KGA
w komodrkach, a nast¢pnie jego sekrecji do podloza hodowlanego.
W celu okre$lenia wplywu stgzenia tiaminy na produkcj¢ KGA przez
szczep Y. lipolytica A-8 przeprowadzono szes¢ hodowli bioreaktoro-
wych rézniacych si¢ stgzeniem tiaminy w zakresie 0,4+4 ug/L, w pH
3,5 z uzyciem siarczanu amonu jako zrédla azotu. Wyniki uzyskane
podczas hodowli zostaly przedstawione na rys. 2.

40
=]

£S5
2w

2230
2 <
= =

2.2 125
=z

220

FERG
=5

EE10

TP 5

Z o 9
£ 3

0 ] |
04 1 1,5 2 3 4
Tiamina [pg/L]
EX BKGA OPA OErytrytol

Rys. 2. Wplyw stgzenia tiaminy na biosyntezg kwasu a-ketoglutarowego
przez drozdze Y. lipolytica A-8

Wzrost stgzenia tiaminy byl zwiazany ze wzrostem st¢Zenia bioma-
sy, ktére wynosito 18,0+22 g/L. Zhou i in. [2010] uzyskali znacznie
nizszy poziom biomasy (10 g/L) dla szczepu Y. lipolytica WSH-Z06,
jednakze hodowla byta prowadzona na czystym substracie (glicerol
bezwodny), a stezenie tiaminy wynosito 0,2 pg/L.

Zblizone stgzenie biomasy do zaprezentowanego w niniejszych ba-
daniach otrzymali Kamzolova i Morgunov [2013]. Podczas produkcji
KGA z oleju rzepakowego szczep Y. lipolytica VKM Y-2412 produ-
kowat 20 g/L biomasy przy suplementacji 0,2 ug/L tiaminy.
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Tak zréznicowane wyniki moga by¢ spowodowane uzyciem réz-
nych substratéw, ktére oprocz zrodta wegla zawieraja inne substancje
odzywcze. Jak mozna zauwazy¢ na rys. 2, wraz ze wzrostem ilosci
tiaminy w podtozu (w zakresie od 1 do 3 pg/L) stgzenie wyproduko-
wanego KGA wzrastato, natomiast st¢zenie PA ulegato obniZeniu.
Jako najodpowiedniejsze dla biosyntezy KGA uznano st¢zenie tiami-
ny réwne 3 pg/L. W tych warunkach drozdze produkowaty 38,5 g/
KGA z wydajnoscia 0,39 g/g i objgtosciowa szybkoscia produkcji
0,53 g/L/h (Tab. 2). Stgzenia produktéw ubocznych PA i erytrytolu
wynosity odpowiednio, 18,8 15,6 g/L.

Tabela 2. Poréwnanie parametréw produkcyjnych procesu biosyntezy KGA
przez szczep Y. lipolytica A-8

Stezenie Parametr
tlaminy
[ug/L] Yxaa Oxca qxGa KGA : PA
0,4 0,27 0,40 0,02 1,50
1 0,29 0,43 0,03 1,25
1,5 0,28 0,43 0,03 1,33
2 0,30 0,46 0,03 1,64
3 0,39 0,53 0,04 2,05
4 0,33 0,44 0,03 1,54

KGA - kwas a-ketoglutarowy,
PA  —kwas pirogronowy,
Ykca — wydajnos¢ produkcji kwasu a-ketoglutarowego,
[g wytworzonego kwasu/g zuzytego substratu]
Okca — obj. szybkos¢ produkcji kwasu a-ketoglutarowego, [g/(Lh)]
gxoa — szybko$¢ wlasciwa produkcji kwasu a-ketoglutarowego, [g/(gh)]

Porownanie procesu produkcji KGA z uzyciem roznych
rodzajow gliceryny

W warunkach wybranych w poprzednich etapach badan (pH 3.5,
stgzenie tiaminy 3 pg/L) przeprowadzono okresowe hodowle biore-
aktorowe z uzyciem trzech r6znych rodzajéw gliceryny (odpadowych
o zawartosci glicerolu 73 i 83% oraz bezwodnej zawierajacej 99%
glicerolu). Stgzenie glicerolu w tych hodowlach wynosito 100 g/L.
Ilosci keto kwaséw wyprodukowanych przez drozdze Y. lipolytica A-
8 zostaly poréwnane na rys. 3.

Zmiana zastosowanego rodzaju gliceryny znaczaco wplynela za-
réwno na ilosci jak i proporcje wyprodukowanych keto kwaséw. Przy
zastosowaniu 73% gliceryny odpadowej otrzymano 57,3 g/L keto
kwaséw z ponad dwukrotna przewaga KGA. Aplikacja 83% glicerolu
odpadowego w charakterze zrédta wegla miata odbicie w obnizeniu
ogdlnej ilosci wyprodukowanych keto kwaséw (48,1 g/L), co mogto
by¢ spowodowane wysoka zawarto$cig soli w tym surowcu. Odwré-
ceniu ulegta réwniez proporcja KGA:PA na korzy$¢ PA, ktéry zostat
zsyntetyzowany przez drozdze w ilosci 35,1 g/L. Podobny stosunek
stgzenia KGA:PA byl efektem zastosowania glicerolu bezwodnego
jako zrédta wegla. Wynikiem tej hodowli byto otrzymanie 19,2 g/L
KGA oraz 39,5 g/L PA.

Whnioski

Warto$¢ odczynu podioza produkcyjnego, zrédlo azotu oraz za-
stosowane st¢zenie tiaminy mialy znaczacy wptyw na wzrost drozdzy
Y. lipolytica A-8 i proces biosyntezy kwasu a-ketoglurarowego
z glicerolu.

Glicerol odpadowy z produkcji biodiesla moze by¢ wykorzystany
jako zrédto wegla i energii w procesie produkcji KGA, jakkolwiek
roslinne pochodzenie surowca oraz ré6zne metody produkcji biodiesla
warunkuja zréznicowany sklad frakcji glicerynowej, a co za tym
idzie, konieczno$¢ optymalizacji procesu do konkretnej partii glicero-
Iu odpadowego.

W celu poprawienia wydajnosci procesu i obniZenia st¢zenia pro-
duktu ubocznego (kwasu pirogronowego) konieczne sa dalsze bada-
nia nad warunkami biosyntezy i sktadem podtoza hodowlanego.
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Rys. 3. Wptyw rodzaju zrédta wegla na proporcje keto kwasow
wyprodukowanych przez drozdze Y. lipolytica A-8
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