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Produkcja erytrytolu z glicerolu odpadowego
przez drozdze Yarrowia lipolytica Wratislavia K1
w bioreaktorze membranowym

Wstep

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie przemystu spo-
zywczego alkoholami wielowodorotlenowymi (poliolami) takimi jak:
erytrytol czy mannitol, ze wzgledu na ich szereg unikatowych
wlasciwosci. Erytytol jest zwiazkiem niskokalorycznym (warto$¢
energetyczna wynosi < 0,2 kcal/g), posiada umiarkowana stodycz
(60+-80% stodkosci sacharozy) i moze z powodzeniem zastapic
w produktach spozywczych sacharozg. Wlasciwosci te staly sig glow-
nym bodzcem do prowadzenia badan nad wydajna i optacalna pro-
dukcja tej substancji na drodze mikrobiologicznej z uzyciem drozdzy
Yarrowia lipolytica i glicerolu odpadowego, jako substratu, pocho-
dzacego z produkcji estréow metylowych wyzszych kwaséw tlusz-
czowych.

Badania koncentruja si¢ nie tylko na izolacji szczep6éw i ich gene-
tycznym ulepszaniu [Musiat i in., 2011; Rywinska i in., 2012a], ale
takze nad optymalizacja sktadu podioza produkcyjnego oraz warun-
kéw hodowli [Marcinkiewicz i in., 2012; Rywinska i in. 2012b].

W mikrobiologicznej produkcji erytrytolu zastosowano rézne
systemy hodowlane takie jak: okresowe, okresowe zasilane, lub
okresowe powtdrzeniowe, ktére pozwolity przy niewielkiej iloéci
produktéw ubocznych na wydajna produkcj¢ erytrytolu [Rymowicz
i in., 2009]. Jednak hodowle okresowe nie pozwalaja na petne wyko-
rzystanie potencjalu produkcyjnego komdrek mikroorganizméw.
Wydaje sig, ze hodowla ciagla w bioreaktorze membranowym,
w ktorej zachodzi ciagta recyrkulacja komoérek, poprzez zastosowanie
modutéw membranowych, pozwoli na lepsze wykorzystanie poten-
cjatu produkcyjnego nierosnacych komorek.

Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnoéci bioreaktora
membranowego w procesie ciagtej produkcji erytrytolu przez drozdze
Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 w podtozach, zawierajacych
rézne stgzenia glicerolu odpadowego.

Materiaty i metody

Mikroorganizm. Przedmiotem badan byl mutant octanowy (oct’)
drozdzy Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 o gladkim fenotypie
kolonii (fil') . Szczep pochodzit z kolekcji wlasnej Katedry Biotech-
nologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Drozdze przechowywano na skosach agarowych YM
w temperaturze +4°C.

Substrat. W pracy jako zrédlo wegla i energii stosowano gliceryng
kosmetyczng 99,5% (POCH) oraz gliceryng surowa pochodzaca
z produkc;ji biodiesla (rafineria Lotos S.A, Polska) zawierajaca 760g/1
glicerolu i 73 g/l NaCl.

Techniki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono w 300 ml kolbach stozko-
wych zawierajacych 100 ml podloza inokulacyjnego YMG (g/l):
glicerol-50, pepton bakteriologiczny-5, ekstrakt drozdzowy-3, eks-
trakt maltozowy-3) na wstrzasarce rotacyjnej (Centromat IS, Sarto-
rius) przez 72 godziny przy obrotach 140 rpm i w temperaturze 30°C.
Tak przygotowane hodowle drozdzy, w ilosci 200 ml, stanowily
inokulum dla hodowli prowadzonych w bioreaktorach.

Hodowle produkcyjne prowadzono w 5-litrowym bioreaktorze
BIOSTAT B Plus (Sartorius) w objgtosci roboczej 2 1, przy szybkosci
przeptywu powietrza 0,6 vvm, szybkoSci obrotowej mieszadia
800 rpm i w temperaturze 30°C. W czasie procesu, pH 3,0 utrzymy-

wano automatycznie za pomoca 20% NaOH. Hodowle biomasy
drozdzy prowadzono metoda okresowa w podtozu o skladzie (g/l):
gliceryna kosmetyczna — 70, ekstrakt drozdzowy-1, (NH4),SO, — 3,
KH,PO, — 0,25, MgSO, x 7 H,O — 1, NaCl — 25. Po wyczerpaniu
substratu w podtozu, do bioreaktora wprowadzano rézne podloza
zasilajace ze stalg szybkoscia (14 ml/h). Permeat odbierano réwniez
w sposéb ciagly z taka sama szybkoscia. Stosowano trzy podtoza
zasilajace zawierajace (g/1): NaCl — 25; ekstrakt drozdzowy; glicery-
na — 100 (PP1), 150 (PP2) i 200 (PP3). Warto$¢ szybkosci rozcien-
czania wynosita D = 0,007 h™". Do hodowli ciaglej zastosowano
zewngtrzny, spiralny modut membranowy Cell-Free Sampling (Bio-
engineering) do ciaglego zawracania komérek drozdzy do bioreakto-
ra.

Pomiar ogdlnej liczby komorek, liczby komorek paczkuja-
cych i martwych

W prébach pobieranych w trakcie hodowli oznaczano ogélna liczbe
komorek oraz liczbg komoérek paczkujacych. Oznaczenia wykonano
w komorze Thoma. Liczbg¢ komoérek paczkujacych odnoszono do
ogélnej liczby komoérek. Wyniki podano w procentach. Komoérki
martwe oznaczano W preparatach barwionych bigkitem metyleno-
wym (1:10000). Liczono komoérki ciemnogranatowe w stosunku do
og6blnej liczby komérek. Wyniki podano w procentach.

Metody analityczne

Biomas¢ drozdzy oznaczano metoda wagowa. Zawartos¢ biatka
w biomasie drozdzy oznaczano metoda Kjeldahla w aparacie Kjeltec
2400. Stezenia glicerolu resztkowego, erytrytolu, mannitolu, arabito-
lu, kwasu a-ketoglutarowego oraz kwasu cytrynowego oznaczono
metoda HPLC na kolumnie HyperRez XP H* (Dionex, Ultimate 3000
Series) potaczonej z detektorem UV (A = 210 nm) oraz IR. Analizy
wykonano w temperaturze 65°C przy szybkosci przeptywu fazy
ruchomej przez kolumng 0,6 ml/min. Faz¢ ruchoma stanowit 25 mM
kwas trifluorooctowy. W ptynie pohodowlanym oznaczono osmomo-
lalno$¢ (mOsMol/kg) za pomoca osmometru Os 3000 (Marcell,
Polska). Otrzymane wyniki przeliczono na cis$nienie osmotyczne
wyrazone w MPa [Jandcek i Sigler, 1996].

Wyniki

Proces produkc;ji erytrytolu w podtozu zasilajacym zawiera-
jacym 100 g/l glicerolu surowego, przedstawiono na Rys. 1. Proces
ciaglty rozpoczgto w 102 godzinie hodowli, przy st¢zeniu biomasy
ierytrytolu na poziomie odpowiednio 14,1 i 20,7 g/l. Podtoze PP1
bylo dozowane w sposéb ciagty przez 498 godzin. W tych warunkach
plon biomasy ulegt nieznacznemu obnizeniu z 14,1 do 11,9 g/,
a stezenie erytrytolu ksztattowato si¢ na poziomie 26,5 — 31,2 g/l.
Uzyty szczep drozdzy produkowal nieznaczne ilosci produktéw
ubocznych: mannitolu, arabitolu i kwasu a — ketoglutarowego jednak
ich ilo§¢ nie przekraczata 2 g/l (dane nieprezentowane). Stgzenie
kwasu cytrynowego poczatkowo ksztattowalo si¢ na poziomie 1,25 —
1,7 g/l, jednakze w czasie trwania procesu obserwowano staly przy-
rost jego ilosci do 8,9 g/l na koncu hodowli (Rys. 1). Analizujac
przebieg hodowli zauwazono wzrost ci$nienia osmotycznego
w czasie procesu fermentacji z 2,45 na poczatku do 4,3 MPa na kon-
cu hodowli (Rys. 1). Hodowlg ciagta z uzyciem podioza zasilajacego
zawierajacego 150 g/ glicerolu surowego, rozpoczgto w 95 godzinie
procesu periodycznego, przy stgzeniu biomasy i erytrytolu odpo-
wiednio, 17,6123,5 g/l (Rys. 2).
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Rys. 1. Przebieg ciaglej biosyntezy erytrytolu w reaktorze membra-
nowym z glicerolu odpadowego (100 g/L) przez drozdze Yarrowia
lipolytica Wratislavia K1 (szybko¢ rozcienczania D = 0,007 h")

140 12

120 4

100 o

80

60

40

(/B) AmouAunifo semy
[edw] 9soulepLOWSO

20

Glicerol, Erytrytol, Biomasa [g/L]

0

Czas [godzina]

== Glicerol
. Osmomolalnose

+ Biomasa
— S CYrynOWYy

=== Erytrytol

Rys. 2. Przebieg ciaglej biosyntezy erytrytolu w reaktorze membra-
nowym z glicerolu odpadowego (150 g/L) przez drozdze Yarrowia
lipolytica Wratislavia K1 (szybkog¢ rozcienczania D = 0,007 h")

Proces byt kontynuowany przez kolejne 407 h. W hodowli ciagtej
stezenie erytrytolu wzrastalo osiagajac maksymalna warto$¢ 36 g/l
w 437 godzinie procesu. W kolejnych godzinach procesu ilo$¢ ery-
trytolu ulegta nieznacznemu obnizeniu do poziomu 34,7 g/l (Rys. 2).

Plon biomasy w czasie catego procesu ksztattowatl si¢ na pozio-
mie 18,0 g/l. W 408 godzinie hodowli zaobserwowano wzrost stgze-
nia glicerolu w permeacie do wartosci 7,5 g/l. Proces przerwano, gdy
w strumieniu wyplywajacym stgzenie substratu osiagnglo 56 g/l.
W hodowli zasilanej podtozem PP2 stwierdzono obecnos¢ produktéw
ubocznych, takich jak mannitol, kwas a — ketoglutarowy oraz kwas
cytrynowy, jednak ich ilo§¢ nie przekraczata 1 g/l (dane nieprezento-
wane). Giéwnym produktem ubocznym, ktérego biosynteza rozpo-
czeta sig w 166 godzinie procesu, byl kwas cytrynowy (Rys. 2).
W pobranych prébkach obserwowano réwniez wzrost ci$nienia
osmotycznego z 4,5 do 6,8 MPa w momencie zakonczenia procesu.

Proces produkcji erytrytolu w podtozu PP3, zawierajacym 200 g/1
glicerolu surowego, przedstawiono na Rys. 3. Proces ciagly rozpo-
czgto w 66 godzinie przy stgzeniu biomasy i erytrtytolu odpowiednio
na poziomie, 14,2 i 39,4 g/l. Proces ciagly prowadzono do 434 godzi-
ny. [lo§¢ biomasy w trakcie calego procesu ulegta obnizeniu z 14,2
do 10,8 g/l w ostatniej godzinie hodowli. StgZenie erytrytolu wzrasta-
o do 218 godziny hodowli ciagtej i wynosito maksymalnie 56,8 g/l,
a nastgpnie obnizato si¢ do wartosci 35,4 g/l na koncu procesu. Sub-
strat resztkowy w strumieniu wyplywajacym pozostawatl na poziomie
okoto 20 g/l do 403 godziny procesu, jednak w kolejnych godzinach
hodowli, ilo$¢ gliceryny wzrastata osiagajac 52 g/l na koncu hodowli.
W trakcie biosyntezy erytrytolu w podtozu PP3 drozdze produkowaty
$ladowe ilo$ci mannitolu, arabitolu oraz kwasu o — ketoglutarowego
(dane nieprezentowane). Stgzenie kwasu cytrynowego, wzrastato do
wartosci 11,5 g/l w 261 godzinie, a nastgpnie jego ilo§¢ stopniowo
zmniejszata si¢ osiagajac poziom 3,9 g/l w ostatniej godzinie procesu.
Wartos$¢ cisnienia osmotycznego systematycznie rosta do wartosci
8,5 MPa w momencie zakonczenia hodowli (Rys. 3). Sktad podloza
zasilajacego mial istotny wptyw na dynamike produkcji erytrytolu
z glicerolu odpadowego co przedstawiono w tab. 1.

—Kwas cytrynowy + Osmomolalnos¢

Rys. 3. Przebieg ciaglej biosyntezy erytrytolu w reaktorze membra-
nowym z glicerolu odpadowego (200 g/L) przez drozdze Yarrowia
lipolytica Wratislavia K1 (szybkog¢ rozcienczania D = 0,007 h")

Stezenie glicerolu w podlozu zasilajacym mialo takze wplyw na
zawarto$¢ biatka w komoérkach drozdzy (Tab. 1). StgZenie biatka
w komdrkach drozdzy obnizata si¢ wraz ze wzrostem stgzenia glice-
rolu surowego w dozowanym podlozu z 33,4 do 31,7 %. Najwyzsza
zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy, 33,4 % oznaczono w komor-
kach, ktére prowadzity proces produkcji erytrytolu w podtozu zasila-
jacym zawierajacym 100 g/1 substratu.

Tab. 1. Wplyw stgzenia glicerolu w podiozu zasilajacym na
zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy oraz na parametry
procesu produkcji erytrytolu

Podloze Q ERY q ERY YERY Biatko
zasilajace [g/1h] [g/gh] [g/g] [%]
PP1 0,20 0,016 0,30 334
PpP2 0,21 0,012 0,21 32,1
PP3 0,28 0,024 0,23 31,7

Stan fizjologiczny komdrek drozdzy w czasie dtugoterminowego
procesu ciagtego w reaktorze membranowym (500+600 h) ulegat
nieznacznemu pogorszeniu (Rys. 4).
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Rys. 4. Wplyw stgzenia glicerolu w podtozu zasilajacym

na ilo$¢ komoérek paczkujacych (o) i martwych (m) 100 g/1,
(A, A) 150 g/l (o,e) 200 g/l w biomasie drozdzy Yarrowia
lipolytica Wratislavia K1

Dyskusja wynikow

W przeprowadzonych badaniach wykonano trzy hodowle ciagte
z recyrkulacja biomasy drozdzy przy dozowaniu podloza o réznym
stezeniu gliceryny, odpowiednio 100, 150 i 200 g/l i szybkosci roz-
cienczania D = 0,007 h'. Oceniano wptyw stezenia glicerolu w pod-
fozu zasilajacym na dynamike¢ i wydajno$¢ procesu produkcji erytry-
tolu z gliceryny surowej przez drozdze Y. lipolytica Wratislavia K1.
Najwyzsze stgzenie erytrytolu w permeacie (56,8 g/1) uzyskano stosu-
jac podtoze zasilajace o stgzeniu substratu 200 g/1.

W  hodowlach okresowych z zastosowaniem drozdzy
Y.lipolytica i gliceryny odpadowej, Tomaszewska i in. [2012] oraz
Rywinska i in. [2012a], uzyskiwali podobne ilosci produktu od 59,8
do 71,0 g/l. W innych badaniach zastosowanie hodowli okresowych
zasilanych pozwolito na uzyskanie st¢zen erytrytolu powyzej 100 g/l
[Tomaszewska i in., 2012; 2014; Rywinska i in., 2013].

Najwazniejsze parametry opisujace proces biotechnologiczny
to wydajno$¢ produkcji oraz produktywno$¢ (objetosciowa szybkosé
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produkcji). Najwyzsza jak dotad wydajnos¢ produkcji erytrytolu
z glukozy (0,63 g/g) otrzymano w hodowli z udziatem szczepu Moni-
liella sp. 440 N61188-12 [Lin i in., 2010]. Réwnie wysoka (0,62 g/g)
wydajno$¢ produkcji erytrytolu, ale z glicerolu kosmetycznego
otrzymali Tomaszewska i in. [2014], stosujac hodowle okresowe
z zasilaniem. Otrzymane w dyskutowanej pracy warto$ci wydajnosci
procesu produkcji erytrytolu byly znacznie nizsze i wynosily
(0,21+ 0,30 g/g). Wyzsza wydajnos¢ procesu dla szczepu Wratislawia
K1 na poziomie okoto 0,5 g/g otrzymano w hodowlach okresowych
[Tomaszewska i in. 2012; Marcinkiewicz i in., 2012].

W badaniach wlasnych najwyzsza produktywno$¢ produkcji ery-
trytolu (Qgry = 0,28 g/lh) uzyskano w podiozu o zawartosci gliceryny
200 g/l. Wedtug Tomaszewska i in. 2014, w hodowlach okresowe
z zasilaniem wykorzystujac pozywki z gliceryna szczep Wratislawia
K1 wykazywat szybkos$¢ produkcji réwna 1,46 g/lh. Z kolei w innych
badaniach w hodowli z udzialem Torula sp. odnotowano znacznie
wyzsza produktywno$¢ erytrytolu, wynoszaca 2,26 g/th [Oh i in.,
2001] oraz 2,0 g/th w hodowli szczepu Aureobasidium sp. SN-G42
[Sawada i in., 2009].

Badania nad procesem biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez
drozdze Y. lipolytica Wratislavia K1 wykazaly, ze produkowane byty
takze produkty uboczne, gtéwnie mannitol, arabitol, kwas cytrynowy
i a-ketoglutarowy. Powstawanie polioli, w tym erytrytolu jest odpo-
wiedzia komdrki na stres osmotyczny, ktéry w badaniach wtasnych
indukowano poprzez dodatek NaCl do podloza hodowlanego.
W dyskutowanej pracy wykazano, ze wzrost stgzenia glicerolu
w podiozu dozowanym (100+200 g/l) powodowal wzrost ci$nienia
osmotycznego w permeacie (od 4,3 do 8,5 MPa) co spowodowato
wzrost st¢zenia erytrytolu.

Wyniki wlasne sg zbiezne ze spostrzezeniami innych autoréw
dotyczacych zalezno$ci pomigdzy ci$nieniem osmotycznym, a pro-
dukcja erytrytolu. Kim i in. [1997] wykazali, ze wzrost ci$nienia
osmotycznego ma pozytywny wplyw na zwigkszenie dynamiki
i wydajnosci procesu biosyntezy erytrytolu z glukozy przez Trigo-
nopsis variabilis. Potwierdzaja to réwniez badania przeprowadzone
przez Rymowicza i in. [2009] oraz Tomaszewskiej i in. [2014]
z udziatem réznych szczepéw drozdzy z gatunku Y. lipolytica i glice-
rolu, jako substratu. Uzyskane w badaniach wilasnych ilo$ci produk-
téw ubocznych nie byly znaczne (ponizej 5 g/l). Jednakze, maksy-
malne st¢zenie kwasu cytrynowego w trakcie hodowli ksztalttowato
si¢ na poziomie okoto 10 g/l, co jak sugeruja autorzy tematycznych
prac zwiazanych z produkcja kwasu cytrynowego jest zwiazane
z deficytem zrédta azotu. W dlugoterminowych procesach ciagtych,
szczegblnie z wykorzystaniem bioreaktora membranowego, maksy-
malna szybko§¢ produkcji metabolitu utrzymywana jest przez mi-
kroorganizmy nierosnace. Podczas ciaglej produkcji w warunkach
limitacji azotowej w komorkach zachodza zmiany, ktére moga nega-
tywnie wptywac na proces [Rymowicz i Rywinska, 2003].

Potwierdzaja to takze badania przeprowadzone przez Kim
i Roberts [1991], w ktérych wykazano, ze w procesie biosyntezy
kwasu cytrynowego z udzialem nierosnacych komoérek drozdzy,
konieczne jest dostarczanie Zrédia azotu w celu zabezpieczenia Zy-
wotnos$ci komoérek oraz jej prawidtowego funkcjonowania. W niniej-
szej pracy w koncowej fazie procesu drozdze zawieralty od 31,7 do
33,4% biatka w suchej masie, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi
przez Rywinskq i in. [2013], podczas produkcji kwasu cytrynowego
w procesie ciagtym w chemostacie w podtozu z glicerolem. Zdecy-
dowanie nizsze st¢zenie biatka w biomasie drozdzy (na poziomie
20%) zaobserwowali Rymowicz i Rywinska [2003] prowadzac pro-
dukcje kwasu cytrynowego w reaktorze membranowym.

Whnioski

Wstgpne badania nad ciaglta biosynteza erytrytolu z gliceryny
przez szczep Y. lipolytica Wratislavia K1 w reaktorze membranowym
pozwalaja na stwierdzenie, ze stgzenie glicerolu odpadowego
w podlozu zasilajacym miato wptyw na dynamikg produkcji erytrytolu.
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