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Ciagta biosyntezy kwasu cytrynowego przez Yarrowia
lipolytica w warunkach limitacji wzrostu siarka

Wstep

Dotychczasowe badania zmierzajace do doskonalenia pro-
cesu produkeji kwasu cytrynowego (KC) z udziatem drozdzy
Yarrowia lipolytica obejmowaty takie kierunki jak: poszuki-
wanie nowych odnawialnych zrédet wegla, optymalizacja
sktadu podtoza produkcyjnego i warunkéw hodowlanych oraz
wykorzystanie mutantow Y. lipolytica o podwyzszonej aktyw-
nosci kwasotworcezej [1-3]. W ostatnich latach szczegdélnym
zainteresowaniem badaczy bylto zastosowanie proceséw cia-
glych do biosyntezy tego kwasu [4, 5]. Drozdze jako jednoko-
morkowe populacje moga by¢ z powodzeniem wykorzystywa-
ne w procesach ciagltych prowadzonych w systemach otwar-
tych (chemostat) lub zamknietych (reaktory membranowe lub
z unieruchomionymi komoérkami) [2, 6]. Tego typu hodowle
pozwalaja na znaczne obnizenie kosztéw technologicznych
przy jednoczesnym zwiekszeniu potencjalu metabolicznego
komorek. Jednak oprécz wielu zalet procesy ciaglte maja réw-
niez wady, do ktérych nalezy zaliczy¢ problemy z utrzyma-
niem czystoSci mikrobiologicznej, szybko$ci biosyntezy KC
oraz stabilno$ci genetycznej 1 fenotypowej uzytego szczepu
produkeyjnego.

Celem pracy byla ocena efektywnoSci i stabilnoéci ciaglej
biosyntezy kwasu cytrynowego z glukozy przez Y. lipolytica
Wratislavia 1.31 w chemostacie, w warunkach limitacji wzro-
stu drozdzy siarka.

Material i metody badan

W badaniach wykorzystano szczep Y. lipolytica Wratislvia
1.31, ktéry pochodzit z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mi-
krobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc-
lawiu. W eksperymentach wykorzystywano podloze inokula-
cyjne i pelne (wzrostowe) wedtug Rywirniskiej i wsp. [7]. W pro-
cesie ciaglym stosowano podloze produkcyjne (P1 i P2)
o sktadzie: glukoza 100-130 g, YE 1 g, NH,Cl 8,6 g, KH,PO, 3
g, ZnSO, - 7TH,0 2,5 mg, FeSO, - TH,0 2 mg, MnSO, - H,0O
1 mg, CuSO, -5H,0 0,1 mg, 200 pg tiaminy w 1 dm?® wody de-
stylowanej. W podlozu P1 i P2 stezenie MgSO, - TH,0 wyno-
sito odpowiednio 0,1 i 0,15 g dm™. Hodowle inokulacyjne
i w podlozu wzrostowym prowadzono zgodnie z metodyka
wedtug Rywirniskiej 1 wsp. [7]. Hodowle ciaglte prowadzono
w 3,5-litrowym bioreaktorze typu Bioflo III (New Brunswick,
USA), przy objetoéci roboczej 1 dm® w temperaturze 30°C,
przy szybkoéci mieszania 500 rpm, szybko§ci napowietrzania
0,2 vvm i pH 5.5. Liczbe komérek paczkujacych, martwych,
objeto$¢ komérek, morfologie kolonii oraz stabilno$é mutacji
oct” oceniano analogicznie jak w pracy Rywiriskiej 1 wsp. [6].
Stezenie kwasu cytrynowego (KC) 1 glukozy oznaczano me-
toda HPLC [3], biomase metoda wagowa. Stezenie C, H, N, S

i P w biomasie drozdzy oraz stezenie jonéw SO,*, PO/*
i NH,* w podlozu oznaczano wedlug procedury opisanej
w pracy Rywiriskiej 1 wsp. [7].

Omowienie wynikéw i dyskusja

Proces ciaglej biosyntezy KC z glukozy przez szczep Y. li-
polytica Wratislavia 1.31, prowadzono w warunkach deficytu
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Rys. 1. Poziom biomasy (A), kwasu cytrynowego (@), kwasu izocy-
trynowego(l), glukozy (Q) — (a) oraz stezenie jonow siarczanowe-
go S04, fosforanowego PO4% i amonowgo NH,* w podlozu — (b)
podczas hodowli ciaglej szczepu Y. lipolytica Wratislavia 1.31
w warunkach deficytu siarki. Szybkosé rozcienczania D = 0,02 h!

Tablica 1
Sklad pierwiastkowy biomasy drozdzy Y. lipolytica Wratislavia
1.31 podczas ciaglej biosyntezy KC w warunkach chemostatu
limitowanego siarka

Czas Stezenie (% ss)
Podloze

(h] C H N P S

42 43,60 | 7,27 5,66 1,52 0,04

86 1 44,63 | 7,47 5,45 2,19 0,03
203* 45,51 | 7,33 5,36 1,89 0,06

348 45,25 | 6,92 5,568 2,05 0,05

420 44,70 | 7,01 | 5,72 | 1,80 | 0,05
515% P2 44,34 | 6,70 5,28 1,53 0,05
563% 44,83 | 7,05 5,35 1,45 0,05
Pelne podtoze wzrostowe

47,14 | 6,90 7,28 2,08 0,25

(C:N:P:S=10:1:0,2:0,1)
* stan ustalony
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Stan fizjologiczny populacji drozdzy Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w warunkach chemostatu

limitowanego siarka

Tablica 2 gyntezy KC w reaktorze mem-

branowym, potwierdza teze, ze

komorki o najmniejszej objetosci

Parametr decyduja o dobrej efektywnosci

Czas Komérki | Komérki | Komérki tworzace Objetosé komérek Czestoéé 1 stabilno$ci procesu biosyntezy
[h] Podloze | paczkujace, | martwe, | gladkie kolonie, Min — max, | Srednia, | rewersii tego kwasu [6]. Wedlug Bubbico

[%] [%] [%] [um?] [um?] [tk mL"] | 1 wsp. [8] zmiana wielkoéci

40 35 17 0 _ _ _ 1 ksztattu komorek Y. lipolytica,

%0 65 19 0 B - ~ z poczatkowo owalnych do

: : znacznie wydluzonych miala

110 71 1.6 0 4,65-55,05 | 21,03 - niekorzystny wplyw na przebieg

178 P1 6,8 1,5 0 3,32-40,65 | 18,03 - ciaglej biosyntezy KC. W innych

226 8,8 1,6 0 3,39-47,14 19,08 - badaniach Klasson 1 wsp. [2] po-
274 75 1.8 0 311-47,14 22,01 _ kazuja, ze dziki szczep drozdzy
348 8,0 19 2,2 473-222.97 | 2077 | <a35.10° | O lpolytica NRRLY 7576, od-
znaczal sie dobrg stabilnoscig

444 9,0 1,4 2,2 2,94-81,26 23,41 — w ponad 1000 h procesie ciag-
510 P2 10,0 1,3 3,6 - - - lym w chemostacie, co wskazuje,
563 12,5 1,2 2,0 9,4-72,52 33,62 - ze na zmiany degeneracyjne bar-
610 10,0 15 1.8 _ _ <92,38.10% dziej narazone sa mutanty

siarki na poziomie 0,1 (podtoze P1)i 0,15 g dm™ MgSO, - 7H,0
(podloze P2). Jak obrazuje rys. 1la, stan ustalony utrzymatl sie
przez niespelna dwie wymiany zbiornika, pomiedzy 110 a 200
h hodowli. W tych warunkach badany szczep produkowat 32
g dm™® KC z wydajnoécia 0,46 g g''. W plynie pohodowlanym
stezenie biomasy 1 niewykorzystanej glukozy wynosity odpo-
wiednio, 10,5 1 27 g dm™®. W kolejnych godzinach hodowli
ciaglej stezenie KC obnizalo sie do 18 g dm™ w 320 h procesu.
Zwiekszenie stezenia zrodla siarki w podlozu zasilajacym
chemostat (podloze P2) w 370 h procesu, spowodowato nie-
znaczny wzrost iloéci KC do 21 g dm™. Jak obrazuje rys. 1b,
od 200 h procesu, wzrost drozdzy przebiegal przy catkowitym
wyczerpaniu jonéw SO,? z podloza, co zbiegalo sie z obniz-
aniem produkcji KC. W hodowli zasilanej podtozem P2, zaob-
serwowano takze wyczerpanie jonéw PO,?, co bylo skorelo-
wane z prawie dwukrotnym przyrostem biomasy drozdzy
w tych warunkach. W skladzie pierwiastkowym biomasy po-
chodzacej z tej hodowli, widoczny byt nie tylko niski poziom
siarki (0,05%), ale réwniez nieco obnizony poziom azotu
(5,3-5,7%) 1 fosforu (1,4—1,8%), co oznaczalo gltebsza reorgani-
zacje sktadnikéw biomasy 1 mogto byé przyczyna niestabilno-
$ci tego procesu (Tabl. 1). Tlos§¢ komoérek paczkujacych zale-
zata od stezenia siarki w podlozu zasilajacym chemostat 1 wy-
nosita od 7 do 12%, odpowiednio dla podioza P1 i P2. Zastoso-
wany system hodowlany zapewniat takze dobra zywotnosc
komoérek. Iloé¢ komérek martwych nie przekraczata 2%
(Tabl. 2). Wedlug innych autoréw, w hodowlach trwajacych
powyzej 500 h, zywotno§¢ drozdzy obnizala sie nawet o 25%
[8-10]. W posiewach na agarze YIM, nietypowe gtadkie kolo-
nie uzytego w niniejszej pracy szczepu Wratislavia 1.31 poja-
wialy sie sporadycznie, a ich ilo§¢ nie przekraczata 4%
(Tabl. 2). Srednia objeto$¢ komoérek wynosita od 18 do 33,62
um?, przy czym populacja drozdzy stawala sie bardzo niejed-
norodna pod wzgledem wielko$ci w momencie, gdy komorki
tracity wysoka aktywno$é kwasotwoércza, a przecietna obje-
to§¢ komoérek matecznych rosta (Tabl. 2). Podobne zmiany
wielkoSci komoérek tego samego szczepu zaobserwowano
w procesie poélciaglej biosyntezy KC w hodowli typu repea-
ted-batch [7]. Ocena stanu fizjologicznego mutantéw octano-
wych Y. lipolytica, wykorzystywanych w procesie ciaglej bio-

1 szczepy genetycznie zmodyfiko-
wane. Szczep Wratislavia 1.31,
dobrze zachowywal wyjSciowa mutacje oct” w diugotermino-
wym procesie ciagtym. Nie obserwowano przyrostu oct™ re-
wertantow; czesto$¢ rewersji pozostawala na statym i ekstre-
malnie niskim poziomie, 10® osobnikéw (Tabl. 2). Wynik ten
wskazuje, ze rewersja mutacji oct” byla rzadsza niz czestoéé
mutacji spontanicznych (10°-107") w populacjach drobno-
ustrojow [11]. Technologicznym potwierdzeniem stabilno$ci
mutacji oct” w badanym szczepie byla stata i niska uboczna
produkcja kwasu izocytrynowego (okoto 2 g dm™), warunko-
wana przez te mutacje.

Reasumujac, nalezy stwierdzié, ze w procesie ciaglej bio-
syntezy KC z glukozy przez szczep Y. lipolytica Wratislavia
1.31, prowadzonym w warunkach chemostatu i limitacji
wzrostu drozdzy siarka, stezenie KC na poziomie 32 g dm™
utrzymywalo sie tylko do 200 h hodowli, po czym nastepowalo
szybkie obnizanie aktywno$ci kwasotwoérczej drozdzy. Pod-
czas dlugoterminowego procesu, wykazano dobry stan fizjolo-
giczny populacji (wysoki udzial komérek paczkujacych i niski
komorek martwych). Zatamanie biosyntezy KC wigzalo sie
z catkowitym wyczerpaniem egzogennego jonu SO,% W ta-
kich warunkach drozdze stabiej wykorzystywatly dostepne
zrédto azotu i fosforu, co mogto by¢ bezposrednia przyczyna
niestabilno$ci tego procesu.
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