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Biosynteza erytrytolu z gliceryny
przez drozdze Yarrowia lipolytica w hodowli okresowej

Wstep

Erytrytol jest alkoholem cukrowym nalezacym do grupy polioli
i posiadajacym cztery atomy wegla, z ktorych kazdy zawiera grupg hy-
droksylowa. Erytrytol zostal uznany za zamiennik sacharozy czwartej
generacji po sorbitolu, izomalcie i preparacie zawierajacym ekstrakty
ros$linne o nazwie Alveosweet [Clarke, 1995]. Ze wzgledu na syme-
trycznos¢ swojej czasteczki wystgpuje tylko w formie mezo- i jest dia-
stereoizomerom treitolu. Obecno$¢ grup redukujacych w czasteczce
erytrytolu zapewnia jego wysoka termostabilnos¢, a takze odpornosé na
srodowisko. Zwiazek ten posiada podobny profil smakowy w stosunku
do sacharozy. W przeliczeniu na masg¢ daje to okoto 60—70% uczucia
stodkiego smaku powodowanego przez sacharozg. Indeks glikemiczny
erytrytolu wynosi zero. Oznacza to, ze obecno$¢ erytrytolu nie wptywa
na poziom glukozy i insuliny we krwi, moze by¢ zatem bez przeszkod
stosowany przez osoby cierpiace na cukrzyce [Bornet i in., 1996]. Ze
wzgledu na obecno$¢ grup hydroksylowych zwiazek ten moze rowniez
pehié¢ funkcje antyoksydacyjna, dzigki ktorej bedzie taczy¢ sig z wol-
nymi rodnikami i chroni¢ w ten sposob komorke przed ich szkodliwym
dziataniem [den Hartog G. i in. 2010]. Erytrytol produkowany jest na
skalg przemystowa z glukozy na drodze biologicznej z uzyciem osmo-
filnych drozdzy Trichosporonoides megachiliensis SN-G42 [Sawada
i in., 2009]. W produkcji biodiesla, produktem ubocznym generowa-
nym w duzych ilo$ciach jest gliceryna (glicerol). Szacuje sig, ze obecnie
na rynku jest dostgpne ponad 1 milion ton tego surowca, ktory moze by¢
z powodzeniem wykorzystany, jako zrédto wegla w procesach biotech-
nologicznych. Gliceryna odpadowa byta z powodzeniem wykorzystana
w procesach biosyntezy kwasu bursztynowego, propionowego, 1,3-pro-
panodiolu, 1,3-dihydroxyacetonu, wodoru, etanolu i innych cennych
produktéw [Yazdani i Gonzalez, 2007]. Nasze ostatnie badania wyka-
zaly, ze glicerol moze by¢ takze wykorzystany do biosyntezy erytrytolu
lub jednoczesnej produkcji erytrytolu i kwasu cytrynowego przez droz-
dze Yarrowia lipolytica [Rymowicz i in., 2009]. Niewiele jest informacji
naukowych dotyczacych biosyntezy erytrytolu z udziatem tego gatunku
drozdzy. Celem niniejszej pracy jest badanie przesiewowe (screening)
szczepow drozdzy z gatunku Y. lipolytica do efektywnego i wydajnego
procesu produkcji erytrytolu z glicerolu.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano 14 szczepdw Y. lipolytica, ktore byty
izolowane z gleby lub zywnoSci i sa zdeponowane w kolekcji Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci.

Uzdolnienia do nadprodukcji erytrytolu z glicerolu o réznej czysto-
$ci, prowadzono w hodowlach wglebnych w 5-litrowym bioreaktorze
w podlozu zawierajacym 150 g/L glicerolu technicznego o czystosci
98% (v/w) lub odpadowego pochodzacego z produkcji biopaliw z rafi-
nerii Trzebinia o czystosci 76% (v/w).

Podtoze uzupetiano zrédtem azotu (NH,),SO,, fosforu (KH,PO,)
i witamin (ekstrakt drozdzowy).

Oznaczenie st¢zenia erytrytolu, glicerolu, mannitolu i kwasu cytryno-
wego wykonywano metoda HPLC, biomas¢ oznaczano metoda wago-
wa [Rymowicz i in., 2009].

Wyniki i dyskusja

W celu wyselekcjonowania najlepszego producenta erytrytolu z gli-
cerolu wykonano hodowle okresowe w bioreaktorze. Wstgpnie ustalono
nast¢pujace warunki prowadzenia procesu hodowlanego: temperatura
30°C, pH 3,0 i szybko$¢ obrotow mieszadta 800 rpm.

Stwierdzono, ze wszystkie szczepy drozdzy produkowaty erytrytol
zaro6wno z glicerolu odpadowego jak i technicznego. Koncowe stezenie
erytrytolu w podtozu produkcyjnym oraz st¢zenie produktéw ubocz-
nych zalezato od uzytego mikroorganizmu, jak réwniez od rodzaju gli-
cerolu (Tab. 1A i B). W pozywkach zawierajacych glicerol odpadowy
stezenie erytrytolu wynosito od 19 do 80 g/L, natomiast, gdy uzyto
glicerol techniczny, stg¢zenie erytrytolu bylo nizsze i wynosito od 14
do 49 g/L (Tab. 1B). Najwigcej erytrytolu (80 g/L) produkowat szczep
Y. lipolytica Wratislavia K1 z glicerolu odpadowego.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy byty nizsze od wynikow uzyska-
nych przez innych autor6w w procesach biosyntezy erytrytolu z gluko-
zy przez inne gatunki drozdzy osmofilnych takich jak Moniliella sp.,
Trichospron sp., Aureobasidium sp., Torula sp., czy Pseudozyma tsu-
kubaensis, gdzie st¢zenie erytrytolu bylo w zakresie od 118 do 243 g/L
[Lin i in., 2002, Park i in., 1989; Ishizuka i in., 1998; Oh i in., 2001;
Jeya i in., 2009]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze st¢zenie catkowite sub-
stratu bylo w przytoczonych badaniach wyzsze i przekraczato czgsto
400 g/L glukozy.

Tab. 1 Porownanie procesu biosyntezy erytrytolu przez wybrane szczepy
Y. lipolytica w pozywkach z glicerolem 150 g/L

A. Glicerol odpadowy (76%)
Szczep
Y. lipolytica ERY MAN Kc Yerr Orry
[gL] [g/L] [gL] [g/g] [g/Lh]
Wratislavia K1 80 12 0,5 0,53 1,01
Wratislavia AWG-7 43 6 3 0,27 0,44
A-101 47 12 6 0,31 0,61
1.22 49 10 13 0,30 0,62
8661 UV’1 45 9 1 0,31 0,67
3DR 37 11 29 0,25 0,39
5bDR 41 8 4 0,27 0,41
SKO 1 43 14 14 0,29 0,43
SKO 2 35 13 0 0,26 0,41
SKO 3 52 15 4 0,35 0,54
SKO 4 44 18 3 0,29 0,47
SKO 5 57 15 10 0,38 0,59
SKO 6 43 10 2 0,33 0,72
N-15 19 0 0 0,13 0,10
B. Glicerol techniczny (98%)
Szczep
Y. lipolytica ERY MAN KC YVirr Orry
[g/L] [g/L] [g/L] [g/g] [¢/Lh]
Wratislavia K1 47 20 12 0,48 0,30
Wratislavia AWG-7 47 24 17 0,48 0,30
A-101 34 24 16 0,42 0,22
1.22 44 22 0,49 0,30
8661 UV’1 46 22 0,47 0,29
3DR 41 20 24 0,47 0,27
SbDR 28 20 22 0,29 0,19
SKO 1 34 20 19 0,46 0,22
SKO 2 47 35 9 0,42 0,27
SKO 3 44 43 8 0,41 0,26
SKO 4 49 37 10 0,44 0,31
SKO 5 36 25 23 0,40 0,26
SKO 6 33 17 23 0,45 0,22
N-15 14 0 0 0,08 0,09

Yiry— Wydajnos¢ produkeji erytrytolu; ERY — erytrytol; MAN — mannitol;
QOpry— objgtosciowa szybkos¢ produkeji erytrytolu; KC — kwas cytrynowy.
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Wydajnos¢ produkeji erytrytolu (Yzzy) wynosita od 0,13 do 0,53 g/g
na glicerolu odpadowym oraz od 0,09 do 0,30 g/g na glicerolu tech-
nicznym. Objetosciowa szybkos$¢ produkeji erytrytolu (Qggy) byta na
poziomie od 0,10 do 1,01 g/L-h dla glicerolu odpadowego i od 0,08 do
0,48 g/L-h dla glicerolu technicznego.

Najlepsze parametry hodowlane produkcji erytrytolu uzyskano w ho-
dowli szczepu Wratislavia K1 w podtozach zawierajacych oba rodzaje
substratu, przy czym w pozywce z glicerolem odpadowym byty one
wyzsze niz z glicerolem technicznym. Wydajnos¢ procesu produkcji
erytrytolu z glukozy byta w zakresie od 0,33 do 0,61 g/g. Wedhug pracy
[Jeyaiin., 2009] szczep produkcyjny P. tsukubaensis produkowat z glu-
kozy erytrytol z najwyzsza wydajnoscia 0,61 g/g. Natomiast najwyzsza
szybkos¢ produkc;ji erytrytolu (2,26 g/L-h) uzyskali w swoich badaniach
[Oh iin., 2001]. Jest to szybko$¢ dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do
wynikow uzyskanych w hodowlach na glicerolu szczepu Wratislavia
K1, prezentowanych w niniejszej pracy.

Wszystkie badane szczepy drozdzy Y. lipolytica, oprécz produk-
tu glownego, tworzyly rowniez produkty uboczne takie jak: mannitol
i kwas cytrynowy, niezaleznie od rodzaju glicerolu. Wyjatek stanowit
szczep N-15, ktory w hodowli zawierajacej oba rodzaje substratow, nie
produkowat kwasu cytrynowego i mannitolu. Mannitol byt gléwnym
produktem ubocznym tworzonym przez wigkszos$¢ analizowanych uzy-
tych szczepow drozdzy. Wigksze ilosci tego zwiazku syntetyzowane
byly w podlozu z glicerolem technicznym (od 17 do 43 g/L) niz z od-
padowym (od 6 do 18 g/L). Szczep Y. lipolytica SKO 3 produkowat
prawie tyle samo mannitolu (43 g/L), co erytrytolu (44 g/L) w podtozu
hodowlanym zawierajacym glicerol techniczny. Jest to o tyle interesuja-
cy przypadek, ze szczep ten moglby w przysztosci by¢ wykorzystany do
jednoczesnej biosyntezy obu zwiazkdéw w jednym procesie, co w znacz-
nym stopniu mogtoby obnizy¢ koszty zwiazane z ich produkcja.

Nizsza selektywnos¢ procesu biosyntezy erytrytolu z glicerolu tech-
nicznego przez badane szczepy Y. lipolytica, wynika z braku w podtozu
NaCl, ktory jest obecny w glicerolu odpadowym. Nasze inne badania
wskazaty, ze obecno$¢ soli podwyzsza ci$nienie osmotyczne i obniza
produkcj¢ mannitolu (dane niepublikowane).

Koncowe stgzenie kwasu cytrynowego w ptynach pohodowlanych
byto zréznicowane, szczegdlnie w odniesieniu do glicerolu odpadowe-
go, albowiem wahato si¢ od 0,5 do 29 g/L (Tab. 1A). Natomiast w przy-
padku glicerolu technicznego byto na poziomie od 8 do 23 g/L. Najwig-
cej tego produktu ubocznego tworzyt szczep 3DR w pozywce z glicero-
lem odpadowym, natomiast najmniejsze ilosci produkowane byty takze
z udziatem tego substratu przez szczepy Wratislavia K11 1.22.

Koncowe stgzenie biomasy po zakonczeniu biosyntezy erytrytolu
wahato si¢ w granicach od 12 do 23 g/L w pozywkach z glicerolem od-
padowymiod 12 do 17 g/L, w pozywkach zawierajacych glicerol tech-
niczny. Wyzszy plon biomasy w hodowlach z glicerolem odpadowym
jest wynikiem obecno$ci w nim przyswajalnych zrodet azotu i fosforu
pochodzacych z rzepaku bedacego surowcem w produkcji biopaliw.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania, pokazaly ze wszystkie
uzyte szczepy drozdzy Y. lipolytica produkowatly erytrytol z glicerolu
w przy pH 3,0. Produktami ubocznymi towarzyszacymi temu proceso-
wi byly mannitol i kwas cytrynowy oraz w niewielkich ilosciach kwas
a-ketoglutarowy i arabitol (dane niepublikowane). Najwyzsza selek-
tywnoscia procesu charakteryzowata si¢ hodowla z udziatem szczepu
Wratislavia K1, ktory produkowat mate ilosci produktéw ubocznych.
Produktami ubocznymi powstajacymi podczas procesu produkcji ery-
trytolu z glukozy przez drozdze z rodzaju Moniliella byty inne produkty
takie jak glicerol oraz rybitol [Lin S-J i wsp., 2010].

Whioski

1. Drozdze z gatunku Y. lipolytica niezaleznie od zrodta ich pochodze-
nia (gleba, zywno$¢, szczepy dzikie, mutanty) produkowaty erytrytol
z glicerolu w warunkach deficytu azotu i pH 3,0. Sposrod 14 testo-
wanych szczepdw z tego gatunku, najlepszym producentem erytry-
tolu z glicerolu odpadowego i technicznego byt szczep Y. lipolytica
Wratislavia K1.

2. Drozdze Y. lipolytica w podtozach zawierajacych glicerol wytwarza-
ly produkty uboczne takie jak: mannitol, arabitol, kwas cytrynowy
i kwas a-ketoglutarowy.

3. Glicerol odpadowy z produkcji biodiesla jest dobrym surowcem do
biosyntezy erytrytolu przez Y. lipolytica. Zawarte w nim zanieczysz-
czenia nie mialy istotnego wptywu na obnizenie dynamiki i wydajno-
$ci procesu biosyntezy erytrytolu przez ten gatunek drozdzy.

4. Wstegpne wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na celowosé
dalszej kontynuacji badan nad produkcja erytrytolu z glicerolu przez
drozdze Y. lipolytica, szczegdlnie w zakresie metod polegajacych na
genetycznym doskonaleniu szczepow, badaniu aktywnosci kluczo-
wych enzymoéw odpowiedzialnych za t¢ biosyntezg, optymalizacja
systemoéw hodowlanych i powigkszeniem skali produkcji.
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