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Ciagta biosynteza erytrytolu przez Yarrowia lipolytica
w bioreaktorze membranowym

Wstep

Erytrytol na skalg przemystowa produkowany jest z glukozy metoda
biologiczna. Do biosyntezy tego alkoholu wielowodorotlenowego wy-
korzystuje si¢ wiele osmofilnych gatunkéw grzyboéw i drozdzy, takich
jak: Moniliella pollinis, Trichosporoinoides megachilensis, Trichospo-
ron variabilis [Kim i in., 1997), Trichosporon sp. [Park i in., 1998],
Torula sp. [Kim i in., 2000], Candida magnoliae [Ryu i in., 2000] czy
Moniliella sp. [Lin i in., 2001]. Mikroorganizmem wykorzystywanym
w produkcji przemystowej tego zwiazku jest szczep Trichosporoinoides
megachiliensis SN-G42 (dawniej Aureobasidium sp. SN-G42) [Sawada
i in., 2009], a substratem w tej biosyntezie jest glukoza lub sacharo-
za, ktorych stezenie w podtozu dochodzi nawet do 400 g/L [Aoki i in.,
1993; Moon i in., 2010]. Do biosyntezy erytrytolu probowano zastoso-
wac takze glicerol jako zrodlo wegla, ale produkcja erytrytolu z tego
surowca nie byla zadowalajaca [Jeya i in., 2009]. Glicerol jako Zro-
dlo wegla i energii zostat natomiast z powodzeniem wykorzystany do
jednoczesnej biosyntezy erytrytolu i kwasu cytrynowego przez drozdze
Yarrowia lipolytica. Interesujacy okazat si¢ fakt, ze drozdze tego ga-
tunku oprocz kwasu cytrynowego, produkowaty takze znaczne ilosci
erytrytolu, 80 g/L [Rywinska i in., 2008]. Dalsze badania pokazaly, ze
w hodowli okresowej zasilanej, w warunkach niskiego pH (okoto 3,0),
drozdze tego gatunku produkowaty okoto 170 g/L erytrytolu i niewiel-
kie ilosci produktow ubocznych takich jak mannitol, kwas cytrynowy
i kwas a-ketoglutarowy [Rymowicz i in., 2009]. Hodowle okresowe nie
pozwalaja na pelne wykorzystanie potencjatu produkcyjnego nierosna-
cych komorek mikroorganizméw. Hodowla ciagta w bioreaktorze mem-
branowym, w ktorej zachodzi ciagta recyrkulacja komorek, pozwala na
lepsze wykorzystanie ich potencjatu produkcyjnego. Reaktory membra-
nowe byly z powodzeniem wykorzystywane w procesach beztlenowych
takich jak biosynteza etanolu [Escobar i in., 2001] czy kwasu mleko-
wego [Vick-Roy i in., 1983], a takze w procesach tlenowych, m.in. do
biosyntezy kwasu cytrynowego Rymowicz i Rywinska, 2003]. Duzym
zainteresowaniem cieszy si¢ takze uzycie systemow membranowych
w oczyszczaniu $ciekdw, gdzie bioreaktor taki uzyskuje przewage nad
konwencjonalnym procesem z uzyciem osadu czynnego [Melin i in.,
2006). Zalety stosowania tych systemow to przede wszystkim wysoka
koncentracja biomasy i zwigkszenie wydajnosci produkcji danego me-
tabolitu. Urzadzenia zajmuja mniejsza przestrzen i stwarzaja mozliwos¢
lepszej kontroli procesu. Gtowne wady takich systemow to stosunkowo
wysokie koszty instalacji, konieczno$¢ czestego monitorowania stanu
membrany i jej udrazniania, ograniczenia pH, temperatury, ci$nienia
oraz wrazliwo$§¢ membran na niektore substancje chemiczne [Melin
i in., 2006]. Zasadniczym problemem, ktory utrudnia powszechna ko-
mercjalizacj¢ bioreaktorow membranowych w procesach biotechnolo-
gicznych jest fakt, ze wydajno$¢ filtracji nieuchronnie maleje z uptywem
czasu przez, tzw. fouling membrany, czyli odktadanie si¢ substancji na
jej powierzchni i/lub w porach, co znacznie ogranicza jej przepuszczal-
no$¢. Wiaze si¢ to ze wzrostem oporu hydraulicznego, co objawia si¢
obnizeniem strumienia permeatu [Lee i in., 2001].

Celem niniejszej pracy jest ocena dynamiki i wydajnosci procesu
biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep drozdzy Y. lipolytica
Wratislavia K1w reaktorze membranowym z recyrkulacja komorek,
w warunkach zréznicowanego sktadu podtoza zasilajacego.

Materiaty i metody

Mikroorganizm

W badaniach wykorzystywano mutanta octanowego (oct), drozdzy
Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 o gtadkim fenotypie kolonii. Szczep
ten pochodzit z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczep prze-
chowywano na skosach agaru YM pod warstwa parafiny w temperatu-
rze +4°C 1 przeszczepiano okresowo.

Substrat

W badaniach stosowano gliceryng odpadowa pochodzaca z produkc;ji
estrow metylowych (rafineria LOTOS S.A4., Polska) zawierajaca 780 g/L
glicerolu i 73 g/L NaCl.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono w 250 ml kolbach stozkowych
zawierajacych 30 ml podtoza inokulacyjnego (g/L: gliceryna odpado-
wa — 100; NH,C1 -3; KH,PO,— 0,2; MgSO, x 7H,0 — 1; YE — 1; woda
wodociagowa 1 L), na wstrzasarce rotacyjnej przez 24 godziny przy ob-
rotach 150 rpm, w temperaturze 30°C. Do zaszczepienia podtoza wzro-
stowego w bioreaktorze uzywano 100 ml zawiesiny komorek drozdzy
namnozonych w hodowli inokulacyjne;j.

Hodowle ciqglq w bioreaktorze membranowym prowadzono z uzy-
ciem wolnych komorek, ktore byly w sposob ciagly zawracane do
bioreaktora poprzez zewngtrzny, spiralny modul membranowy firmy
Bioengineering, z ptaska membrang z polisulfonu o $rednicy 45 mm
i porowatosci 0,45 pm, w warunkach zréznicowanego sktadu podtoza
zasilajacego. Stosowano trzy podtoza o sktadzie (g/L): A — gliceryna —
200 ; NH,CI1-0,2; YE —0,5; B — gliceryna — 200; NaCl — 10; YE - 0,5;
NH,CI1 - 0,2; C — gliceryna — 200; NaCl — 10; YE — 0,5; NH,CIl — 0,2;
CuSO,-0,005; MnSO,—0,020. Wszystkie podtoza sporzadzano w wo-
dzie wodociagowej. Hodowle prowadzono w 3,5 — litrowym bioreakto-
rze typu BIOFLO III (New Brunswick, USA) o objgtosci roboczej 1,3
litra, przy szybkosci przeptywu powietrza 0,2 vvm, szybkosci obroto-
wej mieszadta 600 rpm, w temperaturze 30°C. W czasie procesu pH 3,0
utrzymywano automatycznie za pomoca 15% roztworu NaOH. Po 48
godzinach hodowli okresowej prowadzonej w podtozu (g/L): gliceryna
—220; NH,CI - 3; KH,PO, - 0,2; MgSO,x7H,0-1; YE-1; rozpoczgto
proces ciagly, wprowadzajac do bioreaktora kolejno podtoze produk-
cyjne A, B, C. Podloze do bioreaktora wprowadzano z szybkoscia okoto
16 ml/min. Szybko$¢ rozcienczania (D) wynosita w takich warunkach
D=0,012h". Kazde podtoze byto wymieniane po okoto 180 godzinach
hodowli ciagtej tj. 2,2 krotna wymiana zbiornika.

Pomiar ogolnej liczhy komorek i liczby komorek pqczkujgcych.
W probach pobieranych w trakcie hodowli ciagltej (z czgstotliwoscia
okreslong w tab. 1) oznaczano ogolng liczbe komorek (V) oraz liczbg
komorek paczkujacych (Np). Oznaczenia wykonano w komorze Tho-
ma. Kazdorazowo liczono okoto 800 obiektow, w trzech preparatach
mikrobiologicznych. Liczb¢ komorek paczkujacych odnoszono do
ogoblnej liczby komorek. Wyniki podano w procentach.

Metody analityczne

Biomasg oznaczano metoda wagowa. Stgzenie glicerolu, erytrytolu,
mannitolu, kwasu cytrynowego oraz kwasu a-ketoglutarowego oznacza-
no metoda HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohydrate H' (Dionex,
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UltiMate 3000 Series) potaczonej z detektorami UV (A =210 nm) i IR,
w temperaturze 65°C, przy szybkosci przeptywu fazy ciektej (25 mM
kwasu trifluorooctowego; TFA) przez kolumng rownej 0,6 cm’min™.

Objasnienia uzytych oznaczen
Yiry — wydajnos$¢ produkeji erytrytolu
[g wytworzonego erytrytolu/g zuzytego substratu],
Opry — szybkos¢ produkeji erytrytolu [g/Lh],
qrry — szybkos¢ wlasciwa produkcji erytrytolu [g/gh].
Omoéwienie wynikéw
Przeprowadzono 600-godzinny proces ciaglej biosyntezy erytrytolu
z glicerolu odpadowego w reaktorze membranowym, podczas ktorego
przetestowano trzy warianty podtoza zasilajacego: podloze A zawiera-
jace gliceryng odpadowa, chlorek amonu i ekstrakt drozdzowy. Podtoze
B zawierato dodatkowo chlorek sodu. Ostatnie testowane podtoze zasi-
lajace C, to podtoze identyczne z wariantem B, wzbogacone dodatkowo

w jony miedzi i manganu. Przebieg procesu ciaglego przedstawiono
na rys. 1. Proces ciagly rozpoczeto po 50 godzinach hodowli okreso-
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Rys. 1. Wplyw rodzaju podtoza zasilajacego na produkcje erytrytolu (A), szybkosci

produkcji 1 wydajno$é¢ erytrytolu (B) oraz na produkcj¢ produktow ubocznych (C)

w procesie ciaglej biosyntezy erytrytolu z glicerolu w reaktorze membranowym z re-
cyrkulacja komorek Y. lipolytica Wratislavia K1. D = 0,012 h'!

wej, kiedy stgzenie biomasy i erytrytolu wynosito odpowiednio 15,0
i 40 g/L. Podloze A byto dozowane w sposob ciagly przez okoto 180
godzin. W tych warunkach stezenie biomasy utrzymywato si¢ od okoto
120-godziny procesu na statym poziomie wynoszacym 22 g/L, a stg-
zenie erytrytolu stabilizowalo si¢ na poziomie okoto 88g/L (Rys. 1A).
Kolejne wprowadzane podloze zasilajace pozwalato zwigkszy¢ stgzenie
erytrytolu w permeacie wynoszacym okoto 103 g/L, ktore jednak w ko-
lejnych godzinach hodowli obnizato sig do 59,2 g/L w 450 godzinie ho-
dowli. W tych warunkach zaobserwowano takze nieznaczne obnizenie
stezenia biomasy do poziomu 17,7 g/L. Podtoze C byto dozowane od
430 godziny procesu az do jego zakonczenia. W tym czasie produkcja
erytrytolu obnizata si¢ od st¢zenia wynoszacego 62,3 g/L w 500 go-
dzinie hodowli do 50 g/L w momencie jej zakonczenia. W tym czasie
stezenie biomasy stopniowo wzrastato do 23 g/L.

Sktad dozowanego podioza mial istotny wplyw na zawarto$é
produktéw ubocznych takich jak: mannitol, kwas cytrynowy i kwas
o-ketoglutarowy. Zmiany stezenia produktow ubocznych w czasie trwa-
nia procesu przedstawiono na rys. 1C. Mannitol produkowany byt juz
od drugiej doby hodowli az do zakonczenia procesu. Podczas dozowa-
nia podloza A jego stgzenie wzrastato od 4,6 do 5.6 g/L. Najwigksze
ilosci kwasu cytrynowego, w przedziale od 1,3 do 3,8 g/L, stwierdzo-
no w pierwszym etapie procesu hodowlanego (podtoze A). Natomiast
zmiana podloza zasilajacego na B oraz C spowodowata obnizenie
stezenia tego metabolitu do okoto 1 g/L. Stezenie kolejnego produktu
ubocznego, kwasu a-ketoglutarowego, w momencie rozpocz¢cia ho-
dowli ciagltej wynosito 3,4 g/L, a w trakcie dozowania kolejnych pod-
lozy zaobserwowano obnizenie jego stgzenia do okoto 1,3 g/L, ktore
utrzymywato si¢ az do konca hodowli.

Sktad podtoza zasilajacego miat takze wplyw na dynamike produk-
cji erytrytolu z glicerolu odpadowego co obrazuje rys. 1B. Od okoto
100 h procesu hodowlanego wartosci produktywnosci erytrytolu (Qgzy)
oraz szybkosci wtasciwej produkcji erytrytolu (gzzy) utrzymywaty sig
na podobnym poziomie wynoszacym odpowiednio 1,12 g/Lhi 0,05 g/
gh. Podczas dozowania podtoza B odnotowano najwyzsza warto$¢ Qpgy
rowna 1,3 g/Lh, przy podobnej szybkoséci wiasciwej produkceji. Najniz-
sze warto$ci obu parametréw odnotowano podczas dozowania podtoza
C. Wydajnos¢ produkeji erytrytolu (Yz,y) W zaleznosci od stosowanego
podtoza wynosita od 0, 27 do 0, 51 g/g przy czym najwyzsza warto$¢
tego parametru odnotowano podczas dozowania podtoza B, co obrazuje
rys. 1B.

W trakcie procesu ciagtego monitorowano ilo$¢ komoérek paczkuja-
cych (Tab. 1).

Tab. 1. Wplyw sktadu podloza zasilajacego na ilos¢ komorek paczkujacych Y. lipoly-
tica Wratislavia K1 w reaktorze membranowym

Podloze zasialajace Cras l[ll:)]dOWIi Komérki[l‘?/(;%]CZkujQCC
Podtoze A 120 26,5
Podtoze B 320 11,7
Podtoze C 600 1,3

Najwyzsza ilos¢ takich komorek byta podczas dozowania podtoza A
iB, od 11,7-26,5%. Pod koniec procesu biosyntezy erytrytolu (podtoze
C) ilos¢ komorek paczkujacych byta niska i wynosita okoto 1,3%, co
koreluje takze z obnizeniem tempa produkcji erytrytolu w tym okresie.

Dyskusja wynikéw

Proces biosyntezy erytrytolu z glukozy przez rézne szczepy drozdzy
byt prowadzony gtéwnie w hodowlach okresowych i okresowych z za-
silaniem, gdzie stgzenie erytrytolu bylo w zakresie od 18 do 243 g/L
[Moon i in., 2010]. Brak jest informacji w fachowej literaturze dotycza-
cych wykorzystania procesow ciagtych w tej biosyntezie, w tym proce-
su ciagtego z recyrkulacja komorek.

W niniejszej pracy przebadano trzy rodzaje podtoza zasilajacego i ich
wplyw na dynamikg i wydajnos¢ procesu biosyntezy erytrytolu z odpa-
dowego glicerolu. Najwyzsze stezenie erytrytolu w permeacie (103 g/L)
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uzyskano, gdy podloze zasilajace zawieralo: glicerol, chlorek amonu,
ekstrakt drozdzowy i chlorek sodu, ktory znaczaco zwigkszat ci§nienie
osmotyczne podioza (dane nieprezentowane). Wedtug pracy [Kim i in.,
2000] wzrost ci$nienia osmotycznego ma pozytywny wplyw na zwigk-
szenie dynamiki i wydajnosci procesu biosyntezy erytrytolu z gluko-
zy. W niniejszej pracy zasilanie podtoza bogatego w NaCl pozwalato
uzyskac¢ takze najwyzsza warto§¢ szybko$ci objetosciowej produkcji
erytrytolu (1,3 g/Lh), ktéra byta zblizona do uzyskanej przez [Koh i in.,
2003] dla drozdzy C. magnoliae. Z kolei w innych badaniach odno-
towano znacznie wyzsza produktywnos¢ erytrytolu (2,26 g/Lh) w ho-
dowli z udziatem Torula sp. [Oh i in., 2001) oraz 2,0 g/Lh w hodowli
szczepu Aureobasidium sp. SN-G42 [Sawada i in., 2009]. Najwyzsza
jak dotad wydajno$¢ produkcji erytrytolu z glukozy (0,63 g/g) stwier-
dzono w hodowli z udziatem szczepu Moniliella sp. 440 N61188-12
[Lin i in., 2010]. W niniejszej pracy w przypadku dozowania podtoza B
uzyskano wydajnos¢ erytrytolu na poziomie 0,51 g/g. W czasie procesu
biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica Wratisla-
via K1, produkowane byly takze produkty uboczne, gtéwnie mannitol,
kwas cytrynowy i a-ketoglutarowy.

W procesach na glukozie powstaja takze produkty uboczne migdzy
innymi glicerol i rybitol [Moon i in., 2010]. W pracy [Lee i in., 2000]
stwierdzono zwigkszona produkcje¢ erytrytolu przez Torula sp. w wa-
runkach obecnosci w hodowli jonow Mn”" i Cu™". Jony te wywotuja
pozytywny synergistyczny efekt: kationy manganu powoduja zwigk-
szenie przepuszczalnos$ci $ciany komorkowej drozdzy, a kationy miedzi
zwigkszaja aktywno$¢ enzyméw odpowiedzialnych za nadprodukcje
erytrytolu. W niniejszej pracy nie potwierdzono korzystnego wptywu
tych jonow na produkcjg erytrytolu, a st¢zenie tego zwiazku w filtracie
bylo najnizsze i wynosito 50 g/L na koncu hodowli. Obnizenie dyna-
miki procesu mogto by¢ zwiazane ze zbyt duza akumulacja tych pier-
wiastkow w komorkach drozdzy podczas procesu ciaglego, zwlaszcza
miedzi, ktéra w wigkszych st¢zeniach dziata niekorzystnie na proces
biosyntezy erytrytolu. Wedtug [Rymowicz i Rywinska, 2003] idealny
mikroorganizm do ciagtej produkcji metabolitu w reaktorze membra-
nowym musi utrzymywa¢ maksymalng szybkos$¢ jego tworzenia, bez
wzrostu komorek, w dlugotrwaltym procesie. Bardzo cigzko jest osia-
gnad taki stan, gdyz podczas ciaglej produkcji w warunkach limitacji
azotowej w komorkach zachodza zmiany. Innym problemem pozostaje
fakt, ze komorki w miarg uplywu czasu sa mniejsze i stabiej odzywione.
Ze wzgledu na ciagta cyrkulacje komorek przez filtr membranowy do-
chodzi do zjawiska tzw. zmgczenia komorek, ktore moze doprowadzic¢
do obnizenia tempa produkcji danego zwiazku.

Poczatkowo wysoka ilo$¢ komorek paczkujacych, zgodnie z ocze-
kiwaniami obnizata si¢ w trakcie procesu, do 1,3% na koncu hodowli.
Poréwnywalna ilo§¢ komoérek paczkujacych obserwowali [Rymowicz
i Rywinska, 2003] podczas ciagtej produkcji kwasu cytrynowego w re-
aktorze membranowym od 1,5 do 2,8% w zaleznosci od sktadu podtoza.
Na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzono, ze populacja
komorek drozdzy byta jednorodna pod wzgledem ksztaltu, nie obser-
wowano obecno$ci form wydtuzonych (dane nieprezentowane).

Podsumowanie i wnioski

Wstepne badania nad ciagla biosynteza erytrytolu z glicerolu przez
szczep Y. lipolytica Wratislavia K1 w reaktorze membranowym pozwa-
laja na stwierdzenie, ze sklad podloza zasilajacego miat istotny wptyw
na szybko$¢ produkcji, wydajno$¢ erytrytolu oraz stabilnos¢ calego
procesu.

Zastosowanie podtoza zawierajacego glicerol odpadowy, chlorek
amonu, ekstrakt drozdzowy oraz chlorek sodu pozwolito osiagnaé¢ wy-
sokie stezenie erytrytolu w filtracie, a proces charakteryzowat si¢ dobra
dynamika produkcji erytrytolu i jego wydajnos$cia.

Kontynuacja badan powinna obejmowac¢ poprowadzenie dlugotermi-
nowego procesu ciaglego w takim podtozu, obejmujacym, co najmniej
5 wymian zbiornika w stanie ustalonym i petna charakterystyke stanu
fizjologicznego drozdzy w takim procesie.
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