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Produkcja biomasy Pichia pastoris
z surowcow odpadowych z produkcji biodiesla

Wstep

Niedobor zywnosci i1 paszy, zwlaszcza w krajach trzeciego $wiata,
zmusza spoteczenstwa do poszukiwania alternatywnych zrodet biatka,
ktére moga zastapi¢ bardzo powszechna, ale droga $rutg sojowa czy
maczke rybna [Anupama i Ravindra, 2000]. Najbardziej obiecujaca
metoda pozyskiwania wartosciowego biatka jest metoda biologiczna
z uzyciem drobnoustrojow i z wykorzystaniem lokalnie dostgpnych
i tanich substratow odpadowych [Puniya i in., 1995]. W ostatnim czasie
wzrosto zainteresowanie zagospodarowaniem produktéw ubocznych
i odpadowych powstajacych podczas produkcji biopaliw. Biodiesel jest
alternatywnym olejem napgdowym, ktoérego stosowanie jest korzystne
dla $rodowiska naturalnego, ze wzgledu na jego biodegradowalnos$é,
nietoksyczno$¢ i niski poziom emisji spalin. Biodiesel produkowa-
ny jest z surowcoOw odnawialnych — olejow roslinnych i zwierzgcych,
w reakcji transestryfikacji thuszczu z alkoholem, w ktorej, w zalezno-
$ci od rodzaju uzytego alkoholu, powstaja estry metylowe lub etylowe
wyzszych kwasow tluszczowych (FAME). W czasie produkcji biodie-
sla oprocz estrow metylowych lub etylowych otrzymywane sa produkty
odpadowe. Gtownym produktem odpadowym jest tzw. frakcja glicery-
nowa, ktora zawiera do 50% glicerolu. Resztg tej frakcji stanowia kwa-
sy tluszczowe, estry, mydla, lecytyny, biatka i peptydy (w tym o wilasci-
wosciach Zelujacych), barwniki naturalne (chlorofil, antocyjany) oraz
witaminy rozpuszczalne w wodzie [Thompson i He, 2006, Vogt, 2004].
W 2011 roku, zgodnie z raportem [ Europejska Rada ds. Biodiesla,2011]
wyprodukowano 22 mln ton tego ekologicznego paliwa. Szacuje sig,
ze przy produkeji 10 kg biodiesla powstaje okoto 1 kg gliceryny. Tak
wige, dzisiaj w Europie do zagospodarowania pozostaje okoto dwoch
milionoéw ton gliceryny odpadowej. Wzrost produkcji i zuzycie biopa-
liw w najblizszych latach bgdzie stymulowane przede wszystkim przez
takie czynniki jak: zmniejszanie sig rezerw ropy naftowej, wzrost zuzy-
cia energii oraz troska o srodowisko naturalne. We wrze$niu 2011 roku,
ceny odpadowej gliceryny w Europie ksztattowaty si¢ w zakresie 200—
260 euro/tong, podczas gdy cena produktu oczyszczonego, wynosita
480-530 euro/tong [ICIS, 2011]. Duze koncerny przemystowe dosko-
nalac proces produkcji biodiesla, otrzymuja gliceryng o coraz wyzszej
czystosci, z drugiej za$ strony drobni producenci (w tym rolnicy) prze-
kazuja gliceryng nieodptatnie. Jednak gliceryna o wysokiej czystosci
jest bardzo waznym surowcem przemystowym stosowanym w produk-
¢ji zywnosci, lekdw, kosmetykdw i wyrobdw tytoniowych, podczas gdy
gliceryna odpadowa ma niewielka warto$¢ i ograniczone wykorzysta-
nie. W procesie produkcji biodiesla powstaja takze inne odpady, takie
jak degumming oraz woda poptuczynowa. Dodatkowo frakcja glicery-
nowa moze zawiera¢ takze metanol, ktory stosowany jest w nadmiarze
w procesie transestryfikacji [Lammers i in., 2008]. Metanol jak roéwniez
produkty jego przemiany — aldehyd mréwkowy i kwas mréwkowy, sa
zwigzkami toksycznymi dla wigkszosci organizméw, dlatego tez jego
poziom musi by¢ $cisle kontrolowany [Mohamed i in., 2007].

Drozdze uzdolnione do wzrostu w podlozu z metanolem — droz-
dze metylotroficzne — wykorzystujace go jako wytaczne zrodto wegla
i energii, reprezentuja gatunki nalezace do rodzaju Pichia, Candida,
Hansenula i Torulopsis. Drozdze metylotroficzne posiadaja wspolny,
dwuetapowy szlak przemiany metanolu w komoérkach opisany bardzo
szczegdtowo w pracach [Zhang i in., 2000; Ren i in., 2003]. Na poczat-
ku lat siedemdziesiatych XX wieku wzrosto zainteresowanie wykorzy-
staniem drozdzy metylotroficznych do produkcji SCP (Single-Cell-Pro-
tein) [Cereghino i Cregg, 2000; Jungo, 2007]. Przemystowa produkcja
SCP z wykorzystaniem szczepu Pichia pastoris po raz pierwszy reali-

zowana byla przez Philips Petroleum Company. Przez optymalizacjg
podtoza, warunkoéw wzrostu i technik prowadzenia hodowli osiagnigto
przyrost biomasy przewyzszajacy 130 g/L suchej masy komorkowe;.
W tej samej dekadzie nastapit kryzys energetyczny powodujac wzrost
ceny metanolu przy jednoczesnym spadku ceny ziaren soi. Produkcja
SCP z wykorzystaniem metanolu stata si¢ ekonomicznie nieoptacalna
i mato atrakcyjna [Cereghino i Cregg, 2000; Cregg i in., 2000, Jungo,
2007].

Ponowne zainteresowanie drozdzami metylotroficznymi zwiazane
jest z pojawiajaca si¢ w niedalekiej perspektywie mozliwoscia bezpo-
sredniego zagospodarowania duzych ilosci odpadow z produkcji bio-
diesla zawierajacych toksyczny metanol.

Celem pracy byla ocena przydatnosci degummingu, frakcji glicery-
nowej i jej komponentow (gliceryny, kwasow thuszczowych i metanolu)
do produkcji biomasy drozdzy Pichia pastoris w warunkach obnizone-
go odczynu srodowiska hodowlanego.

Materiaty i metody

Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep drozdzy Pichia pastoris ATCC
28485. Szczep przechowywano na skosach agarowych YM w tempe-
raturze +4°C.

Substrat

W badaniach wykorzystano frakcj¢ glicerynowa powstata przy pro-
dukcji estrow etylowych (Stacja Doswiadczalna Uniwersytetu Wro-
ctawskiego) i estrow metylowych (BioDiesel Vienna GmbH), gliceryng
odpadowa o czystosci 50% (w/w), kwasy ttuszczowe, degumming oraz
metanol. W hodowlach kontrolnych jako zrédto wegla i energii zastoso-
wano gliceryng kosmetyczna (POCH).

Podtoza hodowlane

Zdolno$¢ drozdzy do wzrostu na metanolu, w zakresie 04,0 g/L
badano w podlozu YNB (Difco) na wstrzasarce rotacyjnej typu G-10
(New Brunswick Co.) przy 160 rpm, w temperaturze 30°C, w pH 3,5~
4,5 przez 72 godziny. Hodowle produkcji biomasy prowadzono w bio-
reaktorze AK-3 o pojemnosci catkowitej 3,5 litra, zawierajacym 1100
ml podtoza produkcyjnego o sktadzie [g/L]: gliceryna kosmetyczna /
odpadowa/ frakcja glicerynowa/ kwasy tluszczowe/ degumming — 30;
(NH,4),SO, —5,2; KH,PO, — 0,4; MgSO,-7H,0 — 0,14; woda wodocia-
gowa 1000 mL; pH 3,5; 4,0; 4,5. Metanol jako zrodto wegla stosowano
wilosci 5115 g/L.

Metody analityczne

Wzrost drozdzy oceniano poprzez pomiar ggstosci optycznej przy
dhugosci fali 4 = 550 nm na spektrofotometrze (Shimadzu). Biomasg i
thuszcez resztkowy oznaczono metoda wagowa. Glicerol i metanol ozna-
czono metoda HPLC na kolumnie typu Aminex HPX 87H potaczonej
z detektorem RI w temperaturze pokojowej. Szybkos¢ fazy ciektej 20
mM H,SO, wynosita 0,6 mL/min. Biatko oznaczono metoda biuretowa
wg Stewarta.

Objasnienie uzytych oznaczen
X — biomasa [g/L],
Y. — wydajnos$¢ catkowita biomasy
[g biomasy /g poczatkowego stezenia gliceryny w podtozu],
Oy — szybkos¢ produkcji biomasy, [g/Lh].
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Omoéwienie i dyskusja wynikow

W pierwszej czgsci pracy oceniano wptyw stgzenia metanolu (0—4%)
i pH $rodowiska hodowlanego (3,5-4,5) na tempo wzrostu drozdzy
P. pastoris ATCC 28485. Otrzymane wyniki wskazuja na duze zréz-
nicowanie wzrostu drozdzy, w zaleznos$ci od stgzenia metanolu i pH
srodowiska (Rys. 1).
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Rys. 1. Wplyw stezenia metanolu i pH na wzrost drozdzy Pichia pastoris

Wraz ze wzrostem stgzenia metanolu w podtozu (od 1 do 4%), dy-
namika wzrostu drozdzy P. pastoris ulegta znacznemu obnizeniu. Naj-
wyzszy wzrost (OD = 1,8) obserwowano przy pH 4,0 i 1% metanolu
w podiozu. Przy tym samym stgzeniu zrodla wegla, ale w pH 3,5 1 4,5
wzrost drozdzy byt nizszy i wynosit okoto 0,2 OD. Znaczne obnize-
nie gestosci optycznej do wartosci okoto 1 OD nastapito w srodowisku
o zawarto$ci metanolu 4%, bez wzgledu na pH $rodowiska, ale ggstosc
optyczna byta wyzsza anizeli w hodowli kontrolnej o okoto 0,6 OD. Po-
dobne zaleznosci wykazali [Duff i Murray, 1988], ktorzy maksymalny
plon biomasy drozdzy P. pastoris uzyskali w hodowli z 2% metanolu
w podtozu. Jednak badania z zastosowaniem ,,dzikiego” szczepu droz-
dzy P. pastoris [Mohamed i in., 2007] pokazaly, ze drozdze te osiagnety
maksymalny plon biomasy w podtozu ze znacznie wigkszym stgzeniem
metanolu, réwnym 6% (ggstos¢ optyczna 5,0 OD przy diugosci fali
A =600 nm). Wytlumaczeniem tak duzej roznicy w produkcji biomasy
moze by¢ fakt, ze wsrdd szczepow P. pastoris wyrdznia si¢ dwa typy,
ktore roznia sie kinetyka utylizacji metanolu — Mut” szybko metaboli-
zuje metanol i Mut® wolno metabolizuje metanol [Satora i Wisniewski,
2011].

W tab. 1 pokazano charakterystyke procesu produkcji biomasy droz-
dzy P. pastoris ATCC 28485 z wykorzystaniem gliceryny kosmetycznej,
gliceryny odpadowej, nieczyszczonej frakcji glicerynowej metylowe;j
i etylowej oraz mieszaniny glicerolu odpadowego i metanolu. Na pod-
stawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze drozdze P. pastoris ATCC
28485 nie utylizuja jako zrodta wegla kwasow tluszczowych, degum-
mingu oraz metanolu (w st¢zeniu 15 g/L) (dane nieprezentowane).

Parametry charakteryzujace proces produkcji biomasy drozdzy P. pa-
storis uzyskane w hodowlach wglebnych wykazywaty duze zréznico-
wanie w zaleznosci od zastosowanego substratu jak i pH $rodowiska.
Najwigksza produkcjg biomasy (19,4 g/L) uzyskano w podtozu o pH 4,0
zawierajacym jak substrat gliceryng odpadowa i metanol. W srodowi-
sku o pH 3,5 stezenie biomasy drozdzy uleglo nieznacznemu obnizeniu
do 17,1 g/L. Zaobserwowano, iz w podtozach z gliceryna kosmetyczna
i gliceryna odpadowa, wzrost pH $rodowiska z 3 do 4,5 spowodowat
znaczny przyrost plonu biomasy. W przypadku hodowli realizowanych
zudziatem glicerynowe;j frakcji etylowej i metylowej oznaczony poziom
biomasy byt najnizszy i wynosit 2,8-9,6 g/L. Zdolno$¢ drozdzy Pichia
pastoris do utylizacji glicerolu przy réznym pH $rodowiska potwier-
dzaja badania [Chiruvolu i in., 1999] podczas ktorych w podtozu o pH
5 otrzymano 96,7 g/L biomasy drozdzy. Maksymalny poziom biomasy
osiagnigty w badaniach wilasnych jest pordéwnywalny ze stezeniem bio-
masy uzyskanym z udziatem drozdzy Yarrowia lipolytica A-101 w ho-
dowlach okresowych z wykorzystaniem oleju stonecznikowego, pal-

Tab. 1. Charakterystyka procesu produkcji drozdzy Pichia pastoris ATCC 28485

na réznych substratach

X Y. 0, Biatko
pH
[g/L] [g/g] [g/Lh] [%]
Gliceryna kosmetyczna
3.5 13,2 0,44 1,32 33,5+ 1,7
4.0 17,1 0,57 1,71 344+2,0
4.5 17,8 0,59 1,62 346+1,5
Gliceryna odpadowa
35 9,8 0,33 0,89 38,8+0,7
4.0 14,2 0,47 1,42 37812
4.5 16,1 0,54 1,46 393+ 1,0
Frakcja glicerynowa metylowa
35 8,4 0,28 1,20 25,6 +1,1
4.0 7.9 0,26 0,99 28,4+1,5
Frakcja glicerynowa etylowa
3.5 9,6 0,32 0,96 30,6 1,9
4.0 2,8 0,09 0,31 350+ 1,0
Gliceryna odpadowa + metanol (5g/L)

35 17,1 0,57 1,90 36,4+ 1,0
4,0 19,4 0,65 1,94 36,5+ 1,1

mowego oraz frytury, odpowiednio 23,9; 17,9 1 20,5 g/L [Musiat i in.,
2004). W pracy [Papanikolaou i in., 2007] w procesie okresowym w pH
6,0 zuzyciem stearyny otrzymano 30,5 g/L biomasy drozdzy Y. lipolyti-
ca ACA-DC 50109. W innych badaniach poziom biomasy Y. lipolytica
uzyskany z oleju rzepakowego wynosit 28,5 g/ [Musial i in., 2004],
z glicerolu uzyskano 118 g/L biomasy Cryptococcus curvatus, w pro-
cesie z zawracaniem komorek [Meesters i in., 1996]. Natomiast w ho-
dowli ciagtej z udziatem Kluyveromyces fragilis na serwatce otrzymano
plon biomasy réwny 37 g/L, a w pracy [Choi i in., 2002] w procesie
na soku z kapusty, z udziatlem Candida utilis KCCM 11355 i P. stipi-
tis CBS 5776 otrzymano nizsze wartosci biomasy komorkowej (od 6,2
do 10,4 g/L). W procesach biotechnologicznych wazna rolg odgrywa
zoptymalizowany sktad podloza oraz warunki prowadzonej hodowli.
Waznymi parametrami charakteryzujacymi proces produkcji biomasy
oraz okreslajacymi ekonomiczng atrakcyjnos$¢ procesu sa wydajnosé
biomasy i szybkos¢ produkcji biomasy.

Wydajnos$¢ procesu jest to parametr, ktory zasadniczo jest zalezny od
zastosowanego zrodta wegla w podtozu produkcyjnym i osiaga wartosci
0d 0,45 g/g w podtozach z alkoholami i wegglowodanami, 1,1 g/g w pod-
tozach z n-parafinami, a nawet 1,24 g/g przy wykorzystaniu substratow
thuszczowych [Boze i in., 1995; Kramarz, 1992]. W dyskutowanej pracy
wydajnos¢ biomasy wykazywata duze zréznicowanie w zaleznosci od
uzytego substratu i pH $rodowiska (Tab. 1). Najwyzsza wydajno$¢ na
poziomie 0,65 g/g i 0,57 g/g, stwierdzono w hodowli drozdzy z uzy-
ciem gliceryny odpadowej i metanolu w podtozu o pH odpowiednio,
4,0 i 3,5. Rownie wysoka warto$¢ tego parametru (0,54-0,59 g/g)
odnotowano w hodowli z gliceryna kosmetyczna w pH 4,0 i 4,5 oraz
odpadowa w pH 4,5 i byta ona nieznacznie nizsza, anizeli uzyskana
w hodowlach z gliceryna [Chiruvolu i in., 1999] dla drozdzy P. pastoris
(0,8 g/g). W badaniach [Juszczyk i in., 2005] wydajnos¢ procesu pro-
dukcji biomasy drozdzy z wykorzystaniem glicerolu odpadowego byta
wyzsza 1 osiagneta wartosci 0,67—1,05 g/g w zalezno$ci od uzytego
szczepu drozdzy. W dyskutowanej pracy najnizsze wartosci wydajnosci
(0,09-0,32 g/g) otrzymano w hodowlach z frakcja glicerynowa: me-
tylowa 1 etylowa. Tak niska wydajnos$¢ procesu produkcji mozna thu-
maczy¢ brakiem zdolnos$ci drozdzy P. pastoris do utylizacji kwasow
thuszczowych. Gatunki posiadajace t¢ umiejgtno$¢ prowadza procesy
produkcji biomasy z wysoka wydajnoscia. W hodowlach przeprowa-
dzonych przy wykorzystaniu szczepu Y. lipolytica A-101 w podtozu
z frakcja glicerynowa uzyskano wydajno$¢ biomasy 0,67 g/g [Juszczyk
i Rymowicz, 2009]. Wysoka wydajno§¢ biomasy, wynoszaca 1,56 g/g,
uzyskano w hodowli szczepu Y. lipolytica ACA-DC 50109 na wolnych
kwasach thuszczowych [Papanikolaou i in., 2007]. W badaniach przy
wykorzystaniu substratow ttuszczowych szczepy drozdzy Y. lipolyti-
ca produkowaly biomasg z wysoka wydajnoscia, rowna 0,73—-1,14 g/g
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[Rymowicz i in., 1997b] 1 byly to wartosci prawie 2-krotnie wyzsze, ani-
zeli uzyskiwane na sacharydach. Produktywno$¢ biomasy ksztattowata
si¢ na poziomie od 0,31 do 1,94 g/Lh i zalezala od stosowanego zrodta
wegla i pH podtoza hodowlanego (Tab. 1). Najwigksza produktywnosé
biomasy uzyskano w hodowli z udzialem glicerolu i metanolu (1,94
11,90 g/Lh, odpowiednio w pH 4,0 1 3,5). Szybkos¢ produkcji biomasy
P. pastoris ponizej 1 g/Lh obserwowano w podtozu zawierajacym frak-
cje glicerynowa etylowa (bez wzgledu na pH podtoza).

Wyniki wlasne sa zdecydowanie nizsze anizeli dla drozdzy Pichia
pastoris z metanolem (11,6 g/Lh) czy serwatka (22,4 g/Lh) [Boze i in.,
1992]. W badaniach [Juszczyk i in., 2005] najwyzsza produktywnos¢
biomasy, rowna 2,58 g/Lh, w podlozach zawierajacych glicerol odpa-
dowy wykazywat szczep Y. lipolytica ATCC 8661 UV’1. W podlozach
z frakcjq glicerynowa produktywnos$¢ biomasy drozdzy Y. lipolytica
zawierala si¢ w granicach 1,2-2,7 g/Lh [Juszczyk i Rymowicz, 2009].
Produktywnos¢ biomasy drozdzy C. curvatus ATCC 20509 w podto-
zu z glicerolem osiagng¢ta natomiast warto$¢ 2,36 g/Lh [Meesters i in.,
1996].

Waznym parametrem okreslajacym przydatno$¢ drozdzy jako do-
datku do pasz jest zawarto$¢ biatka komdrkowego oraz jego wartosé
odzywcza. Zgodnie z normg PN-81/A-79006 zawarto$¢ bialka jaka
musza charakteryzowac¢ si¢ drozdze paszowe wynosi od 40 do 52%.
W zaleznosci od stosowanego zrodta wegla oraz pH $rodowiska ilosé
biatka wahata si¢ od 25,6+1,1 do 39,3£1,0%. Najwyzsza ilo$¢ biatka
oznaczono w biomasie drozdzy uzyskanej na glicerynie odpadowe;j
w pH 4,5, natomiast najnizsza zawarto$cia biatka charakteryzowata sig
biomasa wyprodukowana w pH 3,5 na frakcji glicerynowej metylowej.
Zawarto$¢ biatka na poziomie 46% uzyskano prowadzac hodowle droz-
dzy z rodzaj Hansenula w podtozu zawierajacym metanol jako zrodto
wegla i energii [Levine i Cooney, 1973]. Stosujac w hodowlach metanol,
jako zrodlo wegla otrzymano w biomasie drozdzy P. pastoris bialko na
poziomie 24% [Mohamed i in., 2007], a w wyniku mutagenizacji tego
szczepu zawarto$¢ biatka w komorkach drozdzy wzrosta do 42%. Pro-
wadzac hodowle drozdzy C. tropicalis ATCC 60557 i C. robusta ATCC
60559 uzyskano stezenie biatka w biomasie na poziomie, odpowiednio
33,4 oraz 32,1% [Juszczyk i in., 2005)]. Zblizona zawarto$¢ biatka ko-
morkowego (35,2-36,5%) oznaczono w biomasie drozdzy Y. lipolytica
uzyskanej na frakcji glicerynowej [Juszczyk i Rymowicz, 2009]. Niski
poziom biatka w biomasie komorkowej drozdzy moze by¢ spowodowa-
ny niedostateczng ilo$cia nieorganicznego i organicznego zrodta azotu
[Rymowicz i in., 1997a] lub tez drozdze moga gromadzi¢ w swoich ko-
morkach tluszcze zapasowe [Papanikolaou i in., 2001].

Whioski

Nalezy stwierdzi¢, ze szczep drozdzy Pichia pastoris ATCC 28485
jest zdolny do utylizacji metanolu wystgpujacego w podtozu hodowla-
nym do 4%.

Wykazano réwniez, ze drozdze te utylizuja efektywnie glicerol od-
padowy, natomiast nie sa zdolne do wzrostu w podiozu zawierajacym
kwasy tluszczowe i degumming.
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