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Intensyfikacja biosyntezy lowastatyny
przy uzyciu laktozy i glicerolu jako zrédet wegla w procesach okresowych
oraz discontinuous fed-batch i continuous fed-batch

Wstep

Lowastatyna to powszechnie znana i wykorzystywana substancja
lecznicza obnizajaca poziom endogennego cholesterolu w organizmie
czlowieka. Zwiazek ten wydzielany jest do podt6z hodowlanych przez
grzyby strzgpkowe, glownie Aspergillus terreus, w postaci rozpuszczal-
nego w wodzie B-hydroksykwasu.

Z wielu badan przeprowadzanych nad biosynteza lowastatyny przez
Aspergillus terreus wynika, iz jednym z istotnych czynnikow wptywaja-
cych na przebieg procesu jest wybor odpowiedniego zrodta wegla a naj-
lepiej ich mieszaniny. Przy czym by uzyska¢ wigksza wydajnos¢ bio-
syntezy tego metabolitu nalezy uzy¢ wolnoprzyswajalnych substratow,
a do takich naleza laktoza i glicerol [Casas Lopez i in., 2003, Bizukojé
i Pecyna, 2011]. W procesach bioreaktorowych, gdzie panuja odmienne
warunki niz w kolbach wstrzasanych, nalezy dodatkowo zwréci¢ szcze-
g0lng uwagg na takie parametry jak pH oraz stopien nasycenia podtoza
tlenem [Lai i in., 2005; Bizukojé i Ledakowicz, 2008; Pawlak i Bizukojé,
2012]. Poza tym kluczowe znaczenie ma takze typ zastosowanej ho-
dowli, bowiem w procesach poétciaglych uzyskuje si¢ znacznie wyzsze
ilo$ci pozadanego metabolitu w poréwnaniu z procesami okresowymi
[Rodriguez Parceli in., 2007, 2008; Pecyna i Bizukojé, 2011].

Celem tej pracy jest opracowanie optymalnej strategii hodowli 4. ter-
reus ATCC 20542 przy jednoczesnym zastosowaniu laktozy i glicerolu,
jako zrodet wegla dla maksymalizacji biosyntezy lowastatyny w pro-
cesach okresowych (batch) 1 potciagtych typu discontinuous fed-batch
oraz continuous fed-batch. Hodowle prowadzone byly zaréwno w kol-
bach wstrzasanych, jak i w bioreaktorze.

Materialy i metody

Szczep i skfad podtéz hodowlanych

Biosynteze lowastatyny prowadzono przy uzyciu podstawowego
szczepu grzyba strzgpkowego Aspergillus terreus ATCC 20542. Eks-
perymenty prowadzone byly w kolbach o objgtosci roboczej 150 ml
i w bioreaktorze o objgtosci roboczej 5,3 litra, w temperaturze 30°C.
Predkos¢ obrotowa wytrzasarki byta stata i wynosita 110 obrmin™.
W procesach bioreaktorowych z zastosowaniem kontroli poziomu
pH 1 p0O,, stezenie tlenu rozpuszczonego w podtozu kontrolowano za
pomoca zmian szybkosci napowietrzania oraz zmian szybkosci obro-
towej mieszadla. Poczatkowa szybko$¢ napowietrzania wynosita 1,5
lpowmin'l natomiast predko§é obrotowa mieszadta 200 obrmin™ . Staly
poziom pH utrzymywano za pomoca roztworu wodorowgglanéw sodu
i potasu. W zaleznoéci od procesu pH wynosito pomigdzy 6,9 a 7,9. Po-
czatkowe pH za$ ustalano na poziomie 6,5. W hodowlach wstrzasanych
i bioreaktorowych jako poczatkowe zrodto wegla stosowano laktoze
lub mieszaning laktozy i glicerolu. Substratem zasilajacym w hodow-
lach wstrzasanych byly roztwory laktozy i glicerolu, ktorych stgzenie
wynosito odpowiednio ¢;zco= 100 gl i Corco= 100 g~l'1. Zasilanie
prowadzono co 24 h (zaczynajac od 48 godziny procesu) dodajac 10 ml
odpowiedniego roztworu. W procesach continuous fed-batch w biore-
aktorze prowadzono zasilanie glicerolem o st¢zeniu 500 g‘l']. Podtoze
zaszczepiano 24-godzinnym inokulum uzyskanym w wyniku zmycia
spor wyrostych na 10-dniowym skosie zawierajacych ekstrakt stodowy
i pepton kazeinowy. Szczegotowy sktad podtoza zostat przedstawiony

we wezesniejszej pracy [Pawlak i Bizukojé, 2012]. We wszystkich pro-
cesach jako jedyne zrodlo azotu uzyto ekstraktu drozdzowego.
Lowastatyna byta wyznaczana za pomoca UPLC (Waters, USA) przy
uzyciu kolumny typu RP18 1,7 um (2x150 mm). Temperatura kolumny
wynosita 40°C, za$ przeptyw fazy ruchomej 0,200 ml'min” (gradient
woda-acetonitryl). Oba podtoza zawieraty 1% dodatek kwasu mrow-
kowego jako zrodia protonow dla detektora masowego. Detekcja fo-
tometryczna prowadzona byta przy dlugosci fali A = 238 nm dla lo-
wastatyny oraz 280 nm dla produktéw ubocznych. Laktoza i glicerol
byly oznaczane za pomoca kolumny amidowej 1,7 um (2,1x100 mm).
W tym przypadku temperatura kolumny wynosita 35°C za$ przeptyw
fazy ruchomej 0,290 ml-min’' (75% acetonintryl w wodzie z dodatkiem
2% trietyloaminy). Nieznane metabolity analizowano takze za pomo-
ca spektrometru masowego (kwadrupol-czas przelotu) sprzgzonego
z UPLC. Parametry MS to: jonizacja dodatnia ESI+, napigcie na kapila-
rze 3 kV, napigcie na stozku dozujacym 40 kV, napigcie na stozku eks-
trakcyjnym 4 kV, temperatura zrodta jondw 120°C, natezenie przepty-
wu gazu desolwatacyjnego 500 I'h™', temperatura desolwatacji 200°C.

Wyniki i dyskusja

Biosynteza lowastatyny w procesach okresowych
oraz discontinuous fed-batch w hodowli wstrzasanej

Jak wspomniano juz we wstgpie, istotny wptyw na wydajnos¢ bio-
syntezy lowastatyny odgrywa uzycie wlasciwego wolnoprzyswajalnego
zrodta wegla. Do takich substratow zalicza si¢ laktoze oraz glicerol.
Dodatkowo wczesniej udowodniono, ze jednoczesne zastosowanie tych
dwoch substratow weglowych sprzyja intensyfikacji wydzielania poza-
danego metabolitu. Przeprowadzajac procesy okresowe, nalezy jednak
zwrocié szczegdlng uwage na poczatkowe stezenie zrodta wegla. Zbyt
niskie prowadzi bowiem do szybkiego wyczerpania substratu i tym sa-
mym do zahamowania wydzielania lowastatyny, natomiast zbyt wyso-
kie stgzenie, po pierwsze nie przektada sig na uzyskanie lepszych rezul-
tatow, po drugie za$ substrat nie zostaje catkowicie zuzyty [Bizukojé¢ M.
i Pecyna M., 2011].

W procesach polciaglych znaczacym czynnikiem wplywajacym na
przebieg calej biosyntezy jest rodzaj zrodta wegla uzyty na poczatku
hodowli. Pomimo tego, ze glicerol i laktoza zawieraja taka sama ilo$¢
wegla, to drugi z wymienionych substratow jest bardziej preferowany
w pierwszej fazie hodowli (trofofaza) [Pecyna i Bizukojé, 2011].

Porownujac biosyntezg lowastatyny w procesie okresowym oraz di-
scontinuous fed-batch (Rys 1.), wida¢ znaczne polepszenie wydajnosci
przy zastosowaniu zasilania substratem weglowym w trakcie trwania
biosyntezy. W procesie oznaczonym jako K batch uzyto mieszaning
laktozy i glicerolu (cpaco = 10 g-l‘l, Corco = 15 g-l‘l). W przypadku
dwoch substratow, z ktorych jeden ma bardziej ztozona budowe cza-
steczki (laktoza) od drugiego (glicerol), jako pierwszy utylizowany jest
ten mniej skomplikowany. Doskonale to wida¢ na krzywych zmian stg-
zen zrodet wegla, bowiem rozpoczgcie zuzycia laktozy miato miejsce
dopiero w 96. godzinie procesu, kiedy to glicerol zostal juz niemal cal-
kowicie wyczerpany.

Takiego zjawiska nie zaobserwowano w procesie K fed-batch, w kt6-
rym obydwa zwiazki byly wykorzystywane jednocze$nie, przy czym
substrat zasilajacy (laktoza po 48. godzinie i glicerol po 96. godzinie
procesu) byt zuzywany znacznie szybciej. W procesie tym jako poczat-
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Rys 1. Porownanie biosyntezy lowastatyny w procesie batch i discontinuous
fed-batch w hodowli wstrzasanej [Pecyna, Bizukojé, Ledakowicz, 2012]

kowe zrodlo wegla zastosowano laktoze (cpaco= 10 g‘l"), nastepnie
w odpowiednich odstgpach czasu zasilano zarowno laktoza (w 48. i 144.
godzinie) jak i glicerolem (w 96. i 192. godzinie), przy czym roztwory
te o stezeniu 100 g-l'1 dodawano po 10 ml co 24 godziny.

Znacznie lepsze wyniki uzyskane w procesie potciagtym (discontinu-
ous fed-batch) sa rezultatem dwoch zjawisk, majacych w nim miejsce.
Po pierwsze w trakcie trofofazy wykorzystywanym substratem weglo-
wym byta laktoza, ktora jest preferowanym zrodtem wegla dla 4. fer-
reus szczegolnie na tym etapie biosyntezy lowastatyny. W wyniku tego
w 96. godzinie trwania procesu, wykryto w podlozu juz znaczne ilosci
tego metabolitu, niemal 100 mg LOV-T', co byto o prawie 40% wigcej
w poréwnaniu z procesem okresowym. Po drugie stosowanie naprze-
miennego zasilania laktoza i glicerolem znacznie wydtuzyto aktywnos¢
mikroorganizmu, bowiem szybko$¢ zuzycia laktozy pomigdzy 48. a 96.
godzing, a szybkos$¢ zuzycia glicerolu we wezesnej idiofazie, pomigdzy
96. a 144. godzina, byta podobna i wynosita okoto 0,12 g~l'1'h'1.

Jednakze prowadzac hodowle wstrzasane, w ktorych stosowano zasi-
lanie glicerolem, zaobserwowano, iz w podtozu hodowlanym pojawiaty
si¢ dodatkowe produkty uboczne: (+)-erdyna oraz jej ester metylowy
zwany (+)-geodyna (Rys. 2). Prowadzenie hodowli w bioreaktorze,
gdzie mozliwa jest kontrola pH pozwolilo na wyeliminowanie tych
zwiazkow.
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Rys 2. (a) Chromatogram produktéw ubocznych: (+)-erdyny i (+)-geodyny
oraz lowastatyny otrzymany dla A=238 nm (b) Widma masowe (+)-erdyny, (+)-geodyny
oraz lowastatyny wraz z masami czasteczkowymi

Dla prawidlowego przebiegu biosyntezy lowastatyny w procesach
bioreaktorowych niezbgdna staje si¢ kontrola takich czynnikéw jak pH
oraz stopien nasycenia podtoza tlenem. Tylko w taki sposob wydajnosci
lowastatyny uzyskiwane w bioreaktorze staja si¢ porownywalne do tych
z hodowli wstrzasanych. Stosowanie stalego vwm podczas hodowli bio-
reaktorowych powoduje bardzo szybki spadek poziomu tlenu rozpusz-
czonego w podtozu, co przektada si¢ na niskie zuzycie substratow, po-
wolny przyrost biomasy i w konsekwencji na niska wydajno$¢ lowasta-
tyny. Wyglada zatem na to, ze warunki jakie wytwarzaja si¢ w kolbach
sa jak najbardziej korzystne dla wzrostu 4. terreus, jak i dla wydzielania
pozadanego metabolitu.

Kontrola pH przy biosyntezie lowastatyny ma podwdjne znaczenie.
Po pierwsze pozwala na wyeliminowanie z podtoza produktow ubocz-
nych biosyntezy lowastatyny, jakimi jest (+)-geodyna oraz (+)-erdyna.
Powstawanie tej pierwszej szerzej omoéwiono w poprzednich pracach
[Bizukojé i Pecyna, 2011; Pecyna i Bizukojé, 2011]. Z drugiej strony,
w wyniku kontroli pH za pomoca mieszaniny wodorowgglanéw sodu
i potasu, do uktadu trafiaja niezbgdne dla biosyntezy lowastatyny jony
wodoroweglanowe, wspomagajace wytwarzanie malonylo-CoA biora-
cego udzial w reakcji wydtuzania tancuchow poliketydowych [Bizukojé
i Ledakowicz, 2008].

Warto tu wspomnie¢, ze wezesniejsze badania nad wptywem pH na
biosyntez¢ lowastatyny nie byly tak obiecujace [Lai in., 2005]. W eks-
perymentach Lai i inni stosowali kontrolg pH na trzech réznych pozio-
mach tj. 5,5; 6,5 1 7,5 uzywajac 1 N roztworow HCI i NaOH. Wyniki
za kazdym razem okazywaly si¢ gorsze w porownaniu z procesem bez
kontroli pH. Autorzy ci, dlatego zasugerowali, iz zmieniajac naturalne
pH hodowli moze dochodzi¢ do aktywacji enzymow bioracych udziat
w rozktadzie lowastatyny. To spostrzezenie nie wydaje sig¢ jednak praw-
dziwe.

Na rys. 3 przedstawiono poréwnanie trzech proceséw bioreaktoro-
wych: procesu okresowego, gdzie substratem wegglowym byta mie-
szanina laktozy i glicerolu, z dwoma procesami continuous fed-batch,
w ktorych najpierw zastosowano laktoze, natomiast po jej wyczerpaniu
rozpoczeto zasilanie glicerolem o stgzeniu 500 g-l'l ze stalg (1 ml-h'l)
i ze zmienng szybko$cia zasilania.

W kazdym przypadku kontrolowano pH, w procesie okresowym byto
to na poziomie 7,1, w procesie fed-batch ze stata szybkos$cia zasilania)
— 17,5, natomiast w procesie fed-batch ze zmienna szybkoscia zasilania)
—7,8. Réznica ta wynika z faktu, iz poziom ten ustalano indywidualnie
dla kazdego procesu, zgodnie z maksimum, jakie obserwowano mniej
wigcej w okoto 20 godziny hodowli. Kontrolg pH w hodowlach bio-
reaktorowych rozpoczynano zazwyczaj w 24 godzinie trwania procesu,
ze wzgledu na to, Ze po tym czasie nastgpowat z reguty znaczny spadek
wartos$ci tego parametru, utrzymujacy si¢ juz do konca hodowli [Paw-
lak i Bizukoj¢, 2012]. Kontrolg stgzenia tlenu w podtozu na poziomie
20% stosowano juz od poczatku procesu. Spadek to poziomu 20% trwat
z reguty krocej niz 12 godzin.

W hodowli okresowej w bioreaktorze nie zaobserwowano zmian,
w stosunku do hodowli wstrzasanej, jesli chodzi o pierwszenstwo zu-
zycia substratow. Zatem najpierw byl asymilowany glicerol pdzniej
laktoza. Jednakze w procesie tym uzyskano znacznie (o 30%) mniej lo-
wastatyny (w 192. godzinie procesu) w porownaniu z hodowla wstrza-
sang. Ten rezultat jest o tyle zaskakujacy, ze szybkos¢ objgtosciowa
zuzywania glicerolu, jak i laktozy w tych dwoch procesach byta niemal
identyczna. Zatem mimo kontroli dwoch parametrow (pH i pO,) w bio-
reaktorze okazalo si¢ trudno osiagnac tak sprzyjajace warunki, jakie
panuja w kolbach.

W procesach continuous fed-batch zasilanie glicerolem rozpoczgto
w okolicach 52 godziny procesu. W tym czasie w podtozu laktoza byta
juz na poziomie okoto 5 g‘l"l. Jak si¢ okazuje jest to odpowiedni mo-
ment, by dostarczy¢ substrat weglowy mikroorganizmowi tak, aby nie
dopusci¢ do niskiego poziomu st¢zenia substratu weglowego w pod-
tozu, w wyniku czego moze nastgpowaé zahamowanie wydzielania
lowastatyny. Kluczowym zagadnieniem w tego typu procesach pozo-
staje rowniez okreslenie optymalnego profilu zasilania. W procesie B
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Rys 3. Porownanie biosyntezy lowastatyny w procesie okresowym i continuous
fed-batch (stata oraz zmienna szybkos¢ zasilania glicerolem) w hodowli
bioreaktorowej

fed-batch (zmienny profil zasilania) zastosowano szybkos$ci zasilania
zestawione w tab. 1.

Tab. 1 Profil zasilania glicerolem w procesie B fed-batch
(zmienna szybko$¢ zasilania)

. Szybko$¢ zasilania,
Przedziat czasu [h] linio}\;/a zmiana [ml-h™]
52-72 1,8-1,2
72 -96 1,2-1
96— 120 1-1
120 — 144 1-0,8
144 - 168 0,8-0,8
168 — 192 0,8-0,5
192 -216 0,5-04

Ten profil zostat wyznaczony eksperymentalnie korzystajac z procesu
ze stala szybkoscia zasilania. Okazuje sig, ze szybko$¢ objgtosciowa
zuzycia substratu weglowego (glicerolu) na poczatku dostarczania do
uktadu jest znacznie wyzsza niz na dalszym etapie. Widac¢ to doskonale
po bardzo niskim poziomie st¢zenia glicerolu w procesie B fed-batch
(stata szybkos¢ zasilania) pomigdzy 72 a 120 godzina procesu. Zawa-
zyto to na catym eksperymencie, powodujac zahamowanie biosyntezy
lowastatyny. Z drugiej strony podobny efekt uzyskuje si¢, gdy mamy do
czynienia ze zbyt duza iloscia zrédia wegla w podtozu w wyniku zbyt
wysokiej szybkosci zasilania. Stosujac za§ zmienng szybko$¢ zasilania

utrzymywano stezenie glicerolu na poziomie okoto 5 g1, co jak sig
okazato bylo wlasciwym stezeniem dla utrzymania biosyntezy lowa-
statyny. Efekt jaki wywotuje zasilanie hodowli dobrze jest widoczny na
krzywych vwm (Rys. 3), gdzie wyraznie wida¢ wzrost zapotrzebowania
na tlen w hodowli ze zmienna szybkoscia zasilania, a wigc i aktywno$¢
grzybni utrzymywata si¢ w takiej hodowli znacznie dtuzej niz w dwoch
pozostatych procesach. Ostatecznie w procesie ze zmienng szybkoscia
zasilania uzyskano okoto 100 mg LOV1". Niemniej zastosowanie je-
dynie samego glicerolu jako substratu zasilajacego moze nie dawac tak
dobrych rezultatow, jak zastosowanie zarowno glicerolu i laktozy, co
pokazano narys. 1 i wezesniej dowiedziono [Pecyna i Bizukojé, 2011].

Podsumowujac, aby doprowadzi¢ do intensyfikacji produkcji lowa-
statyny w bioreaktorze przy zastosowaniu mieszaniny laktozy i glicero-
lu nalezy prowadzi¢ hodowlg continuous fed-batch zamiast okresowe;.
Dodatkowo wydaje sig, ze zasilanie powinno by¢ prowadzone za pomo-
ca zarowno glicerolu i laktozy. Takie przestanki wynikaja ze wczesniej-
szych procesow w kolbach wstrzasanych. Zasilanie dwoma substratami
jednoczesnie prowadzi do wzmozonego pobierania obu tych substratow
przez dluzszy czas, a w efekcie do polepszenia biosyntezy.

Whioski

Zarowno w hodowlach wstrzasanych jak i bioreaktorowych znacznie
lepsze rezultaty w biosyntezie lowastatyny uzyskuje si¢ przy zastoso-
waniu procesu fed-batch zamiast okresowego.

W hodowlach bioreaktorowych nalezy stosowa¢ podczas przeprowa-
dzania biosyntezy kontrolg pH oraz pO,, prowadzi to do uzyskania lep-
szej wydajnosci biosyntezy lowastatyny oraz zmniejszenia wydzielania
produktéw ubocznych.

Przy stosowaniu procesu continuous fed-batch dla biosyntezy lowa-
statyny najwazniejsze sa czas rozpoczgcia zasilania oraz opracowanie
optymalnego profilu zasilania tak, by nie zaktdcat wydzielania tego me-
tabolitu.
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