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Biosynteza erytrytolu z glicerolu
przez Yarrowia lipolytica Wratislavia 1.31

Wstep

W procesie biosyntezy erytrytolu najczgsciej wykorzystuje sig takie
drozdze jak: Torula sp., Moniliella pollinis i Trichosporonoides mega-
chiliensis (dawniej Aureobasidium) [Aoki i in., 1993, Hiele i in., 1993,
Munro i in., 1998, Sawada i in., 2009]. W dotychczas prowadzonych
badaniach stosowano zar6wno szczepy pochodzace z réznych kolekeji,
jak i szczepy dzikie. Zrodta ich izolacji to najczesciej owoce, midd,
czy pylki kwiatow. Wigkszo$¢ z tych mikroorganizmoéw odznacza sig
wysoka osmotolerancyjnoscia ze wzgledu na naturalne srodowisko ich
wystgpowania. Podstawowymi substratami wykorzystywanymi w pro-
cesie biosyntezy erytrytolu przez drozdze sa glukoza, fruktoza, sacha-
roza lub hydrolizaty skrobiowe [Aoki i in., 1993, Yang i in., 1999; Yu
i in., 2006]. Wczesniejsze badania autorow tego opracowania wskazuja
na mozliwo$¢ wykorzystania do produkcji erytrytolu drozdzy Y. lipo-
Iytica oraz glicerolu jako zrodta wegla i energii [Rymowicz i in., 2009,
Tomaszewska i in., 2011]. Y. lipolytica, w porownaniu do innych droz-
dzy, wyroznia szereg niezwyktych wlasciwosci fizjologicznych i bio-
chemicznych, wérdd ktorych tolerancja na wysokie st¢zenie substratu
oraz NaCl, a takze sktadnikow mineralnych i pierwiastkéw sladowych
w Srodowisku moze okaza¢ sig¢ kluczowa dla procesu biosyntezy erytry-
tolu prowadzonego z ich udziatem.

Celem pracy bylo zbadanie wpltywu NaCl na biosyntezg erytrytolu
z glicerolu przez szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31.

Materialy i metody

Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep drozdzy Yarrowia lipolytica
Wratislavia 1.31 o szorstkim fenotypie kolonii. Szczep jest mutantem
octanowym (oct), pochodzi z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,
a przechowywano go na skosach YM, w temperaturze 4°C.

Podfoza

Substrat w niniejszej pracy stanowily dwa rodzaje glicerolu: tech-
niczny (czysty) pochodzacy z POCh (Polskie Odczynniki Chemiczne,
Gliwice) o czystosci 98% (v/w) i odpadowy, pochodzacy z produkcji
biopaliw z rafinerii Trzebinia (grupa LOTOS) o zawartosci 76% (v/w)
glicerolu oraz 4% (v/w) NaCl.

Podloze inokulacyjne mialo nastgpujacy sktad [g'dm'S]: glicerol —
50,0; ekstrakt drozdzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; bactopepton
—5,0; woda destylowana do 1 dm™.

Podloze do doboru stezenia NaCl o pH 3,0 zawierato [g'dm'3]: glice-
rol kosmetyczny — 100; (NH,),SO, - 2,5; MgSO, - 7H,0 — 1,0; KH,PO,
—0,2; ekstrakt drozdzowy — 1,0; CaCO; — 3; NaCl — od 0 do 80; woda
destylowana do 1 dm’. Podloze produkcyjne w hodowlach bioreaktoro-
wych miato sktad (g'dm's): zrodto wegla — 150,0; NH,C1 - 2,0; MgSO,
“TH,O - 1,0; KH,PO, - 0,2; ekstrakt drozdzowy — 1,0; woda wodocia-
gowa—do 1 dm’. Dla uzyskania st¢zenia glicerolu 150 g'dm'3 dodawa-
no 197 g'dm'3 glicerolu odpadowego. W celu uzyskania stezenia 2,5%
NaCl w hodowli z glicerolem kosmetycznym dodawano 25 g-dm™ soli,
natomiast w hodowli z glicerolem odpadowym 17,1 g'dm’3.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasarce rotacyjnej typu
Elpan przy 160 rppm w 300 cm’ kolbach stozkowych zawierajacych 100
em’ podloza inokulacyjnego przez 72 godziny w temperaturze 30°C.
Do zaszczepienia podtoza produkcyjnego w bioreaktorze uzywano 200
cm’ zawiesiny komorek namnozonych w hodowli inokulacyijne;.

Dobor stgzenia NaCl prowadzono w kolbach stozkowych, zawieraja-
cych 30 cm’ podloza, przez 7 dni w warunkach jw.

Proces biosyntezy erytrytolu byt prowadzony w 5S-litrowym biore-
aktorze typu BIOSTAT B+ (Sartorius, Niemcy), o objgtosci roboczej
2 dm’, przy szybkosci napowietrzania 0,6 vvm, predkosci obrotowej
mieszadta 800 obr min™', w temperaturze 30°C. W czasie procesu utrzy-
mywano automatycznie pH 3,0 za pomoca 20% NaOH.

Metody analityczne

Biomasg¢ oznaczano wagowo, po wysuszeniu do stalej masy w su-
szarce w temperaturze 105°C. Stezenie glicerolu, erytrytolu, mannitolu,
arabitolu, kwasu cytrynowego oraz kwasu o-ketoglutarowego oznacza-
no metoda HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohydrate H' (Dionex,
UltiMate 3000 Series) polaczonej 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 em’min”.

Objasnienie zastosowanych oznaczen
X — biomasa, GLY — glicerol, ERY — erytrytol, MAN — mannitol, AR
— arabitol, KC — kwas cytrynowy, KG — kwas a-ketoglutarowy, Qg —
szybkos¢ objgtosciowa produkcji erytrytolu, qpr — szybkos¢ wlasciwa
produkcji erytrytolu, Yz — wydajnos¢ produkcji erytrytolu (g wytwo-
rzonego ERY / g zuzytego substratu).

Omowienie i dyskusja wynikow

W 7-dobowych hodowlach wstrzasanych zbadano wplyw stgzenia
NaCl, w zakresie od 0 do 8%, na wzrost drozdzy, zuzycie glicerolu,
biosyntezg erytrytolu i produktéw ubocznych przez szczep Y. lipolytica
Wratislavia 1.31 (Rys. 1). Tylko w hodowlach kontrolnych, bez dodatku
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soli, stwierdzono catkowite wykorzystanie glicerolu, podczas gdy w ko-
lejnych procesach stezenie resztkowego glicerolu sukcesywnie rosto, az
do 50,5 g'dm’3 w procesach prowadzonych z 8% dodatkiem soli.

Stgzenie biomasy bylo najwyzsze, 11,5 g'dm'J, w hodowlach kontro-
Inych. Podobny plon biomasy obserwowano w hodowlach z 1 i 2% do-
datkiem NaCl, natomiast w kolejnych, stgzenie biomasy malalo i przy
8% wynosito juz tylko 5,03 g-dm™.

Najwyzsze st¢zenie erytrytolu (25,07 g'dm’3) oraz wydajno$¢ jego pro-
dukeji (0,27 g g'l) stwierdzono w hodowli przy dodatku 2,5% NacCl.

Mozliwo$¢ wykorzystania drozdzy Y. lipolytica do produkcji erytryto-
lu po raz pierwszy opisano w patencie japonskiej firmy Mitsubishi Che-
mical Corporation Chiyoda-ku [Ueda i Yamagishi 1997]. W hodowlach
wstrzasanych szczep Y. lipolytica ATCC 8661, w podtozu zawierajacym
20% glicerolu oraz 1% ekstraktu drozdzowego, produkowat 43,2 g-dm’
} erytrytolu z wydajnoscia 0,21 g-g"l, a wigc nizsza niz w niniejszej
pracy.

W prezentowanej pracy, w ptynie pohodowlanym wykazano takze
obecno$¢ innych alkoholi wielowodorotlenowych, takich jak manni-
tol i arabitol (Rys. 1). St¢zenie mannitolu (6,8 g'dm‘3) byto najwyzsze
w hodowli bez soli, natomiast juz 1% dodatek NaCl redukowat jego
ilo$¢ o 50%. Stezenie arabitolu nie przekraczato 1,5 g'dm'3 (dane nie
prezentowane). W hodowli bez soli stwierdzono rowniez znaczacy (16,3
g'drn'3), jak na ten typ procesu (niskie pH 3,0), udziat kwasu cytrynowe-
go w puli produkowanych metabolitéw, jednak w kolejnych hodowlach
jego ilos¢ nie przekraczata juz 4,2 g'dm’3.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaly, ze dla procesu biosynte-
zy erytrytolu prowadzonego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31
najkorzystniejsze jest stosowanie 2,5% dodatku NaCl do podtoza pro-
dukcyjnego.

Bioreaktorowe hodowle produkcyjne prowadzono do catkowitego
wyczerpania zrodta wegla. Jako substrat zastosowano glicerol technicz-
ny oraz glicerol odpadowy pochodzacy z produkcji biodiesla. W tab. 1
zestawiono wyniki hodowli kontrolnych, bez dodatku soli.

Tab. 1. Parametry kinetyczne wzrostu i biosyntezy erytrytolu z glicerolu w hodowlach

okresowych bez NaCl
Parametr Glicerol techniczny Glicerol odpadowy
Czas h 100 74,5
X gdm’ 15,1 12,5
ERY gdm’ 36,2 41,2
MAN gdm’ 23,1 8.8
AR gdm” 1 2,9
KC gdm” 13,7 4,1
KG gdm” 0 24
Yix gg' 0,24 0,28
Qe gdm’h’! 0,36 0,55
Qer gg'h’ 0,024 0,046

Stgzenie biomasy w fazie stacjonarnej wzrostu w hodowli z czystym
substratem wynosito 15,1 g:dm”, podczas gdy w procesie z glicero-
lem odpadowym utrzymywato si¢ na nizszym poziomie, wynoszacym
12,5 g’dm'3. W przypadku stosowania surowcow odpadowych nalezy
liczy¢ si¢ z obecno$cia w nich réznych zanieczyszczen, ktéore moga
ogranicza¢ wzrost drozdzy. Niektore badania wykazaly minimalne r6z-
nice pomigdzy stosowaniem czystego, a odpadowego glicerolu [Ifo i in.,
2005, Mu i in., 2006, ale istnieja tez doniesienia o szczepach Clostri-
dium butyricum niezdolnych do wzrostu w podtozach z glicerolem od-
padowym, uzyskanym z oleju rzepakowego [Petitdemange i in., 1995].
W niniejszej pracy, pomimo nizszego st¢zenia biomasy w hodowli
z glicerolem odpadowym, proces ten byt zdecydowanie krotszy 74,5 h,
a stezenie uzyskanego erytrytolu wyzsze 41,2 g'dm'3 niz w procesie z
czystym substratem (Tab. 1). Wydajno$¢ produkc;ji erytrytolu wynosita
0,28 g‘g’l, a objetosciowa 1 wlasciwa szybko$¢ syntezy tego zwiazku
odpowiednio 0,55 g'dm’zh'1 oraz 0,046 g'g']h'l. Warto réwniez zauwa-
zy¢, ze glicerol odpadowy generowat znacznie mniejsze ilosci produk-
tow ubocznych, takich jak mannitol oraz kwas cytrynowy.
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Rys. 2. Produkcja biomasy, alkoholi cukrowych, kwaséw organicznych oraz zuzycie
glicerolu przez Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w hodowli okresowej z 2,5% NaCl. Sub-
strat: glicerol czysty A, glicerol odpadowy B

Przebieg procesu biosyntezy erytrytolu w hodowlach z 2,5% dodat-
kiem NaCl zaprezentowano na rys. 2, natomiast w tab. 2 poréwnano
wydajnosé, szybkos¢ objetosciowa 1 wlasciwa procesu produkeji tego
zwiazku z glicerolu czystego i odpadowego. W hodowli z czystym sub-
stratem fazg stacjonarna drozdze osiagnety po okoto 24 godzinach, pod-
czas gdy dopiero po okoto 48 godzinach przy wykorzystaniu glicerolu
odpadowego. Stezenie erytrytolu wynosito 59,8 1 67,5 g'dm’3, odpo-
wiednio w hodowli z substratem czystym i odpadowym (Rys. 2).

Uzyskane wyniki trudno jest dyskutowa¢, poniewaz badania nad bio-
synteza erytrytolu przy uzyciu innych mikroorganizméw skupiaja si¢
glownie na wykorzystaniu glukozy jako zrodta wegla. I1os¢ produko-
wanego erytrytolu zalezy od uzytego mikroorganizmu, systemu hodow-
lanego oraz sktadu podtoza i waha si¢ w szerokich granicach od 18 do
243 g-dm'3 [Jeya i in., 2009, Kim i in., 1997, Koh i in., 2003, Lee i in.,
2001, Lin i in., 2001, 2010, Oh i in., 2001, Park i in., 1998, Ryu i in.,
2000, Yang i in., 1999]. Najwyzsze stezenie tego alkoholu wielowodo-
rotlenowego 243 g-dm” uzyskano z 400 g-dm” glukozy przy wykorzy-
staniu drozdzy Pseudozyma tsukubaensis [Jeya i in., 2009].
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Badany w niniejszej pracy szczep Wratislavia 1.31, w obecnosci
optymalnego stgzenia NaCl, generowal niewielkie ilosci produktow
ubocznych. Ilo$¢ produkowanego mannitolu oraz kwasu cytrynowego
w obu procesach bylo podobne, okoto 6 g'dm'3. Stezenie pozostatych
produktéw ubocznych, arabitolu i kwasu o-ketoglutarowego, nie prze-
kraczato 2,9 g:dm” (Rys. 2).

Podobnie jak w hodowlach bez soli, wyzsze warto$ci parametréw
produkc;ji erytrytolu uzyskano przy wykorzystaniu glicerolu odpadowe-
go (Tab. 2). Wydajnos¢ produkeji tego alkoholu wielowodorotlenowe-
go wynosita 0,46 g g’l, natomiast szybko$¢ objgtosciowa jego syntezy
0,68 g'dm's'h'l. Warto zauwazy¢, ze dodatek soli do podtoza produk-
cyjnego spowodowat wzrost warto$ci parametrow biosyntezy erytryto-
lu o okoto 30—40% w stosunku do hodowli bez NaCl. Wedtug [Kim i
in., 1999] maksymalna produkcja erytrytolu przez Torula sp. zachodzi
w obecnosci 0,3 M NaCl lub 0,4 M KCI w §rodowisku hodowlanym.
Najwyzsza jak dotad wydajnos$¢ produkcji erytrytolu, 0,63 g'g'l, uzy-
skano w hodowli z udzialem szczepu Moniliella sp. 440 N61188-12
[Liniin., 2010].

Tab. 2. Wydajno$¢ i dynamika produkcji erytrytolu z glicerolu w hodowlach okre-

sowych z dodatkiem NaCl
Parametr Glicerol techniczny Glicerol odpadowy
Yir gg! 0,41 0,46
Qe g-dm>h’! 0,65 0,68
Qer gg'h! 0,047 0,04

Podsumowanie i wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze glicerol —
zardwno czysty jak i odpadowy — jest bardzo dobrym substratem do
biosyntezy erytrytolu przez szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31.

Dodatek soli do podtoza produkcyjnego wptywa pozytywnie na para-
metry produkcji oraz selektywnos¢ procesu biosyntezy erytrytolu z gli-
cerolu. Badania wykazaly, ze optymalne dla tego szczepu stgzenie NaCl
w podtozu produkcyjnym wynosi 2,5%.

Przy wykorzystaniu glicerolu odpadowego, pochodzacego z produk-
cji biodiesla, drozdze produkowaty 67,5 g'dm’3 erytrytolu z wydajno-
Scig 0,46 g'g'1 i produktywnoscia 0,68 g'dm'3~h'l.

Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy wskazuja na mozliwos¢ za-
stosowania badanego szczepu do dalszego doskonalenia procesu pro-
dukgcji erytrytolu z taniego i atrakcyjnego surowca, jakim jest glicerol
odpadowy.
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