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Biosynteza erytrytolu z glicerolu przez drozdze Yarrowia lipolytica
w obecnosci réznych soli

Wstep

Wspétczesnie obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania pro-
duktami ekologicznymi oraz o obnizonej kaloryczno$ci. Zaintereso-
wanie to objelo réwniez mozliwo$¢ zastosowania w produktach
spozywczych erytrytolu, wpisujacego si¢ w najnowsze trendy zywie-
niowe jako naturalny i bezpiecznego substytut cukru (0,2 kcal/g)
[Gossens i Roper 1994, Moon i in., 2010].

Niska wydajno$¢ metod chemicznych spowodowata, iz zwiazek
ten produkowany jest na skal¢ komercyjna jedynie w procesach
biotechnologicznych, przy udziale mikroorganizméw, z ktérych
wigkszo$¢ odznacza si¢ wysoka osmotolerancyjnoscia. W przemy-
stowej produkcji erytrytolu gtéwnymi substratami sa glukoza, sacha-
roza oraz hydrolizaty skrobiowe [Moon i in., 2010].

Ze wzgledu na stosunkowo wysoki koszt biosyntezy erytrytolu,
warunkujacy koncowa ceng produktu (3+6 USD), wiele uwagi po-
$wigcono mozliwosci obnizenia kosztéw procesu poprzez selekcjg
szczepéw, optymalizacje warunkéw hodowlanych oraz mozliwos¢
zastosowania tanszych substratow [Tomaszewska, 2014].

Prowadzone w ostatnich latach badania wskazaty na wysoki poten-
cjal procesu biosyntezy erytrytolu z glicerolu przy udziale drozdzy
Yarrowia lipolytica. W aspekcie przemystowego wykorzystania
szczegblnie korzystna jest tolerancja tych mikroorganizméw na
wysokie stezenie NaCl, wahania zawartosci sktadnikéw mineralnych
oraz pierwiastkéw §ladowych w podtozu, a takze mozliwo$¢ prowa-
dzenia proceséw hodowlanych w warunkach obnizonej sterylnosci
[Tomaszewska i in., 2012; Rywinska i in., 2013].

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie wptywu podwyzszone-
go ci$nienia osmotycznego, poprzez dodatek réznych soli, na biosyn-
tezg erytrytolu z glicerolu przez drozdze Yarrowia lipolytica oraz na
aktywno$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za produkcjg tego zwiazku.

Materiaty i metody
Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep drozdzy Yarrowia lipolytica A-
6, pochodzacy z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobio-
logii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu, prze-
chowywany na skosie YM (Yeast-Malt Extract Agar), w temp. 4°C.

Substrat

W przeprowadzonych badaniach zrédlo wegla i energii stanowit
glicerol o czystosci 98% (POCH, Gliwice).

Podftoza

Podtoze inokulacyjne zawierato [g/L]: glicerol — 50,0; bactopeton
— 5,0; ekstrakt drozdzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; woda desty-
lowana — do 1L, pH 6.5.

Podtoze produkcyjne miato skiad [g/L]: glicerol — 150,0; namok
kukurydziany — 40,0; ekstrakt drozdzowy — 1,0; MgSO4 x 7TH,0 -
1,0; KH,PO, — 0,2; CaCl,/KCI/NaCl — w stgzeniach wskazanych
w tab. 1; woda wodociagowa — do 1L, pH 3.0.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne szczepiono materiatem komérkowym po-
chodzacym ze skoséw YM z glukoza. Hodowle prowadzono na
wstrzasarce rotacyjnej typu CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Niemcy), w 300-mL kolbach stozkowych zawierajacych 100
mL podloza inokulacyjnego, przy 140 rpm, przez 72 godziny
w temp. 29,5°C.

Hodowle produkcyjne szczepiono 200 mL zawiesiny komorek,
namnozonych w hodowlach inokulacyjnych. Hodowle prowadzono
w 5-L bioreaktorze (Biostat B Plus, Niemcy), przy objgtosci roboczej
2 L, szybkosci napowietrzania 0,6 vvm, predkosci obrotowej miesza-
dta 800 rpm i temp. 30°C. W czasie trwania procesu pH 3.0 utrzy-
mywano automatycznie za pomoca dodatku 20% NaOH. Préby do
oznaczen (10 mL) pobierano 2 — 3 razy dziennie. W hodowlach
dwuetapowych druga porcj¢ soli dodawano po 24 godzinach trwania
procesu. Hodowle prowadzono do momentu catkowitego wyczerpa-
nia zrédta wegla w podiozu.

Metody analityczne

Biomasa byta oznaczana metoda wagowa po odwirowaniu préby
(Centrifuge MPW-56, Polska), separacji na filtrze membranowym
8045 pm (Milipore, USA) i wysuszeniu do stalej masy
w wagosuszarce (RAD WAG MAC 110/NH, Polska) w temp. 105°C.

Stezenie glicerolu, erytrytolu i mannitolu oznaczano metoda
HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohydrate H® (Dionex, UltiMa-
te 3000 Series, Japonia) potaczonej z detektorem IR, w temp. 65°C,
przy szybkosci przeptywu fazy ciektej (25 mM kwasu trifluoroocto-
wego) przez kolumng réwnej 0,6 mL/min.

Cisnienie osmotyczne zmierzono za pomoca osmometru Marcel
OS 3000 (Marcel, Polska).

Préby do oznaczen aktywnosci enzymatycznych pobierano po 24
godzinach trwania hodowli produkcyjnych. Przygotowanie ekstrak-
téw komoérkowych oraz oznaczenia aktywnosci transketolazy i reduk-
tazy erytrozy wykonano zgodnie z metodyka opisana wcze$niej
w pracy [Tomaszewska i in., 2014].

Wyniki i dyskusja

Pierwszy etap badan mial na celu poréwnanie wptywu ci$nienia
osmotycznego uzyskanego poprzez dodatek réznych soli na produkcjg
erytrytolu oraz parametry jego biosyntezy. Na podstawie wyznaczonych
krzywych (Rys. 1) wybrano odpowiednie st¢zenia badanych soli.

Dos$wiadczenie przeprowadzono w dwéch wariantach: jako jedno-
etapowy proces biosyntezy, z zastosowaniem jednakowego poczat-
kowego ci$nienia osmotycznego dla réznych soli (Tab. 1A) oraz jako
proces dwuetapowy, w ktérym stosowano takie same stgzenia po-
czatkowe réznych soli, zwigkszajac ci$nienie osmotyczne po 24
godzinach poprzez dodatek kolejnej porcji danej soli (Tab. 1B).
Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. 2. W hodowlach jednoetapo-
wych (Tab. 1A), dodatek soli skutkowat zwigkszeniem poczatkowego
ci$nienia osmotycznego o 1 Osm/kg.
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Rys. 1. Zalezno$é¢ ci$nienia osmotycznego od stgzenia wodnych
roztworéw réznych soli.
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Tab. 1. Wptyw jednoetapowego (A) oraz dwuetapowego (B) dodatku réznych
soli na zmiany ci$nienia osmotycznego podczas biosyntezy erytrytolu
z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica A-6

Tab. 2. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez drozdze
Y. lipolytica A-6 w warunkach ci$nienia osmotycznego podwyzszonego
za pomoca dodatku réznych soli jednoetapowo (A) oraz dwuetapowo (B)

Dla wszystkich badanych wariantéw, niezaleznie od obecnosci
itypu stosowanej soli, w trakcie trwania hodowli ci$nienie osmo-
tyczne ptynu hodowlanego spadato i na koniec hodowli bylo nizsze
od poczatkowego o ok. 1 Osm/kg. W hodowlach dwuetapowych (Tab.
2A) najwyzsze poczatkowe i koncowe ci$nienie osmotyczne uzyskano
w hodowli, w ktérej zastosowano dodatek NaCl.

Tolerancja na wysokie zasolenie $rodowiska jest cecha wyrdznia-
jaca drozdze Y. lipolytica, ktére zdolne sa do wzrostu w obecnosci
nawet 12% NaCl [Andreishcheva i in., 1999]. Poddanie komorki
stresowi osmotycznemu, najczg$ciej wywotanemu zmiang zasolenia
$rodowiska hodowlanego, prowadzi do wielu zmian na poziomie
morfologicznym, fizjologicznym i molekularnym [Blomberg i Adler
1992]. Najczg$ciej obserwowana odpowiedzia na ten rodzaj stresu
jest ograniczenie wzrostu [Kim i in. 1997; 1999; Betts i in. 1999; Cho
i in. 1999], natomiast u mikroorganizméw osmotolerancyjnych na-
stgpuje uruchomienie mechanizméw przeciwdziatajacych wysokiemu
ci$nieniu osmotycznemu $rodowiska - zazwyczaj poprzez gromadzenie
niskoczasteczkowych zwiazkéw (tj. polioli takich jak glicerol, arabitol,
erytrytol, mannitol, czy rybitol), dziatajacych jako osmoprotektanty, bez
inhibicji czy inaktywacji enzymoéw [van Eck i in., 1993; Lucca i in.,
2002; Park iin., 2011].

W hodowli w prezentowanej pracy, w ktdrej nie stosowano dodat-
ku soli koficowe stgzenie biomasy wyniosto 28,1 g/L. (Tab. 2).
W pozostatych hodowlach obecno$¢ soli w podlozu ograniczyta
przyrost biomasy nawet do 20,6 g/L przy zastosowaniu KCI. Zaob-
serwowano, iz podwyzszenie cisnienie osmotycznego w wyniku
dodatku soli wptyngto pozytywnie zaréwno na stgzenie erytrytolu jak
i na parametry produkcyjne biosyntezy tego zwiazku.

W poréwnaniu do hodowli kontrolnej po zastosowaniu dodatku
soli czas biosyntezy zmniejszyt si¢ o ok. 30%. W zaleznosci od ro-
dzaju soli, stgzenie erytrytolu i wydajno$¢ jego produkcji wzrosty
nawet o ok. 40%, natomiast objgtosciowa i specyficzna szybkos¢
produkcji wzrosty nawet dwukrotnie. Najlepsze wyniki osiagnigto
w hodowli z 4,5% CaCl,, gdzie uzyskano 85,7 g/L erytrytolu z wy-
dajnoscia 0,56 g/g oraz produktywnos$cia 1,13 g/Lh. Poréwnywalne
stezenie erytrytolu, produkowanego ze zblizona wydajnoscia, uzyskano
w hodowli jednoetapowej z KCl oraz dwuetapowej z NaCl.

Warto jednak zwrécei¢ uwagg, iz w tych hodowlach szybko$¢ wia-
Sciwa produkcji ulegta znacznemu obniZeniu, co moze by¢ thumaczo-
ne mniejszym inhibicyjnym wplywem soli na przyrost biomasy
w tych hodowlach. Ponadto, we wszystkich hodowlach, w wyniku
obecnosci soli znaczaco obnizylo sig¢ stezenie mannitolu, bedacego
produktem ubocznym biosyntezy erytrytolu, z 22,8 g/L w hodowli
bez soli, do poziomu 2,2+5,0 g/L. w obecnosci réznych soli.

Podobna tendencjg, czyli wzrost st¢zenia erytrytolu oraz inhibicj¢
produkcji mannitolu w obecnosci NaCl obserwowano réwniez we
wczesniejszych badaniach nad biosynteza erytrytolu z glicerolu przez
Y. lipolytica, [Tomaszewska i in., 2012, Tomaszewska i in., 2014,
Yang i in. 2014].

Dodatek soli Ci$nienie osmotyczne [Osm/kg] Dodatek soli T X ERY | MAN Y 0 q
[%] on 2h o Konice hodowli™ [%] | (gLl | (gLl | [gL] | [gel | [¢Lh] | [efghl
A A
brak soli 2,3 2,0 - 1,0 brak soli 105 28,1 62,2 22,8 0,40 0,59 0,021
4,5% CaCl, 33 3,1 - 2,3 4,5% CaCl, 76 21,5 85,7 5,0 0,56 1,13 0,053
4% KC1 33 32 - 23 4% KC1 71 26,8 83,9 2,9 0,55 1,18 0,044
3,25% NaCl 33 3,0 - 2,2 3,25% NaCl 72 27,0 74,4 2,4 0,49 1,03 0,038
B B
2,5+2,5% CaCl, 2,7 2,5 29 2,1 2,5+2,5% CaCl, 76 21,5 66,9 5,0 0,45 0,88 0,041
2,5+2,5% KCl 2,7 2,7 35 2,4 2,5+2,5% KC1 79 20,6 71,9 2,3 0,47 0,91 0,044
2,5+2,5% NaCl 3,1 3,0 3,7 2,9 2,5+2,5% NaCl 77 29.4 83,0 22 0,56 1,08 0,037
* pomiar po dodaniu porcji soli; ~"czas trwania hodowli [h] przedstawiono w tab. 2

W badaniach poswigconych wplywowi ci$nienia osmotycznego,
zwigkszanego za pomoca NaCl oraz KCI, podczas biosyntezy erytry-
tolu z glukozy przez Trigonopsis variabilis st¢zenie erytrytolu byto
dwukrotnie wyzsze gdy cis$nienie osmotyczne zwigkszano za pomoca
KCl [Kim i in. 1997].

Najlepsze wyniki biosyntezy erytrytolu z glukozy przez Pichia sp.
oraz Torula sp. uzyskano przy ci$nieniu osmotycznym, wynoszacym
odpowiednio 1,6 oraz 2,4 Osm/kg, niezaleznie czy uzyskano je za
pomoca dodatku NaCl, czy KCI [Cho i in. 1999; Kim i in. 1999].
W przypadku hodowli Pichia sp. prowadzonych przy obecnosci soli
koncowe stgzenie erytrytolu i produktywnos¢ erytrytolu byto odpo-
wiednio, 2,7 i 2,1 razy wyzsze w poréwnaniu do hodowli bez soli
(0,63 Osm/kg). Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Lin
iin. [2001] zwigkszanie ci$nienia poprzez dodatek NaCl oraz KCl
(0,5+1,5 M), negatywnie wplywalo na wydajnos¢ erytrytolu produ-
kowanego przez Moniliella sp. w podlozach z glukoza.

W kolejnym etapie badan zbadano wplyw réznych soli na aktyw-
no$¢ transketolazy i reduktazy erytozy - enzyméw uznawanych za
odpowiedzialne za nadprodukcj¢ erytrytolu w komoérkach drozdzy
[Moon i in., 2010] - w hodowlach o ustalonym poczatkowym ci$nie-
niu osmotycznym 3,3 Osm/kg (Tab. 3).

Tab. 3. Wptyw réznych soli na aktywno$¢ enzyméw odpowiedzial-
nych za nadprodukcjg erytrytolu podczas jego biosyntezy z erytrytolu
przez Y. lipolytica A-6

Dodatek soli Transketolaza Reduktaza erytrozy
[%] [U/g s.m.] [U/g s.m.]
brak soli 4,5 5,2
4,5% CaCl, 9.4 249
4% KC1 11,0 27,5
3,25% NaCl 11,0 19,2

Zaobserwowano, iz niezaleznie od rodzaju dodane;j soli, zwigksze-
nie ci$nienia osmotycznego pozywki hodowlanej stymulowato ak-
tywnos$¢ badanych enzyméw. W poréwnaniu do hodowli bez soli,
w obecnosci badanych soli uzyskano ponad dwukrotny wzrost ak-
tywnosci transketolazy oraz cztero-, a nawet pigciokrotny wzrost
aktywnos$ci reduktazy erytrozy. Szczegélnie wysoka aktywnos¢
reduktazy erytrozy, 24,9 oraz 27,5 U/g s.m., oznaczono w prébach
pobranych odpowiednio, z hodowli z dodatkiem CaCl, oraz KCl. We
weczesdniejszych badaniach, prowadzonych z wykorzystaniem szczepu
Y. lipolytica Wratislavia K1 [Tomaszewska i in. 2014], odnotowano
stymulujacy efekt obecnosci NaCl na aktywno$¢ transketolazy
ireduktazy erytrozy. Aktywno$¢ tych enzyméw, w fazie wzrostu
drozdzy, wzrosta okoto 1,5-krotnie po zwigkszeniu ci$nienia osmo-
tycznego z 1,6 do 2,9 Osm/kg. Podczas biosyntezy erytrytolu z glice-
rolu przez Y. lipolytica CICC 1675, specyficzna aktywnos¢ reduktazy
erytrozy wzrosta dwukrotnie, gdy ci$nienie osmotyczne zwigkszono
z 3,21 do 4,17 Osm/kg poprzez dodanie NaCl [Yang i in. 2014].
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Rys. 2. Korelacja aktywno$ci enzymoéw i zastosowanego ci$nienia osmotycz-

nego (A) oraz zalezno$¢ stgZenia erytytolu od aktywnosci enzymatycznych

(B) w czasie jego biosyntezy z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica A-6
w obecnosci réznych soli

Wzrost aktywnos$ci reduktazy erytrozy obserwowano réwniez w
warunkach podwyZszania ci$nienia osmotycznego, przy zastosowa-
niu KCl oraz NaCl, u drozdzy Candida magnoliae [Park i in. 2011].

Wartym uwagi jest, iz w prezentowanej pracy zastosowane cisnie-
nie osmotyczne korelowato z poziomem aktywnosci reduktazy ery-
trozy w odpowiednich hodowlach (Rys. 2A), co przektadato si¢ na
ilosci produkowanego przez drozdze erytrytolu (Rys. 2B). Zalezno$¢
ta nie byla tak jednoznaczna w przypadku transketolazy, co sugeruje
iz w przeprowadzonych hodowlach, za enzym odpowiedzialny za
wydajna produkcjg erytrytolu uwaza¢ nalezy reduktazg erytrozy.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz podwyz-
szone ci$nienie osmotyczne sprzyjalo efektywnej biosyntezie erytry-
tolu z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica.

Ponadto stgZenie erytrytolu zalezne bylo nie tylko od wartosci ci-
$nienia osmotycznego, ale tez od rodzaju soli uzytej do regulacji
ci$nienia i metody jej dodawania do pozywek.

Podwyzszone ci$nienie osmotyczne stymulowalo aktywnosc¢ tran-
sketolazy oraz - szczegdlnie silnie - reduktazy erytrozy, co wptywato
bezposrednio na wzrost produkcji erytrytolu oraz poprawg parame-
tréw jego biosyntezy.

Najlepsze wyniki osiagnigto w hodowli jednoetapowej z 4,5%
CaCl,, gdzie uzyskano 85,7 g/L erytrytolu z wydajnoscia 0,56 g/g
oraz produktywnoscig 1,13 g/Lh.

OZNACZENIA
X — biomasa [g/L],
GLY  —glicerol [g/L],
ER — reduktaza erytrozy [U/g s.m.],
ERY  —erytrytol [g/L],

MAN - mannitol [g/L],
TK — transketolaza [U/g s.m.],

Yery  — wydajno$¢ erytrytolu [g wytw. ERY/g zuzytego substratu],

QERY

JEerY

— szybkos¢ objetosciowa produkcji erytrytolu [g/Lh],
— szybko$¢ whasciwa produkcji erytrytolu [g/gh],
s.m. — sucha masa drozdzy [g],
T —czas [h].
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