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Biosynteza erytrytolu z glicerolu przez drożdże Yarrowia lipolytica 
w obecności różnych soli 

 

Wstęp 

Współcześnie obserwuje się znaczny wzrost zainteresowania pro-
duktami ekologicznymi oraz o obniżonej kaloryczności. Zaintereso-
wanie to objęło również możliwość zastosowania w produktach 
spożywczych erytrytolu, wpisującego się w najnowsze trendy żywie-
niowe jako naturalny i bezpiecznego substytut cukru (0,2 kcal/g) 
[Gossens i Röper 1994, Moon i in., 2010].  

Niska wydajność metod chemicznych spowodowała, iż związek 
ten produkowany jest na skalę komercyjną jedynie w procesach 
biotechnologicznych, przy udziale mikroorganizmów, z których 
większość odznacza się wysoką osmotolerancyjnością. W przemy-
słowej produkcji erytrytolu głównymi substratami są glukoza, sacha-
roza oraz hydrolizaty skrobiowe [Moon i in., 2010]. 

Ze względu na stosunkowo wysoki koszt biosyntezy erytrytolu, 
warunkujący końcową cenę produktu (3÷6 USD), wiele uwagi po-
święcono możliwości obniżenia kosztów procesu poprzez selekcję 
szczepów, optymalizację warunków hodowlanych oraz możliwość 
zastosowania tańszych substratów [Tomaszewska, 2014].  

Prowadzone w ostatnich latach badania wskazały na wysoki poten-
cjał procesu biosyntezy erytrytolu z glicerolu przy udziale drożdży 
Yarrowia lipolytica. W aspekcie przemysłowego wykorzystania 
szczególnie korzystna jest tolerancja tych mikroorganizmów na 
wysokie stężenie NaCl, wahania zawartości składników mineralnych 
oraz pierwiastków śladowych w podłożu, a także możliwość prowa-
dzenia procesów hodowlanych w warunkach obniżonej sterylności 
[Tomaszewska i in., 2012; Rywińska i in., 2013]. 

Celem prezentowanej pracy było zbadanie wpływu podwyższone-
go ciśnienia osmotycznego, poprzez dodatek różnych soli, na biosyn-
tezę erytrytolu z glicerolu przez drożdże Yarrowia lipolytica oraz na 
aktywność enzymów odpowiedzialnych za produkcję tego związku. 

Materiały i metody  
Mikroorganizm 

W badaniach wykorzystano szczep drożdży Yarrowia lipolytica A-
6, pochodzący z kolekcji własnej Katedry Biotechnologii i Mikrobio-

logii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, prze-
chowywany na skosie YM (Yeast-Malt Extract Agar), w temp. 4°C. 

Substrat 

W przeprowadzonych badaniach źródło węgla i energii stanowił 
glicerol o czystości 98% (POCh, Gliwice). 

Podłoża 

Podłoże inokulacyjne zawierało [g/L]: glicerol – 50,0; bactopeton 
– 5,0; ekstrakt drożdżowy – 3,0; ekstrakt słodowy – 3,0; woda desty-
lowana – do 1L, pH 6.5. 

Podłoże produkcyjne miało skład [g/L]: glicerol – 150,0; namok 
kukurydziany – 40,0; ekstrakt drożdżowy – 1,0; MgSO4 x 7H2O – 
1,0; KH2PO4 – 0,2; CaCl2/KCl/NaCl – w stężeniach wskazanych 
w tab. 1; woda wodociągowa – do 1L, pH 3.0. 

Warunki prowadzenia hodowli 

Hodowle inokulacyjne szczepiono materiałem komórkowym po-
chodzącym ze skosów YM z glukozą. Hodowle prowadzono na 
wstrząsarce rotacyjnej typu CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech 

GmbH, Niemcy), w 300-mL kolbach stożkowych zawierających 100 
mL podłoża inokulacyjnego, przy 140 rpm, przez 72 godziny  
w temp. 29,5°C. 

Hodowle produkcyjne szczepiono 200 mL zawiesiny komórek, 
namnożonych w hodowlach inokulacyjnych. Hodowle prowadzono 
w 5-L bioreaktorze (Biostat B Plus, Niemcy), przy objętości roboczej 
2 L, szybkości napowietrzania 0,6 vvm, prędkości obrotowej miesza-
dła 800 rpm i temp. 30°C. W czasie trwania procesu pH 3.0 utrzy-
mywano automatycznie za pomocą dodatku 20% NaOH. Próby do 
oznaczeń (10 mL) pobierano 2 – 3 razy dziennie. W hodowlach 
dwuetapowych drugą porcję soli dodawano po 24 godzinach trwania 
procesu. Hodowle prowadzono do momentu całkowitego wyczerpa-
nia źródła węgla w podłożu. 

Metody analityczne 

Biomasa była oznaczana metodą wagową po odwirowaniu próby 
(Centrifuge MPW-56, Polska), separacji na filtrze membranowym 
ø 0,45 µm (Milipore, USA) i wysuszeniu do stałej masy 
w wagosuszarce (RAD WAG MAC 110/NH, Polska) w temp. 105°C. 

Stężenie glicerolu, erytrytolu i mannitolu oznaczano metodą 
HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohydrate H+ (Dionex, UltiMa-

te 3000 Series, Japonia) połączonej z detektorem IR, w temp. 65°C, 
przy szybkości przepływu fazy ciekłej (25 mM kwasu trifluoroocto-
wego) przez kolumnę równej 0,6 mL/min. 

Ciśnienie osmotyczne zmierzono za pomocą osmometru Marcel 

OS 3000 (Marcel, Polska). 
Próby do oznaczeń aktywności enzymatycznych pobierano po 24 

godzinach trwania hodowli produkcyjnych. Przygotowanie ekstrak-
tów komórkowych oraz oznaczenia aktywności transketolazy i reduk-
tazy erytrozy wykonano zgodnie z metodyką opisaną wcześniej 
w pracy [Tomaszewska i in., 2014].  

Wyniki i dyskusja  

Pierwszy etap badań miał na celu porównanie wpływu ciśnienia 
osmotycznego uzyskanego poprzez dodatek różnych soli na produkcję 
erytrytolu oraz parametry jego biosyntezy. Na podstawie wyznaczonych 
krzywych (Rys. 1) wybrano odpowiednie stężenia badanych soli.  

Doświadczenie przeprowadzono w dwóch wariantach: jako jedno-
etapowy proces biosyntezy, z zastosowaniem jednakowego począt-
kowego ciśnienia osmotycznego dla różnych soli (Tab. 1A) oraz jako 
proces dwuetapowy, w którym stosowano takie same stężenia po-
czątkowe różnych soli, zwiększając ciśnienie 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 skutkował zwiększeniem początkowego 
ciśnienia osmotycznego o 1 Osm/kg. 

 
Rys. 1. Zależność ciśnienia osmotycznego od stężenia wodnych  

roztworów różnych soli. 
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Tab. 1.  Wpływ jednoetapowego (A) oraz dwuetapowego (B) dodatku różnych 

soli na zmiany ciśnienia osmotycznego podczas biosyntezy erytrytolu  

                          z glicerolu przez drożdże Y. lipolytica A-6 

Ciśnienie osmotyczne [Osm/kg] Dodatek soli 

[%] 
0 h 24 h 24 h* Koniec hodowli** 

A 

brak soli 2,3 2,0 - 1,0 

4,5% CaCl2 3,3 3,1 - 2,3 

4% KCl 3,3 3,2 - 2,3 

3,25% NaCl 3,3 3,0 - 2,2 

B 

2,5+2,5% CaCl2 2,7 2,5 2,9 2,1 

2,5+2,5% KCl 2,7 2,7 3,5 2,4 

2,5+2,5% NaCl 3,1 3,0 3,7 2,9 

* pomiar po dodaniu porcji soli; **czas trwania hodowli [h]  przedstawiono w tab. 2 

Dla wszystkich badanych wariantów, niezależnie od obecności 

i typu stosowanej soli, w trakcie trwania hodowli ciśnienie osmo-

tyczne płynu hodowlanego spadało i na koniec hodowli było niższe 

od początkowego o ok. 1 Osm/kg. W hodowlach dwuetapowych (Tab. 

2A) najwyższe początkowe i końcowe ciśnienie osmotyczne uzyskano 

w hodowli, w której zastosowano dodatek NaCl. 

Tolerancja na wysokie zasolenie środowiska jest cechą wyróżnia-

jącą drożdże Y. lipolytica, które zdolne są do wzrostu w obecności 

nawet 12% NaCl [Andreishcheva i in., 1999]. Poddanie komórki 

stresowi osmotycznemu, najczęściej wywołanemu zmianą zasolenia 

środowiska hodowlanego, prowadzi do wielu zmian na poziomie 

morfologicznym, fizjologicznym i molekularnym [Blomberg i Adler 

1992]. Najczęściej obserwowaną odpowiedzią na ten rodzaj stresu 

jest ograniczenie wzrostu [Kim i in. 1997; 1999; Betts i in. 1999; Cho 

i in. 1999], natomiast u mikroorganizmów osmotolerancyjnych na-

stępuje uruchomienie mechanizmów przeciwdziałających wysokiemu 

ciśnieniu osmotycznemu środowiska - zazwyczaj poprzez gromadzenie 

niskocząsteczkowych związków (tj. polioli takich jak glicerol, arabitol, 

erytrytol, mannitol, czy rybitol), działających jako osmoprotektanty, bez 

inhibicji czy inaktywacji enzymów [van Eck i in., 1993; Lucca i in., 

2002; Park i in., 2011]. 

W hodowli w prezentowanej pracy, w której nie stosowano dodat-

ku soli końcowe stężenie biomasy wyniosło 28,1 g/L (Tab. 2). 

W pozostałych hodowlach obecność soli w podłożu ograniczyła 

przyrost biomasy nawet do 20,6 g/L przy zastosowaniu KCl. Zaob-

serwowano, iż podwyższenie ciśnienie osmotycznego w wyniku 

dodatku soli wpłynęło pozytywnie zarówno na stężenie erytrytolu jak 

i na parametry produkcyjne biosyntezy tego związku.  

W porównaniu do hodowli kontrolnej po zastosowaniu dodatku 

soli czas biosyntezy zmniejszył się o ok. 30%. W zależności od ro-

dzaju soli, stężenie erytrytolu i wydajność jego produkcji wzrosły 

nawet o ok. 40%, natomiast objętościowa i specyficzna szybkość 
produkcji wzrosły nawet dwukrotnie. Najlepsze wyniki osiągnięto 

w hodowli z 4,5% CaCl2, gdzie uzyskano 85,7 g/L erytrytolu z wy-

dajnością 0,56 g/g oraz produktywnością 1,13 g/Lh. Porównywalne 

stężenie erytrytolu, produkowanego ze zbliżoną wydajnością, uzyskano 

w hodowli jednoetapowej z KCl oraz dwuetapowej z NaCl. 

 Warto jednak zwrócić uwagę, iż w tych hodowlach szybkość wła-

ściwa produkcji uległa znacznemu obniżeniu, co może być tłumaczo-

ne mniejszym inhibicyjnym wpływem soli na przyrost biomasy 

w tych hodowlach. Ponadto, we wszystkich hodowlach, w wyniku 

obecności soli znacząco obniżyło się stężenie mannitolu, będącego 

produktem ubocznym biosyntezy erytrytolu, z 22,8 g/L w hodowli 

bez soli, do poziomu 2,2÷5,0 g/L w obecności różnych soli.  

Podobną tendencję, czyli wzrost stężenia erytrytolu oraz inhibicję 
produkcji mannitolu w obecności NaCl obserwowano również we 

wcześniejszych badaniach nad biosyntezą erytrytolu z glicerolu przez  

Y. lipolytica, [Tomaszewska i in., 2012, Tomaszewska i in., 2014, 

Yang i in. 2014].  

Tab. 2. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez drożdże  

Y. lipolytica A-6 w warunkach ciśnienia osmotycznego podwyższonego  

    za pomocą dodatku różnych soli jednoetapowo (A) oraz dwuetapowo (B) 

Dodatek soli 

[%] 

T 

[h] 

X 

[g/L] 

ERY 

[g/L] 

MAN 

[g/L] 

Y 

[g/g] 

Q 

[g/Lh] 

q 

[g/gh] 

A 

brak soli 105 28,1 62,2 22,8 0,40 0,59 0,021 

4,5% CaCl2 76 21,5 85,7 5,0 0,56 1,13 0,053 

4% KCl 71 26,8 83,9 2,9 0,55 1,18 0,044 

3,25% NaCl 72 27,0 74,4 2,4 0,49 1,03 0,038 

B 

2,5+2,5% CaCl2 76 21,5 66,9 5,0 0,45 0,88 0,041 

2,5+2,5% KCl 79 20,6 71,9 2,3 0,47 0,91 0,044 

2,5+2,5% NaCl 77 29,4 83,0 2,2 0,56 1,08 0,037 

W badaniach poświęconych wpływowi ciśnienia osmotycznego, 

zwiększanego za pomocą NaCl oraz KCl, podczas biosyntezy erytry-

tolu z glukozy przez Trigonopsis variabilis stężenie erytrytolu było 

dwukrotnie wyższe gdy ciśnienie osmotyczne zwiększano za pomocą 
KCl [Kim i in. 1997]. 

Najlepsze wyniki biosyntezy erytrytolu z glukozy przez Pichia sp. 

oraz Torula sp. uzyskano przy ciśnieniu osmotycznym, wynoszącym 

odpowiednio 1,6 oraz 2,4 Osm/kg, niezależnie czy uzyskano je za 

pomocą dodatku NaCl, czy KCl [Cho i in. 1999; Kim i in. 1999]. 

W przypadku hodowli Pichia sp. prowadzonych przy obecności soli 

końcowe stężenie erytrytolu i produktywność erytrytolu było odpo-

wiednio, 2,7 i 2,1 razy wyższe w porównaniu do hodowli bez soli 

(0,63 Osm/kg). Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Lin 

i in. [2001] zwiększanie ciśnienia poprzez dodatek NaCl oraz KCl 

(0,5÷1,5 M), negatywnie wpływało na wydajność erytrytolu produ-

kowanego przez Moniliella sp. w podłożach z glukozą. 
W kolejnym etapie badań zbadano wpływ różnych soli na aktyw-

ność transketolazy i reduktazy erytozy - enzymów uznawanych za 

odpowiedzialne za nadprodukcję erytrytolu w komórkach drożdży 

[Moon i in., 2010] - w hodowlach o ustalonym początkowym ciśnie-

niu osmotycznym 3,3 Osm/kg (Tab. 3).  

Tab. 3.   Wpływ różnych soli na aktywność enzymów odpowiedzial-

nych za nadprodukcję erytrytolu podczas jego biosyntezy z erytrytolu 

przez Y. lipolytica A-6 

 

Dodatek soli 

[%] 

Transketolaza 

[U/g s.m.] 

Reduktaza erytrozy 

[U/g s.m.] 

brak soli 4,5 5,2 

4,5% CaCl2 9,4 24,9 

4% KCl 11,0 27,5 

3,25% NaCl 11,0 19,2 

 

Zaobserwowano, iż niezależnie od rodzaju dodanej soli, zwiększe-

nie ciśnienia osmotycznego pożywki hodowlanej stymulowało ak-

tywność badanych enzymów. W porównaniu do hodowli bez soli, 

w obecności badanych soli uzyskano ponad dwukrotny wzrost ak-

tywności transketolazy oraz cztero-, a nawet pięciokrotny wzrost 

aktywności reduktazy erytrozy. Szczególnie wysoką aktywność 
reduktazy erytrozy, 24,9 oraz 27,5 U/g s.m., oznaczono w próbach 

pobranych odpowiednio, z hodowli z dodatkiem CaCl2 oraz KCl. We 

wcześniejszych badaniach, prowadzonych z wykorzystaniem szczepu 

Y. lipolytica Wratislavia K1 [Tomaszewska i in. 2014], odnotowano 

stymulujący efekt obecności NaCl na aktywność transketolazy 

i reduktazy erytrozy. Aktywność tych enzymów, w fazie wzrostu 

drożdży, wzrosła około 1,5-krotnie po zwiększeniu ciśnienia osmo-

tycznego z 1,6 do 2,9 Osm/kg. Podczas biosyntezy erytrytolu z glice-

rolu przez Y. lipolytica CICC 1675, specyficzna aktywność reduktazy 

erytrozy wzrosła dwukrotnie, gdy ciśnienie osmotyczne zwiększono 

z 3,21 do 4,17 Osm/kg poprzez dodanie NaCl [Yang i in. 2014].  
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Rys. 2.  Korelacja aktywności enzymów i zastosowanego ciśnienia osmotycz-
nego (A) oraz zależność stężenia erytytolu od aktywności enzymatycznych 
(B) w czasie jego biosyntezy z glicerolu przez drożdże Y. lipolytica A-6  
                                           w obecności różnych soli 

Wzrost aktywności reduktazy erytrozy obserwowano również w 
warunkach podwyższania ciśnienia osmotycznego, przy zastosowa-
niu KCl oraz NaCl, u drożdży Candida magnoliae [Park i in. 2011]. 

Wartym uwagi jest, iż w prezentowanej pracy zastosowane ciśnie-
nie osmotyczne korelowało z poziomem aktywności reduktazy ery-
trozy w odpowiednich hodowlach (Rys. 2A), co przekładało się na 
ilości produkowanego przez drożdże erytrytolu (Rys. 2B). Zależność 
ta nie była tak jednoznaczna w przypadku transketolazy, co sugeruje 
iż w przeprowadzonych hodowlach, za enzym odpowiedzialny za 
wydajną produkcję erytrytolu uważać należy reduktazę erytrozy. 

Wnioski 

Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, iż podwyż-
szone ciśnienie osmotyczne sprzyjało efektywnej biosyntezie erytry-
tolu z glicerolu przez drożdże Y. lipolytica.  

Ponadto stężenie erytrytolu zależne było nie tylko od wartości ci-
śnienia osmotycznego, ale też od rodzaju soli użytej do regulacji 
ciśnienia i metody jej dodawania do pożywek.  

Podwyższone ciśnienie osmotyczne stymulowało aktywność tran-
sketolazy oraz - szczególnie silnie - reduktazy erytrozy, co wpływało 
bezpośrednio na wzrost produkcji erytrytolu oraz poprawę parame-
trów jego biosyntezy.  

Najlepsze wyniki osiągnięto w hodowli jednoetapowej z 4,5% 
CaCl2, gdzie uzyskano 85,7 g/L erytrytolu z wydajnością 0,56 g/g 
oraz produktywnością 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  – wydajność erytrytolu [g wytw. ERY/g zużytego substratu],  

QERY  – szybkość objętościowa produkcji erytrytolu [g/Lh],  

qERY  – szybkość właściwa produkcji erytrytolu [g/gh],  

s.m.  – sucha masa drożdży [g],  

T  – czas [h].  
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