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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTARUM POLONORUM
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia

ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu od 2002 roku.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii
drobnoustrojow, roslin i zwierzqt, z naciskiem na aspekty praktyczne.
Publikowane sq oryginalne prace badawcze, a takze artykuly o charakterze
monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim ze streszczeniami

w obu jezykach. Wszystkie opisy rysunkow i tabel sq dwujezyczne.

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalez¢ na stronie
www.acta.media.pl

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released

by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.
There are published both original research articles and monographs, in Polish
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists

in the field. This issue is also dominated by the application problems.

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et:
www.media.pl.

Editorial Team
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DOBOR PODLOZA INOKULACYJNEGO DO PRODUKCJI
KETOKWASOW PRZEZ DROZDZE YARROWIA LIPOLYTICA

Krzysztof Cybulski, Ludwika Tomaszewska, Anita Rywinska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Streszczenie. Celem pracy byla ocena wptywu podloza inokulacyjnego (YNB lub podto-
ze mineralne) oraz rodzaju wprowadzonego namoku kukurydzianego (sypki lub ptynny)
na biosyntez¢ kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego z glicerolu odpadowego przez
drozdze Yarrowia lipolytica A-10. Hodowle okresowe byly prowadzone do wyczerpania
substratu (100 g-dm glicerolu) i trwaty 68—118 godz. Drozdze produkowaty od 30,4 do
35,8 g-dm™ kwasu pirogronowego oraz od 14,4 do 17,9 g-dm™ a-ketoglutarowego. Przy
zastosowaniu YNB jako podtoza inokulacyjnego uzyskano wyzsze warto$ci szybkosci ob-
jetosciowej produkcji obu kwasow. Wydajnos¢ produkcji kwasu a-ketoglutarowego byta
zblizona we wszystkich wariantach hodowlanych, natomiast najwyzsza warto$¢ tego pa-
rametru dla kwasu pirogronowego, 0,35 g'g"!, uzyskano przy wykorzystaniu mineralnego
podtoza inokulacyjnego i namoku ptynnego. Najwyzsza procentowa zawarto$¢ biatka, oko-
o 38%, oznaczono w biomasie drozdzy otrzymano, uzywajac podtoza mineralnego.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, kwas pirogronowy, kwas o-ketoglutarowy, glicerol
odpadowy

WSTEP

Ketokwasy takie jak kwas a-ketoglutarowy (KGA) i pirogronowy (PA) pelnia istotna
rolg¢ w metabolizmie komorkowym. Pigciowgglowy KGA powstaje jako produkt po-
sredni cyklu Krebsa w reakcji dekarboksylacji izocytrynianu z udziatem dehydrogenazy
izocytrynianowej lub na drodze deaminacji kwasu glutaminowego. Jego rola w komor-
kach mikroorganizmow polega na swoistym taczeniu metabolizmu aminokwasow, we-
glowodanow, weglowodorow i thuszezow [Sauer i in. 2008]. Natomiast PA, inaczej kwas
2-oksopropanowy, jest koncowym produktem glikolizy. Powstaje posrednio z aldehy-
du 3-fosfoglicerynowego, ktdry jest produktem metabolizmu weglowodandéw i lipidow.

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
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6 K. Cybulski i in.

Pirogronian jest rowniez wykorzystywany w organizmie do syntezy glukozy jako podsta-
wowy substrat w glukoneogenezie.

Oproécz petnienia waznych funkcji metabolicznych wymienione ketokwasy maja
szerokie zastosowanie w przemysle. KGA wykorzystuje si¢ jako substrat w syntezie
chemicznej zwiazkéw heterocyklicznych, sktadnik suplementéw diety oraz dodatek do
odzywek dla kulturystéw [Chernyavskaya i in. 2000]. KGA w potaczeniu z 5-hydrok-
symetylenofurfuralem jest doskonalym antyoksydantem pozwalajacym obnizy¢ tzw.
stres oksydacyjny spowodowany wolnymi rodnikami [Moser i in. 2007]. Barrett i Yousaf
[2008] opisali termiczna kondensacje KGA z trojpodstawionymi czasteczkami glicerolu:
1,2,4-butantriolem Iub 1,2,6-heksantriolem. Powstajacy poli(triol-a-ketoglutaranu) oka-
zat si¢ elastomerem o zréznicowanych wilasciwosciach chemicznych oraz mechanicz-
nych i moze znalez¢ zastosowanie w biomedycynie, inzynierii tkankowej, a takze — ze
wzgledu na biogedradowalno$é — moze by¢ wykorzystywany jako nosnik lekow. Zywice
chitozanowe modyfikowane KGA moga shuzy¢ jako sorbent usprawniajacy usuwanie
barwnikow oraz jonow Cu2+ z roztwordw wodnych [Zhou i in. 2009, Gong i in. 2010].
PA jest uzywany przede wszystkim jako substrat przy syntezie chemicznej farmaceu-
tykow, migdzy innymi L-tyrozyny, 4-dihydroksyfenylo-L-alaniny, kwasu N-acetylo-D-
-neuraminowego i (R)-fenyloacetylokarabinolu [ Yamada i in. 1972, Gunawan i in. 2007,
Lee iin. 2007, Liitke-Eversloh i in. 2007]. Kwas ten znajduje rowniez zastosowanie jako
suplement diety wspomagajacy kontrol¢ masy ciata, antyoksydant i nutraceutyk w le-
czeniu cukrzycy typu drugiego [Stanko i in. 1992, McCarty 2000, Koh-Banerjee i in.
2005, Wang i in. 2007]. Roufs [1996] dowiddl, ze stosowanie pirogronianu wapnia na-
pedza metabolizm thuszczow w ludzkim organizmie, przyspieszajac tym samym proces
odchudzania. PA jest réwniez cennym substratem do produkcji polimeréw, kosmetykow,
dodatkéw do zywnos$ci, a w niedlugim czasie by¢ moze przypraw nadajacych kwasny
smak potrawom [Li i in. 2001].

Obecnie KGA i PA produkowane sg przemystowo na drodze syntezy chemicznej.
Proces charakteryzuje si¢ niska wydajnoscia, wysokimi kosztami odczynnikow, duzym
naktadem energii i powstawaniem niebezpiecznych dla srodowiska naturalnego odpa-
dow. Wykorzystanie w tym celu mikroorganizméw moze spowodowaé, ze proces pro-
dukcji tych kwasow okaze si¢ duzo bardziej atrakcyjny, szczegdlnie w aspekcie zagospo-
darowania odpadowych produktow z przemystu jako zrédla wegla i energii w procesie.
Liczne pozycje literaturowe donosza o mozliwosci wykorzystania bakterii i drozdzy
w biosyntezie kwasu a-ketoglutarowego i pirogronowego z glukozy lub weglowodorow
[Liiin. 2001, Xu i in. 2008, Otto i in. 2011]. Najczesciej] wymienianym producentem
ketokwasow wsrdd drozdzy jest Torulopsis glabrata. Warto jednak zaznaczy¢, ze gatunek
ten jest auksotrofem az czterech witamin, a proces nadprodukcji KGA i PA mozliwy jest
tylko w ztozonej, dobrze zbilansowanej pozywce. Skromniejsze wymagania pokarmowe
prezentuja drozdze z gatunku Y. lipolytica bedace auksotrofem wyltacznie w stosunku do
tiaminy (witamina B,) i posiadajace zdolno$¢ do utylizacji szerokiego spektrum substra-
tow [Coelho i in. 2010]. Dodatkowo, drozdze te odporne sa na wysokie stezenie glukozy,
glicerolu, NaCl oraz sktadnikéw mineralnych i pierwiastkow sladowych w §rodowisku,
zwlaszcza manganu i zelaza, co jest wazne przy stosowaniu podiozy naturalnych.

Pierwsze wzmianki o zastosowaniu drozdzy Y. lipolytica do produkcji KGA pojawily
si¢ w roku 1969, kiedy Tsugawa i in. opracowali proces biosyntezy KGA, uzywajac jako
zrodta wegla 8% n-parafin. Zastosowany szczep — Candida lipolytica AJ5004 (w 1980 r.
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Dobor podtoza inokulacyjnego do produkcji ketokwasow... 7

przemianowany na Y. lipolytica AJ5004) pozwalat na otrzymanie 46 g-dm= KGA w cza-
sie 72 godz. Na poczatku lat 70. badano takze zdolnos¢ do biosyntezy KGA z alkanoéw
[Finogenova i in. 2005]. Uzyskano 108,7 g:dm™ tego kwasu z wydajnoscia 1,2 g-g'. Do
badania biosyntezy KGA i PA przez drozdze Y. lipolytica powrdcono w na przetomie
XX i XXI w. Otrzymano m.in. 49 g:dm™* KGA z etanolu [Chernyavskaya i in. 2000],
39,2 g:dm™* KGA z glicerolu [Zhou i in. 2010] oraz 61,3 g-dm™ PA z glicerolu [Morgunov
i1in. 2004].

Celem pracy jest ocena wpltywu stosowanego podloza inokulacyjnego oraz posta-
ci wprowadzonej do podtoza tiaminy na wydajnos¢ i efektywnos¢ produkeji PA i KGA
z odpadowego glicerolu przy udziale drozdzy Y. lipolytica A-10.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizm. W badaniach zastosowano dziki (naturalny) szczep drozdzy Y. lipoly-
tica A-10 pochodzacy z kolekcji whasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zyw-
no$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczep przechowywano na skosach
z podtozem YM w temperaturze 4°C.

Podloza. Zastosowano dwa podtoza inokulacyjne: na bazie gotowego podtoza YNB
(Yeast Nitrogen Base) [Sigma-Aldrich 2012] oraz podtoze zawierajace sole mineralne.
Sktad podtoza inokulacyjnego YNB obejmowatl (g-:dm): glicerol kosmetyczny — 50;
YNB - 0,67; woda destylowana do 1 litra. Podtoze inokulacyjne mineralne miato sktad
(g-dm?): glicerol kosmetyczny — 50; (NH,),SO, — 5; KH,PO, - 1,0; MgSO,-(7H,0) - 0,7;
NaCl-0,5; Ca(NO,),(4H,0) - 0,4; K,HPO, - 0,1; chlorowodorek tiaminy — 0,5 pg-dm~;
woda destylowana do 1 litra. W sktad podtoza produkcyjnego wchodzity (g-dm): gli-
cerol odpadowy — 100; (NH,),SO, — 10; KH,PO, — 2; MgSO,(7H,0) — 1,4; NaCl - 1,0;
Ca(NO,),(4H,0) - 0,8; jako zrodto tiaminy zastosowano namok kukurydziany w formie
sypkiej lub ptynnej (Sigma-Aldrich) — 0,02; woda wodociagowa do 1 litra. Podloza ste-
rylizowano w 121°C przez 20 minut.

Surowiec. Do badan uzywano oczyszczonego glicerolu odpadowego pochodzacego
z produkcji biodiesla (rafineria Trzebinia — Grupa Lotos) zawierajacego 76% (v/w) glice-
rolu 1 4% (v/w) NaCl. W badaniach uzywano 131,5 g glicerolu odpadowego jako ekwi-
walent 100 g czystego glicerolu.

Warunki hodowli. Hodowle inokulacyjne prowadzono w 250 c¢cm? kolbach Erlen-
mayera zawierajacych 100 cm® odpowiedniego podtoza. Namnazanie biomasy prowa-
dzono przez 72 godziny w temperaturze 30°C na wstrzasarce typu CERTOMAT IS (Sar-
torius Stedim Biotech GmbH) przy 140 rpm. Do zaszczepienia podioza produkcyjnego
uzywano 200 cm?® medium inokulacyjnego. Biosynteza ketokwasow prowadzona byta
w 5-litrowym bioreaktorze Biostat B+ (Sartorius, Niemcy) przy objeto$ci roboczej 2 dm?,
napowietrzaniu 0,6 vvm, w temperaturze 30°C. Szybko$¢ mieszania wynosita 800 rpm,
a odczyn podtoza w trakcie procesu utrzymywano automatycznie na poziomie pH = 3,5
poprzez dodatek 40% NaOH.

Metody analityczne. Biomas¢ oznaczano metoda wagowa — separowano na filtrze
membranowym Millipore o porowatosci 0,45 pm, przemywano woda destylowana i dosu-
szano do stalej masy w temperaturze 105°C. Stezenie biatka w biomasie okreslano metoda
biuretowa [Stewart 1975]. Stezenie glicerolu, kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego

Biotechnologia 11 (3) 2012



8 K. Cybulski i in.

oznaczano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na kolumnie
HyperRez XP carbohydrate H* (Dionex, UltiMate 3000 Series) podtaczonej do dwoch
detektoréw: UV (A =210 nm) i IR w temperaturze 65°C. Analiza prowadzona byta przy
szybkosci przeplywu fazy cieklej (25 mM kwas trifluorooctowy; TFA) wynoszacej
0,6 cm*min’".

SPIS UZYTYCH SYMBOLI

PA — kwas pirogronowy, pyruvic acid

KGA — kwas a-ketoglutarowy, a-ketoglutaric acid

Qs — Objgtosciowa szybko$¢ produkcji kwasu o-ketoglutarowego — volumetric
a-ketoglutaric acid production rate (g:dm=h")

Q,, — objetosciowa szybkos¢ produkcji kwasu pirogronowego — volumetric pyruvic acid
production rate (g:dm>h)

Y oa — Wydajnos¢ catkowita produkeji kwasu o-ketoglutarowego — total yield of
a-ketoglutaric acid (g-g™")

Y,, — wydajnos¢ catkowita produkcji kwasu pirogronowego — total yield of pyruvic acid

(ggh

WYNIKI I OMOWIENIE

Nadprodukcja KGA i PA przez drozdze Y. lipolytica jest mozliwa w warunkach limitacji
wzrostu stezeniem tiaminy, przy nadmiarze zrodta wegla i azotu. Tiamina jest kofaktorem
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej oraz dehydrogenazy a-ketoglutaranowej en-
zymoOw, ktore odpowiadaja za dalsze przemiany PA i KGA w komorce. Jako zrodto tiami-
ny w niniejszej pracy zastosowano namok kukurydziany w formie ptynnej oraz sypkie;j.
Przeprowadzono cztery hodowle okresowe w podtozu zawierajacym 100 g-dm glicero-
lu, rézniace si¢ postacia wprowadzonego namoku kukurydzianego oraz zastosowanym
podtozem inokulacyjnym (YNB oraz podtoze mineralne) (tab. 1).

Tabela 1. Symbol hodowli, rodzaj zastosowanego podloza inokulacyjnego 1 namoku
kukurydzianego
Table 1. Symbol of culture, type of seed culture medium and corn steep used

Symbol hodowli Podtoze inokulacyjne Namok kukurydziany
Batch symbol Seed culture medium Corn steep

A YNB plynny
liquor

B YNB sypki
powder

N mineralne plynny
mineral liquor

mineralne sypki

D .

mineral powder

Acta Sci. Pol.



Dobor podtoza inokulacyjnego do produkcji ketokwasow... 9

Hodowle prowadzono do catkowitego wyczerpania zrodla wegla. Przy zastosowaniu
podtoza inokulacyjnego z YNB calkowite wyczerpanie glicerolu w pozywce nastapito
w 68.—73. godz., natomiast dla podtoza mineralnego czas ten wynosit 92—118 godz. (rys.
1). Warto zauwazy¢, ze krotszy czas utylizacji substratu (68 i 92 godz.) byt atrybutem
hodowli zawierajacych w sktadzie namok kukurydziany w formie ptynnej. Hodow-
le inokulowane komoérkami wyrostymi w podtozu YNB charakteryzowatly si¢ réwniez
wyzszym stezeniem biomasy w fazie stacjonarnej — 13 i 14,2 g-dm? (A i B) w porow-
naniu z pozostalymi, w ktorych stezenie komorek drozdzy wynosito odpowiednio 12,1
i 11,5 g'dm? (C i D) (rys. 1). Wyzsze stezenie biomasy oraz krotszy czas hodowli A i B
moze wynika¢ z obecnosci w podtozu YNB wielu niezbgdnych dla komorek drozdzy
substancji odzywczych i wzrostowych, podczas gdy w sktad podloza mineralnego wcho-
dza jedynie sole mineralne. Zblizone koncowe stezenie biomasy, 11,73 g-dm, uzyskali
Zhou i in. [2010] podczas biosyntezy KGA przez szczep drozdzy Y. lipolytica WSH-Z06
w podlozu rowniez zawierajacym 100 g-dm-3 glicerolu, jednak proces trwat znacznie
dtuzej, bo az 144 godz.

A 4+ KGA O-PA —X B 4+KGA O-PA — X

40 16 10 16

35 14 35 —7 14
= 30 ﬁ#ni 0 T 30 VA - 12
£ 5 10— £ =5 i 10 —
& g [ A g £ & 20 /S F 5
< 15 [/ A £ 5o < 15 Va1 A 5
N T i ik g S el

5 2 5 2

o ree=pa " 0 o 0

0 20 4 60 80 100 120 0 200 4 80 80 100 120
czas [h] — time czas [h] — time

C == GA -O-PA =— X D =KGCA -O0-PA — X

10 16 10 16

35 m 14 35 14
= 30 /"'E’E 12 = 30 ’u___pl:! 12
E 5 10 — E = 10 _
& 20 Vi - & 20 r.d B E
& 15 iyl __'_,.j ) < 15 - 4 A
g 1w ~ 4 g W 45

5 2 5 % 2

0 0 o . . 0

0 20 40 60 80 100 120 0 20 4 80 80 100 120
czas [h] — time czas [h] — time

Rys. 1. Produkcja biomasy [X], kwasu a-ketoglutarowego [KGA] i kwasu pirogronowego [PA]
z glicerolu przez Y. lipolytica A-10 w hodowli okresowej z zastosowaniem podtoza in-
okulacyjnego YNB (wykres A, B) i mineralnego (wykres C, D). Jako zrodta tiaminy uzyto
namoku kukurydzianego ptynnego (wykres A, C) lub namoku kukurydzianego sypkiego
(wykres B, D)

Fig. 1. Biomass [X], a-ketoglutaric acid [KGA] and pyruvic acid [PA] production from glycerol
during batch culture of Y. lipolytica A-10 using YNB (chart A, B) and mineral (chart C,
D) seed culture medium. As a source of thiamine a liquid corn steep liquor (chart A, C) or
a powder of corn steep (chart B, D) was used

Biotechnologia 11 (3) 2012



10 K. Cybulski i in.

Produkcja PA i KGA przebiegata najwydajniej w hodowlach inokulowanych komor-
kami wyrostymi w podtozu mineralnym. Najwyzsze st¢zenie PA, 35,8 g-dm*, oznaczo-
no w 92. godz. hodowli z namokiem ptynnym (hodowla C), natomiast najwigcej KGA,
17,9 g«dm?, w hodowli D z namokiem sypkim w 118. godz. (rys. 1). Wydajnos¢ produkc;ji
PA wynosita 0,35 g-g!, za§ KGA 0,17 g-g™'. Jednak w tych procesach ze wzgledu na dtugi
czas hodowli nie uzyskano zadowalajacych wartosci szybkosci objgtosciowej produkcji
wymienionych kwaséw (Q,,, Q,,,)- Najwyzsza wartos¢ Q,,, 0,49 g-dm~h", uzyskano
w hodowli B, z kolei najwyzsza warto$¢ tego parametru dla KGA, 0,25 g:dm>h"!, w ho-
dowli A (rys. 2).

0,5
— 0,4
— =
'gg '7& 0,3
=S
> & 02 O YKGA
o O QKGA
0.19 mYPA
0 @3 QPA
A B C D
Symbol hodowli
Batch symbol

Rys. 2. Wydajnos$¢ i szybko$¢ objgtosciowa produkceji kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego
z glicerolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica A-10

Fig. 2. Yield and volumetric production rate of PA and KGA by Y. lipolytica A-10 strain from
crude glycerol

Drozdze Y. lipolytica sa naturalnymi auksotrofami tiaminy, jak podaja dane literaturowe,
stezenie tej witaminy niezbedne do ich prawidtowego wzrostu wynosi 200 pg:dm, pod-
czas gdy biosynteza ketokwasdw jest mozliwa w obecnosci ilosci tej witaminy nieprzekra-
czajacej kilku mikrogramow w litrze [Chernyavskaya i in. 2000]. W niniejszej pracy w ho-
dowlach A i B zastosowano podtoze inokulacyjne sporzadzone na bazie gotowego podtoza
YNB, ktoére zawiera niezbgdne mikroelementy i witaminy, w tym tiaming. Wprowadzona
do podtoza objetos¢ inokulum (200 cm?) generowata w podtozu produkcyjnym stezenie
tiaminy na poziomie 4 pg-dm, co w konsekwencji mogto by¢ przyczyna nizszych, w po-
réwnaniu z hodowlami C i D (z mineralnym podtozem inokulacyjnym), stezen uzyskanych
ketokwasow, tym bardziej, ze podloze produkcyjne dodatkowo wzbogacono w namok ku-
kurydziany jako dodatkowe zrédto tiaminy. Substancja ta uzywana jest zwykle w procesach
biotechnologicznych jako zrédlo azotu, zawiera liczne aminokwasy, ale rowniez mikroele-
menty oraz niektore witaminy. Wedtug danych literaturowych stgzenie tiaminy w namoku
kukurydzianym zawiera si¢ w przedziale od 0,09 do 0,3 mg w 100 g namoku [Corn Rafiners
Associacion Inc. 1975, Zabriskie i in. 1982]. W niniejszych badaniach namok dodawano
jednak w niewielkim stezeniu, 0,02 g'dm?, co oznacza, ze dodatkowa ilo$¢ wprowadzo-
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nej tiaminy nie przekraczata 0,06 pg-dm. Catkowite stezenie tiaminy w hodowlach A i B
wynosito wiec okoto 4,06 pg-dm. Jest prawdopodobne, ze zastosowanie mniejszej iloSci
inokulum (5%) lub bardziej rozcienczonego podtoza YNB pozwoli na uzyskanie wyzszych
stezen badanych kwasow. Mineralne podtoze inokulacyjne zawierato zaledwie 0,5 pg-dm
tej witaminy (hodowle C i D), co oznacza, ze po wprowadzeniu 200 cm? inokulum do pod-
toza produkcyjnego (1,8 dm?) stezenie tiaminy wynosito 0,05 pg'dm?. Po uwzglednieniu
ilosci tiaminy w namoku kukurydzianym catkowite st¢zenie tej witaminy w bioreaktorze
bylo zdecydowanie nizsze, okoto 0,11 pg-dm, niz w hodowlach A i B. Jak wspomniano,
nizsze stgzenie tiaminy w hodowlach C i D skutkowato wyzszymi st¢zeniami PA i KGA.
Uzyskane wyniki szybkosci objetosciowej produkcji KGA i PA jednoznacznie wskazuja, ze
zdecydowanie korzystniejsze jest stosowanie ptynnego namoku kukurydzianego (hodowle
A1 C) niz namoku w formie sypkiej (B i D). Uzycie namoku sypkiego skutkowato dtuz-
sza faza wzrostu drozdzy, a tym samym wydhuzeniem czasu hodowli, co widoczne jest na
rysunku 1. Moze by¢ to spowodowane faktem, iz podczas suszenia rozpylowego namoku
cz¢$¢ witamin ulega rozktadowi i w konsekwencji jest ich mniej, ponadto namok ptynny
lepiej si¢ rozpuszcza i w efekcie sktadniki w nim zawarte s tatwiej przyswajalne przez
komorki drozdzy.

Synteza i wydzielanie obu kwaséow do $rodowiska, w przypadku glukozy jako zrodta
wegla, rozpoczynaja si¢ rownolegle i trwaja az do wyczerpania zrodla wegla, a kwasy
produkowane sa w proporcji 75-80% PA do 20-25% KGA [Finogenova i in. 2005]. Jak
wynika z prezentowanych w niniejszej pracy wynikéw, w przypadku glicerolu i zasto-
sowanych warunkéw hodowlanych stosunek ten nieznacznie si¢ rézni na korzys¢ KGA,
ktorego udziat w puli produkowanych kwasow wynosi od 30 do 36% (dane nieprezento-
wane). Optymalizacja warunkow hodowlanych w kierunku nadprodukcji KGA z glicerolu
przez Y. lipolytica WSH-Z06, przeprowadzona przez Zhou i in. [2010], pozwolila na uzy-
skanie w optymalnych warunkach 39,2 g-dm= KGA, podczas gdy stezenie PA wynosito
16,84 g-dm=. Warto zauwazy¢, ze sa to wyniki pochodzace z hodowli wstrzasarkowych,
natomiast podczas biosyntezy prowadzonej w okresowej hodowli bioreaktorowe;j stgzenie
KGA wynosito 35 g:dm?, autorzy nie podali ilosci PA. Znaczaca poprawe proporcji KGA
do PA wymienieni wyzej autorzy otrzymali w wyniku nadekspresji genu kodujacego kar-
boksylaze pirogronianowa ScPYC1 z Saccharomyces cerevisiae i RoOPYC2 z Rhizopus
oryzae w komorkach szczepu WSH-Z06 [Yin i in. 2012]. Podobny efekt zostat uzyskany
wskutek regulacji metabolizmu acetylo-CoA poprzez ekspresj¢ genu ACS1, kodujacego
syntetazg acetylo-CoA z S. cerevisiae oraz genu ACL, kodujacego ATP-zalezna liazg cy-
trynianowa z Mus musculus w komorkach ww. szczepu Y. lipolytica [Zhou i in. 2012].

Biomasa drozdzy z gatunku Y. lipolytica jest dopuszczona do obrotu w UE przez
Europejska Federacj¢ Producentow Pasz, a o jej przydatnosci decyduje ilos¢ bialtka ko-
moérkowego. Wedhug normy PN-81/A-79006 procentowa zawarto$¢ biatka w biomasie
powinna wynosi¢ od 40 do 52%. W pozostatej, po odwirowaniu podioza, biomasie ozna-
czono stezenie biatka metoda biuretowa. Procentowe stezenie biatka rzedu 37,7 1 38,1%
zanotowano dla biomasy z hodowli C i D. Najnizsza zawarto$¢ procentowa biatka miata
biomasa z hodowli A i wynosita ona 23,3% (rys. 3). Te stosunkowo wysokie st¢zenia
biatka wynikaja z zastosowania duzej ilosci azotu w pozywce — zrodtem tego pierwiastka
byto 10 g-dm? (NH,),SO,. Nieco nizsza zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy Y. lipolytica
wyprodukowanej z odpadowych tluszczow uzyskali Musiat, Rymowicz i Kita [2004].
Ilo$¢ protein w biomasie Y. lipolytica A-101 wahata si¢ w granicach 26-31%.
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Rys. 3. Procentowa zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy Y. lipolytica A-10 po hodowli okresowej
z wykorzystaniem podtoza inokulacyjnego YNB (A, B) lub mineralnego (C, D). Zrédto
tiaminy stanowit namok kukurydziany w formie ptynnej (A, C) lub sypkiej (B, D)

Fig. 3. The percentage of protein in the Y. lipolytica A-10 biomass after a batch fermentation
using YNB (A, B) or mineral (C, D) seed culture medium. The source of thiamine was
liquid corn steep liquor (A, C) or powder of corn steep (B, D)

WNIOSKI

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze rodzaj zastosowanego podtoza inokula-
cyjnego odgrywa istotna rolg w procesie biosyntezy KP i KGA. Podloze YNB pozwala
na skrocenie czasu hodowli nawet o 50,5 godz. w poréwnaniu z podtozem mineralnym,
natomiast wprowadza zbyt duze ilosci tiaminy do wydajnej produkcji ketokwasow. Pod-
foze mineralne z kolei, kosztem wydtuzenia procesu, umozliwia uzyskanie zadowalaja-
cych stgzen badanych kwasow oraz dodatkowo bogatej w bialko biomasy. Na przebieg
procesu wplyw miato takze zastosowanie namoku kukurydzianego w dwoch formach.
Uzycie ptynnego namoku kukurydzianego skutkowato wyzsza szybkoscia objgtosciowa
produkcji KP i KGA. Pomimo ze wartosci wydajnosci produkcji KP i KGA nie sa wyso-
kie, uzyskane wyniki $wiadcza o przydatnos$ci szczepu Y. lipolytica A-10 jako potencjal-
nego producenta KP i KGA. Niezbedne sa jednak dalsze badania zmierzajace do poprawy
parametrow ich produkcji, tym bardziej ze wykorzystanie taniego i odnawialnego zrodta
wegla w procesie, czyli gliceryny odpadowej, moze znacznie obnizy¢ koszty produkcji
tych kwasow.
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EVALUATION OF SEED CULTURE MEDIUM TO KETOACIDS
PRODUCTION BY YARROWIA LIPOLYTICA YEAST

Abstract. The aim of the present study was to compare the influence of the seed culture
medium (YNB or mineral) and the sort of corn steep (liquor or powder) on the biosynthesis
of pyruvic and a-ketoglutaric acids from crude glycerol by Yarrowia lipolytica A-10 strain.
Batch cultures were carried out until the substrate exhaustion (100 g-dm of glycerol) and
lasted 68—118 h. Yeast produced from 30.4 to 35.8 g:dm? of pyruvic acid and from 14.4
to 17.9 g-dm™ of a-ketoglutaric acid. Higher values of volumetric production rate of both
acids were achieved when YNB was used as a seed culture medium. The yield of ketoglu-
taric acid production was similar in all culture variants. However, for pyruvic acid the high-
est value of this parameter (0,35 g-g'1) was obtained when mineral medium and corn steep
liquor were used. The highest percentage of protein, about 38%, was determined in yeast
biomass derived after the culture with mineral seed culture medium.

Key words: Yarrowia lipolytica, pyruvic acid, a-ketoglutaric acid, crude glycerol

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 30.09.2012

Do cytowania — For citation: Cybulski K., Tomaszewska L., Rywinska A., 2012. Dobor
podtoza inokulacyjnego do produkcji ketokwasow przez drozdze Yarrowia lipolytica.
Acta Sci. Pol. Biotechnol., 11 (3), 5-14.

Acta Sci. Pol.



M P
o %,
£ %
g 2
& ACTA & Acta Sci. Pol., Biotechnologia 11 (3) 2012, 15-22
ISSN 1644-065X (print) ISSN 2083-8654 (on-line)

MICROBIOLOGICAL CONVERSION OF PURE
AND CRUDE GLYCEROL TO 1,3-PROPANEDIOL

Dorota Orczyk, Daria Szymanowska-Powalowska, Katarzyna Leja

Poznan University of Life Sciences

Abstract. 1,3-propanediol (1,3-PD) is the important product used in chemical industry.
Microbiological synthesis of 1,3-PD from crude glycerol is a good solution, both from an
economic and environmental point of view. The aim of this work was to investigate the ef-
fect of raw material (pure and crude glycerol) on the efficiency of the synthesis of 1,3-PD
by the bacteria Clostridium butyricum DSP1 and Clostridium butyricum DO14 isolated
from the samples taken from natural environment. Two strains of C. butyricum were simul-
taneously investigated. The obtained results showed that the concentration of 1,3-PD was
slightly lower in the case of crude glycerol than in pure glycerol, for both strains. Moreover,
waste glycerol was not completely utilized.

Key words: 1,3-PD, Clostridium spp., pure glycerol, crude glycerol

INTRODUCTION

The observed increase of biodiesel production involves a serious problem of disposal of
by-product, which is a crude glycerol. One of the possibilities of further use of the crude
glycerol is its use as a carbon source in the culture medium for microorganisms of indus-
trial potential. A good example is the microbiological conversion of glycerol to 1,3-PD
[Hao et al. 2008, Amaral et al. 2009, Leja et al. 2011a]. 1,3-PD, also known as trimethylene
glycol, 1,3-dihydroxypropane, propylene glycol and propane-1,3-diol, is an alcohol which
consists of two hydroxyl groups with the molecular formula C,H,O, [Amaral et al. 2009].
It is a valuable chemical intermediate used in the production of polymers, lubricants, cos-
metics, medicines, and as an intermediate compound in the synthesis of heterocyclic com-
pounds [Liu et al. 2007, Zhang et al. 2007, Kubiak et al. 2012]. The rapid development of
biodiesel production leads to the formation large amounts of waste glycerol. Depending on
the type of raw material and production technology, the by-product varies in its composi-
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tion. The crude glycerol besides glycerol can include various impurities [Chatzifragkou,
Papanikolaou 2012]. The crude glycerol is a mixture of glycerol, alcohol, inorganic salts,
free fatty acids, non-reacted mono-, di- and triacylglycerols, methyl esters, variety of other
non-glycerol organic materials, and water [Pagliaro, Rossi 2010]. The pharmaceutical and
cosmetic industries use only purified glycerol. The above mentioned industries require the
crude glycerol to be refined, which means higher costs. An interesting alternative to the
standard and commonly used methods of treatment and the use of glycerol is the biocon-
version of glycerol to 1,3-PD. The significant advantage of this process is not only the use
of untreated waste product, but also a low temperature of microbial synthesis, high selec-
tivity and no toxic by-products [Kosmider et al. 2011].

The glycerol can be metabolized to 1,3-PD by means of microorganisms such as K/eb-
siella pneumoniae, Bacillus welchia, Lactobacillus spp., Enterobacter spp., Citrobacter
spp., and Clostridium spp. [Liu et al. 2007, Leja et al. 2011b]. Unfortunately, most of
1,3-PD producers are pathogenic, which limited it in terms of industrial use. Therefore,
non-pathogenic bacteria of the species C. butyricum seem attractive microorganisms
which may be used in the microbial conversion of glycerol to 1,3-PD. Literature increas-
ingly shows information about the synthesis of this diol from crude glycerol, because it is
an important element of prospective industrial applications [Chatzifragkou, Papanikolaou
2012, Metsoviti et al. 2012a, Venkataramanan et al. 2012, Wilkens et al. 2012].

The aim of this work was to investigate the effect of raw material (pure and waste
glycerol) on the efficiency of the synthesis of 1,3-PD by the bacteria C. butyricum DSP1
and C. butyricum DO14 isolated from the samples taken from natural environment.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Microorganisms

Bacteria of the species C. butyricum DSP1 and C. butyricum DO14 came from the col-
lection of the Department of Biotechnology and Food Microbiology, University of Life
Sciences in Poznan, Poland.

Raw material

The raw material was pure, anhydrous glycerol (POCH S.A.). In addition, a crude glyc-
erol A (pharmaceutical II quality) and crude glycerol B (technical) were used. The char-
acteristic of crude glycerol A and B is shown in Table 1.

Table 1. The characteristic of crude glycerol A and B
Tabela 1. Sktad odpadowego glicerolu A1 B

Component Concentration [%] — Stgzenie

Sktadniki Glycerol A — Glicerol A Glycerol B — Glicerol B

Glycerol — Glicerol 96,5 83,0

Methanol — Metanol 0,01 0,02

M.O.N.G.* 3,0 4,0

Ash as NaCl — Popiot jako NaCl 0,7 8,0

Water — Woda 1,0 8,0

pH 6,6 6,0
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* M.O.N.G. — matter organic non-glycerin — zwiazki organiczne z wytaczeniem glicerolu
Culture medium

Pre-cultures for glycerol utilization experiments were grown in Reincorfed Clostridial
Medium — RCM (BIOCORP Poland Sp.). Production medium was prepared as described
by Himmi et al. [1999]. Compositions of the production medium is showed in Table 2.

Table 2. The compositions of fermentation medium [Himmi et al. 1999]
Tabela 2. Sktad pozywki produkcyjnej [Himmi i in. 1999]

Component — Sktadniki Concentration [g/dm?®] — Stgzenie
K,HPO,*3H,0 3.4
KH,PO, 1,3
(NH,),SO, 2,0
MgSO,*7H,0 0,2
CaCl, 0,02
FeSO,*7H,0 0,05
Yeast extract — Ekstrakt drozdzowy 2,0

Culture medium was supplemented with a pure or waste glycerol at the concentrations
of 70 g/dm?. In addition, a mixture of the minerals was used in the form of the solution
SL, [Papanikolaou et al. 2000], at amount 2 cm*/dm? and indicator of pH — 0.1% bromo-
cresol purple (2 cm?*/dm?). The initial pH of culture medium was 7.05.

Culture media were sterilized at 121°C for 20 minutes.

Fermentation parameters

The inoculum was grown in the RCM medium. Precultivation was carried out in Hungate
tube (10 ml). Precultured bacteria were inoculated to the fermentation medium contain-
ing either pure or crude glycerol. The pH (7.0) was controlled manually in certain time
intervals (every 10 hours) using 20% NaOH and the pH indicator — 0.1% bromocresol
purple. The fermentations were carried in Hungate tube (10 ml) in the culture chamber
for anaerobes (Whitley MG500 by Scientific) at the temperature of 32°C. Samples were
taken every 10 hours.

Analytical Methods

In order to obtain supernatants cultures of analyzed strains were centrifuged for 10 min
at 10000 x g. The cell free supernatants was collected and used for estimation of
1,3-PD production and other by-products (butyric acid, acetic acid, formic acid, lactic
acid, succinic acid, ethanol) production via high liquid performance chromatography
(HPLC) technique. In the experiments Hewlett Packard system consisted of autosam-
pler, pump, oven and refractive index detector was carried out. Analysis were performed
isocratically at flow rate 0.6 ml/min. at 65°C, on column Aminex HPX-87H 300 mm x
7.8 mm (BIO-RAD), with 0.25 mM H,SO, as a mobile phase. Standards were applied to
identify peaks in chromatograms, and peak areas were used to determine the concentra-
tion (ChemStation, Agilent).
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RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis of 1,3-PD is one of the promising ways of biotechnological conversion of crude
glycerol [Zeng, Sabra 2011, Posada et al. 2012]. The results presented in Table 3 showed
that the efficient synthesis of 1,3-PD both from pure and crude glycerol was observed.

Table 3. The final products and the parameters of microbial synthesis of 1,3-PD from pure and
crude glycerol

Tabela 3. Produkty koncowe i parametry mikrobiologicznej syntezy 1,3-propanodiolu z czystego
i odpadowego glicerolu

Raw material Pure glycerol Crude glycerol A Crude glycerol B
Surowiec Czysty glicerol Glicerol odpadowy A Glicerol odpadowy B
Strain C. butyricum
Nazwa szczepu DSP1 DO14 DSP1 DO14 DSP1 DO14
1,3-PD [g/dm?] 36.2+1.22 34.63+1.32 31.07+1.07 26.23+1.02 21.89+0.92 23.72+1.01

Butyric acid [g/dm’]
Kwas mastowy
Acetic acid [g/dm’]
Kwas octowy

7.51£0.51 6.88+0.47 4.81+0.21 6.35+0.42 3.14+0.16 6.61+0.36

4.03+0.22  3.36+0.16 2.71+0.11 3.05+0.19 1.81+0.08 2.11+0.09

Formic acid [g/dm?]
Kwas mrowkowy
Lactic acid [g/dm?]
Kwas mlekowy

0.93+0.06  0.85+0.09 0.51+0.05 0.73+£0.11 0.31+0.03  0.88+0.10

3.34+0.12  0.52+0.11 2.66+0.31 0.08+0.02 1.56+0.11  0.14+0.03

Succinic acid [g/dm?]
Kwas bursztynowy
Ethanol [g/dm?]
Etanol

Total time of fermentation [h]

0.31£0.01  0.20£0.03  0.19+0.02  0.96+0.11  0.13+£0.01  0.43+0.06

1.87+0.09  1.15+0.04 0.76+0.02 1.97+0.08 0.55+0.03  3.02+0.09

Czas catkowity fermentacji 92 2 ” 2 7 2

1 1 0,
Utylization of glycerol [7] 100.0 100.0 100.0 99.66 89.0 99.71
Wykorzystanie glicerolu
Yield [mol, , ,, mol, ] 0.66 0.63 0.56 0.47 0.42 0.42
Wydajnosé

Both C. butyricum DSP1 and C. butyricum DO14 allowed to obtain high concentra-
tions of 1,3-PD as well as the utilization of glycerol at nearly of 90-100%. The highest
concentration of 1,3-PD 36.2 g/dm® and 34.6 g/dm*® was achieved with pure glycerol for
C. butyricum DSP1 and C. butyricum DO14, respectively. Lower values obtained for crude
glycerol B, can be explained by higher content of impurities as compared to the crude
glycerol A. In Clostridium strains two products are formed in addition to 1,3-PD. They
are acetic and butyric acids. Butyric acid is formed after condensation of two molecules of
acetyl-CoA in a reaction chain that involves two NADH-oxidizing steps and the generation
of ATP. Kusharyoto et al. [2011], who investigated the utilization of both, pure and crude
glycerol for the microbial conversion of glycerol to 1,3-PD used C. butyricum p50bl,
and obtained 81% utilization of both materials. 1,3-PD concentration for pure and crude
glycerol was equal to 33.9 and to 31.7 g/dm?, respectively. Wilkens et al. [2012] during
fed-batch fermentation, in 1 dm?® scale, with C. butyricum AKR102a strain obtained for
pure and crude glycerol 93.7 and 76.2 g/dm? 1,3-PD, respectively. Metsoviti et al. [2012 b]
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during fed-batch fermentation, using the strain of Citrobacter freundii FMCC-B 294 with
pure and crude glycerol they achieved 68.1 and 66.3 g/dm? of 1,3-PD, respectively. Venka-
taramanan et al. [2012] used C. pasteurianum ATCC 6013 strain, and received a slightly
lower concentration of 1,3-PD for crude glycerol as a substrate in comparison with the
results obtained for pure glycerol.

Chatzifragkou et al. [2011] with the strain of C. butyricum VPI 1718, showed no
differences in the 1,3-PD concentrations obtained with crude or pure glycerol 11.1 and
11.5 g/dm?, respectively. Jun et al. [2010] with bacterial strain Klebsiella pneumoniae
DSM 4799 achieved a higher efficiency of 1,3-PD synthesis from crude glycerol as com-
pared with pure glycerol. Inhibition effect of impurities from crude glycerol on micro-
organisms also seems to be strain-dependent phenomenon. It should also be noted that
the composition of the crude glycerol varied and depended on both the technology in the
production of biodiesel and the raw material used [Moon et al. 2010].

The type and concentration of impurities present in crude glycerol have a significant
influence on the metabolism of microorganisms and on a final concentration of 1,3-PD
(Table 3). Impurities, such as methanol, salts, fatty acids, and heavy metal ions, had a neg-
ative effect on the course of biochemical reactions in microorganisms [Chatzifragkou,
Papanikolaou 2012]. Alcohol affected the cell microorganism membranes by increasing
membrane’s liquidity. The intensity of interaction depended on the length of the carbon
chain and the concentration of aliphatic alcohol. Despite the fact that the bacteria pos-
sessed defense mechanism (involving the adjustment of the ratio of saturated and unsatu-
rated fatty acids in the tail of the lipid bilayer of the membrane) when the limit of alcohol
concentration exceed, that will have a negative influence on the growth and metabolism
of the bacterial cells [ Venkataramanan et al. 2012]. Impurities in the form of high concen-
tration of monovalent salts caused swelling of the membrane by the weakening the Van
der Waals forces in the tail of the lipid membrane. The salts effect on the energy barrier in
the lipid layer lead to a change in biochemical processes [Petrache et al. 2006].

Biosynthesis of 1,3-propanediol from crude glycerol was current and an important
issue in the valuation of raw material so as to use it in industry. Biotechnological produc-
tion of 1,3-PD in by-product of biodiesel production, namely crude glycerol is a promis-
ing and encouraging alternative to the traditional chemical synthesis.

CONCLUSIONS

The strains C. butyricum DSP1 and C. butyricum DO14 were enabled to convert effi-
ciently crude glycerol to 1,3-propanediol. The next step should be study on the effects of
impurities present in the crude glycerol on synthesis of 1,3-PD to a greater extent.
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MIKROBIOLOGICZNA KONWERSJA CZYSTEGO I ODPADOWEGO
GLICEROLU DO 1,3-PROPANODIOLU

Streszczenie. 1,3-propanodiol (1,3-PD) jest waznym zwigzkiem chemicznym stosowanym
w przemysle chemicznym. Mikrobiologiczna synteza 1,3-PD z wykorzystaniem odpad-
owego glicerolu jest atrakcyjnym rozwiazaniem zaréwno z ekonomicznego, jak i ekologic-
znego punktu widzenia. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu surowca (czystego
i odpadowego glicerolu) na efektywnos¢ syntezy 1,3-PD przez bakterie Clostridium butyri-
cum DSP1 1 DO14. Bakterie wyizolowano ze $rodowiska naturalnego. Koncowe stezenia
1,3-PD byly zblizone dla obydwu badanych szczepéw. W przypadku odpadowych gliceroli
stezenie 1,3-PD byto nieco nizsze niz dla czystego glicerolu. Zastosowanie odpadowych
gliceroli nie pozwolito na catkowita utylizacjg glicerolu.

Stowa kluczowe: 1,3-PD, Clostridium spp., czysty glicerol, odpadowy glicerol
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SELEKCJA UV MUTANTOW DROZDZY YARROWIA
LIPOLYTICA DO BIOSYNTEZY ERYTRYTOLU
Z GLICEROLU
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Izabela Musiat, Waldemar Rymowicz
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Streszczenie. Na drodze mutagenezy indukowanej promieniowaniem UV uzyskano
24 mutanty w szczepie Yarrowia lipolytica Wratislavia K1. Selekcja na podstawie analizy
wzrostu na podtozu YNB z erytrytolem wskazata 9 szczepdw, ktorych powierzchnia kolo-
nii byta zblizona do powierzchni kolonii szczepu wyjsciowego. W 7-dobowych hodowlach
wstrzasarkowych, w podtozach z glicerolem, drozdze produkowaty od 10,3 do 16,6 gdm™
erytrytolu oraz od 11,5 do 17,9 g«dm™ mannitolu. Do hodowli bioreaktorowych wybrano
szczep K1-UV20 oraz K1-UV21. Najwyzsze st¢zenie erytrytolu uzyskano przy wykorzy-
staniu glicerolu odpadowego oraz z dodatkiem NaCl, z udziatem szczepu K1-UV21, ktory
produkowat 78,7 g«dm tego zwiazku z wydajnoscia 0,49 g'g"' i z szybko$cia objetosciowa
produkeji rowna 0,68 g«dm=h'. Badania podobienstwa filogenetycznego, z wykorzysta-
niem metody RAPD-PCR, wykazaly wysokie podobienstwo mutanta Wratislavia K1-UV21
z wyjSciowymi szczepami Y. lipolytica.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, glicerol, erytrytol, mutanty UV

WSTEP

W ostatnich latach udziat biopaliw, w tym biodiesla, w ogolno§wiatowym przemysine
naftowo-paliwowym konsekwentnie wzrasta. Produkcja biodiesla na swiecie w 2008 r.
wyniosta nieco ponad 14 mln ton i byla o przeszto 50% wyzsza niz w roku 2007. W sa-
mej Unii Europejskiej w 2008 r. wyprodukowano ponad 7,7 mln ton tego paliwa (35,7%
wigcej niz rok wezesniej) (tab. 1). W Polsce produkcja biodiesla wyniosta 268 tys. ton
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i wzrosta 2,5-krotnie w porownaniu z rokiem 2007, co oznacza 2% udzial w rynku $wia-
towym [Lipinska i in. 2010].

Tabela 1. Produkcja biodiesla w Polsce i Unii Europejskiej w latach 2002-2011 [www.ebb-eu.org]
Table 1. Biodiesel production in Poland and European Union in the years 2002-2011

2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011%
Lata — Years
Kraj — Country Ilos¢ wyprodukowanego biodiesla [tys. ton]
The amount of biodiesel produced [thousands of tones]
Polska - — — 100 116 80 275 332 370 864
UE 1065 1434 | 1933,4 | 3184 4890 5713 7755 9046 9570 | 22117

* dane z roku 2011 maja charakter szacunkowy — data from 2011 are based on estimates

Wedhug najswiezszych danych, opublikowanych przez portal European Biodiesel Bo-
ard (EBB), w 2011 r. w Polsce wyprodukowano 864 tys. ton biodiesla — ponad dwa razy
wigcej niz w roku 2010 [http://www.ebb-eu.org].

Podczas produkcji biopaliw powstaja produkty uboczne, tj. stoma, makuchy i frakcja
glicerynowa, ktorej gtéwnym skladnikiem jest glicerol (okoto 50%). Warto nadmieni¢, ze
z tony przerobionego oleju powstaje okoto 100 kg glicerolu [Kijora i in. 1995, Hancza-
kowski 2008]. Optymalne wykorzystanie tych odpadéw moze obnizy¢ koszty produkcji
biodiesla i sprawi¢, ze beda one poréwnywalne z kosztami produkcji paliwa konwencjo-
nalnego [Dzieniszewski 2009].

Zagospodarowanie glicerolu w procesach biotechnologicznych cieszy si¢ w ostatnich
latach duzym zainteresowaniem wielu osrodkéw naukowych [Abad i in. 2012, Johnson
iin. 2007, Meher i in. 2006]. Nowym kierunkiem badawczym jest biosynteza erytrytolu
z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica [Rymowicz i in. 2009, Tomaszewska i in. 2011,
Tomaszewska i in. 2012]. Produkcja erytrytolu jest optacalna tylko w procesach z udzia-
fem mikroorganizméw, ale jak dotad w tej biosyntezie jako substraty stosowane byty
jedynie weglowodany [Moon i in. 2010]. Wykorzystanie produktow odpadowych, takich
jak glicerol, moze by¢ interesujace z ekonomicznego punktu widzenia, natomiast zaleta
uzycia w tym procesie drozdzy Y. lipolytica jest przede wszystkim fakt, ze erytrytol pro-
dukowany jest z glicerolu w prostym podtozu mineralnym oraz w warunkach obnizonego
pH $rodowiska hodowlanego [Rymowicz i in. 2009].

Celem pracy byto otrzymanie mutantoéw w szczepie drozdzy Y. lipolytica Wratislavia
K1 za pomoca mutagenezy indukowanej promieniowaniem UV, ich selekcja pod katem
zwigkszonej produkcji erytrytolu z glicerolu oraz préba ustalenia podobienstwa filogene-
tycznego pomigdzy badanymi szczepami.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizmy. Przedmiotem badan byty 24 szczepy drozdzy Yarrowia lipolytica uzy-
skane w wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV szczepu Y. lipolytica Wratislavia
K1 oraz szczepy Y. lipolytica Wratislavia K1, Y. lipolytica Wratislavia 1.31 1 Y. lipolytica
A-101 [Rymowicz i in. 1996, Wojtatowicz 1991]. Pochodzenie oraz histori¢ wykorzy-
stanych szczepdéw przedstawia rysunek 1. Wszystkie badane w pracy szczepy przecho-
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wywano na skosach z podtozem YM (podtoze z ekstraktem drozdzowym i stodowym),
w temperaturze 4°C, w kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno-
$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

szczep wyjsciowy, naturalny, wyizolowany z gleby
zanieczyszczonej olejami na terenie Wroctawia (1980 r.)
wild-type strain, isolated from an oil-field in Wroctaw
(year 1980)

Y. lipolytica
A-101

"

mutant oct’ otrzymany w szczepie A-101 w wyniku
mutagenizacji promieniowaniem UV (1990 r.)

mutant oct isolated from a A-101 strain after exposure to
UV irradiation (year 1990)

Y. lipolytica
Wratislavia 1.31

mutant fiI© wyizolowany z hodowli ciaglej szczepu
Wratislavia 1.31 (chemostat, D=0,016 h™) (1994 r.)
mutant fil" isolated from a Wratislavia 1.31 strain in the
course of continuous culture (chemostat, D=0,016 h™)
(year 1994)

Y. lipolytica
Wratislavia K1

"

mutanty UV otrzymane w szczepie Wratislavia Kl
w wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV (2010 r.)
mutants UV isolated from a Wratislavia K1 strain after
exposure to UV irradiation (year 2010)

Y. lipolytica
Wratislavia K1 UV 1—-24

"
N N N N

s

Rys. 1. Historia wykorzystanych w pracy szczepoéw drozdzy Y. lipolytica
Fig. 1. The history of the Y. lipolytica strains used in this work

Procedura mutagenizacji. Material komérkowy do procesu mutagenizacji pocho-
dzit ze zmywu z 48-godz. skoséw. Biomasg standaryzowano w 1 M buforze fosforano-
wym (pH 6,0) do gestosci 10° kom-em™, a nastgpnie przeniesiono po 10 cm?® zawiesi-
ny komorek do krystalizatoréw o $rednicy 0,05 m. Jako czynnik mutagenny stosowano
promieniowanie UV pochodzace z lampy rtgciowej o mocy 30 W, przy odlegtosci od
zrédta promieniowania wynoszacej 0,5 m. Podczas procesu naswietlania zawiesina byta
poddana ciaglemu mieszaniu na mieszadle magnetycznym MS11 (Wigo). Czas mutage-
nizacji wynosit: 20, 30, 40, 50, 60 i 70 sekund. Po tym czasie zawiesing przetrzymywano
w ciemnosci przez 1 godz., aby nie dopusci¢ do fotoreaktywacji. Nastepnie wykonano
posiewy z kolejnych dziesigtnych rozcienczen na podtoze YM z glicerolem. Po 72 godz.
inkubacji w 30°C zliczono wyroste kolonie 1 obliczono przezywalnosc.

Substrat. W badaniach wykorzystano czysty glicerol (98%) oraz glicerol odpadowy
z produkcji biodiesla, o zawartos$ci 873 g-dm™ glicerolu i 43 g-dm™ NaCl (Wratislavia-
BIO, Wroctaw).

Podloza. Podtoze do testow ptytkowych zawierato (g-dm™): YNB (wyjsciowe podtoze
azotowe) — 0,67; erytrytol — 100; agar — 20,0. Podtoze inokulacyjne do hodowli bioreak-
torowych zawierato (g-dm?): glicerol (98%) — 50,0; ekstrakt drozdzowy — 3,0; ekstrakt
stodowy — 3,0; bactopepton — 5,0; woda destylowana do 1 dm?. Podloze produkcyjne
do hodowli wstrzasanych zawierato (g-dm™): glicerol (98%) — 100,0; (NH,),SO, — 2,5;

Biotechnologia 11 (3) 2012



26 A. Rywinska i in.

MgSO, 7H,0 — 1,0; ekstrakt drozdzowy — 1,0; CaCO, — 2,5; woda destylowana do
1 dm?. Podtoze produkcyjne do hodowli w bioreaktorach miato sktad (g-dm=): glicerol
(98% lub 87,3%) — 150,0; — (NH,),SO, - 2,25; MgSO,-7H,0 - 1,0; KH,PO, - 0,22; eks-
trakt drozdzowy — 1,0; NaCl — 26,4; woda wodociagowa — do 1 dm?. Podtoza sterylizo-
wano w 121°C przez 20 minut.

WARUNKI PROWADZENIA HODOWLI

Testy plytkowe. Wykonano serie pasazy, gdzie badany materiat byt przesiewany ze sko-
su YM na podtoza state na ptytkach Petriego: YM z glukoza, a nastgpnie YNB z erytryto-
lem. W ostatnim etapie za pomoca sterylnej igly wykonano punktowy posiew na $wieze
podioze YNB z erytrytolem. Po kazdym pasazu zaszczepione plytki inkubowano przez
72 godz. w temperaturze 30°C.

Hodowle produkcyjne wstrzasane. Hodowle szczepiono materialem komorkowym
pochodzacym ze skosow. Hodowle prowadzono na wstrzasarce rotacyjnej jw. w 0,3 dm?
kolbach stozkowych zawierajacych 0,03 dm?® podtoza produkcyjnego, przez 7 dni. Proby
do analiz pobierano po zakonczeniu hodowli.

Hodowle inokulacyjne. Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasarce rotacyj-
nej typu CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech GmbH), w 0,3 dm?® kolbach stozko-
wych zawierajacych 0,1 dm® podloza inokulacyjnego, przez 72 godz. w temperaturze
29,5°C, przy 140 rpm. Do zaszczepienia podtoza produkcyjnego w bioreaktorze uzywano
0,2 dm? zawiesiny komoérek namnozonych w hodowli inokulacyjne;.

Hodowle produkcyjne bioreaktorowe. Proces biosyntezy erytrytolu prowadzo-
no w 5-litrowym bioreaktorze Biostat B Plus (Sartorius) przy objeto$ci roboczej 2 dm?.
Szybkos¢ przeptywu powietrza wynosita 0,6 vvm, szybkos¢ obrotowa mieszadta 800 rpm,
temperatura 30°C. W czasie procesu pH = 3,0 utrzymywano automatycznie za pomoca
20% NaOH.

METODY ANALITYCZNE

Biomasg¢ oznaczano metoda wagowa.

Stezenie glicerolu, erytrytolu, mannitolu, arabitolu, kwasu cytrynowego oraz kwasu
a-ketoglutarowego oznaczano metoda HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohydrate H
(Thermo Scientific) o wymiarach 300 x 7,7 mm, potaczonej z detektorami UV (A=210 nm)
i RI (detektor refraktometryczny), w temperaturze 65°C, przy szybkosci przeptywu fazy
cieklej (25 mM kwasu trifluorooctowego; TFA) przez kolumng réwnej 0,6 cm*min’.

Metody biologii molekularnej

Izolacja genomowego DNA. Czyste kultury kazdego szczepu namnazano w podtozu
YM, w 30°C przez 24 godz. W celu uzyskania genomowego DNA wykorzystano handlo-
wy zestaw do izolacji genomowego DNA drozdzy (GeneMARTIX Yeast DNA Purifica-
tion Kit firmy Eru ). Lizg Sciany komorkowej prowadzono przy uzyciu enzymu litykazy
(z Arthrobacter luteus) o stgzeniu 20 mg-cm, przez 30 min, w temperaturze 30°C w ter-
mobloku HLC model MKR13 (Ditabis, Niemcy) z ciaglym wytrzasaniem. Ekstrakcj¢
przeprowadzono zgodnie z zataczonym do zestawu protokotem.
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Reakcja RAPD-PCR. Reakcje RAPD-PCR przeprowadzono z wykorzystaniem
3 starterow: (GAC), (5’-GACGACGACGACGAC-3), (GTG), (5-GTGGTGGTG-3))
i (GTG), (5-GTGGTGGTGGTG-3). Reakcje prowadzono w termocyklerze T-personal
(Biometra, Niemcy). Parametry prowadzenia reakcji RAPD-PCR: 1) 95°C — 3 min;
2) 30 x: 94°C —30's, 48°C — 1 min, 72°C — 30 s; 3) 72°C — 5 min; 4) 4°C pauza.

Elektroforeza w zelu agarozowym. Obecno$¢ produktéw amplifikacji sprawdzono
metoda elektroforetyczna w zelu agarozowym o stgzeniu 1% (TopVisiona Agarose LE,
Fermentas, Litwa). Elektroforez¢ prowadzono w buforze przewodzacym 1 x TAE przez
45 min przy napigciu 105 V. DNA wizualizowano przez dodatek bromku etydyny o stg-
zeniu 10 mg-em w dawce 7 pl na 100 cm? Zelu. Jako marker stosowano GenRuler 1 kb
DNA Ladder o zakresie 250—-10000 bp. Probki nanoszono na zel wraz z buforem obciaza-
jacym w stosunku 5:1. Elektroforeze przeprowadzono z uzyciem zestawu do elektrofore-
zy horyzontalnej Midi SubCell — GT z zasilaczem PowerPack Basic (Bio-Rad, USA).

Analiza statystyczna i wykorzystane programy komputerowe. Pole powierzch-
ni kolonii mierzono przy uzyciu programu ImageJ 1.45s (National Institutes of Health,
USA). Analiz¢ danych wykonano przy wykorzystaniu oprogramowania Statistica 9.1
(StatSoft Incorporated, Tulsa, OK).

Do okreslenia pokrewienstwa filogenetycznego badanych szczepdéw drozdzy wykorzy-
stano program Wilgosz Excel Pstryczek Application, przy wspotczynniku istotnosci 5%.

Spis symboli. X — biomasa (biomass), GLY — glicerol (glycerol), ERY — erytrytol
(erythritol), MAN — mannitol (mannitol), AR — arabitol (arabitol), CA — kwas cytrynowy
(citric acid), KA — kwas a-ketoglutarowy (a-ketoglutaric acid), Q — szybko$¢ produkcji
erytrytolu (erythritol volumetric productivity), q — szybko$¢ wiasciwa produkc;ji erytryto-
lu (erythritol specific production rate), Y — wydajnos¢ erytrytolu (g wytworzonego ERY/g
zuzytego substratu) (erythritol yield; g of produced erythritol/g of used substrate).

WYNIKI I OMOWIENIE

Wykorzystany w prezentowanej pracy szczep Y. lipolytica Wratislavia K1 jest mutantem
octanowym, wyizolowanym z hodowli prowadzonej w warunkach chemostatu drozdzy
Y. lipolytica Wratislavia 1.31 [Rymowicz 1 in. 1996], natomiast Y. lipolytica A-101 jest
szczepem wyjsciowym dla Wratislavia 1.31, co obrazuje rysunek 1. W pierwszym eta-
pie badan szczep Wratislavia K1 poddano mutagenezie za pomoca promieniowania UV.
Wplyw czasu naswietlania na przezywalno$¢ szczepu przedstawiono na rysunku 2. Po
20 sekundach naswietlania stopien redukcji populacji wynosit 54,2% (rys. 2). W podob-
nym do$wiadczeniu, przeprowadzonym dla szczepu Wratislavia 1.31, po 10 sekundach
naswietlania stopien redukcji wynosit 76%, co oznacza, ze szczep rodzicielski byt bar-
dziej wrazliwy na dziatanie promieniowania UV [Rywinska i in. 2003]. Po 70 sekundach
w naswietlanej zawiesinie pozostato tylko okoto 0,01% zywych komorek (rys. 2).

W niniejszej pracy zdecydowano naswietla¢ komorki szczepu Wratislavia K1 w cza-
sie dajacym okoto 1% na przezycie komorek (40 sekund). Po mutagenizacji wyizolowano
30 kolonii, a po procesie oczyszczania do postaci czystej kultury uzyskano 24 szczepy.

W kolejnym etapie badan wykonano 3-etapowy skrining uzyskanych szczepéw do
biosyntezy erytrytolu z glicerolu. Selekcja obejmowalta testy ptytkowe, hodowle wstrza-
sarkowe i okresowe hodowle bioreaktorowe.
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Weczesniejsze badania wskazaly, ze szczep Wratislavia K1 nie wykorzystywat erytry-
tolu jako zrodta wegla, co jak dotad bylo cecha wyrdzniajaca go sposrod innych szcze-
pow drozdzy Y. lipolytica [Rywinska i in. 2010]. W pierwszym etapie selekcji, w testach
plytkowych, poszukiwano szczepu charakteryzujacego si¢ stabym wzrostem na podtozu
z erytrytolem. Uzyskano kolonie o $rednicy od 1,127 do 9,063 mm?, co oznacza, ze zaden
z badanych szczepoéw nie utworzyt mniejszych kolonii niz Wratislavia K1, dla ktérego
$rednica kolonii wynosita 1,077 mm? (tab. 2). Staby wzrost drozdzy w podtozu zawie-
rajacym erytrytol byt krytycznym warunkiem, na podstawie ktorego zredukowano ilos¢
badanych mutantow z 24 do 9.
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Rys. 2. Krzywa przezywalno$ci szczepu Y. lipolytica Wratislavia K1 pod dziataniem promienio-

wania UV
Fig. 2. Survival curve of Y. lipolytica Wratislavia K1 strain exposed to UV irradiation

Drugim etapem selekcji byta biosynteza erytrytolu z glicerolu w 7-dniowych hodow-
lach wstrzasanych. Koncowe stezenie biomasy ksztaltowato si¢ na podobnym poziomie,
od 8 do 10,5 g.dm™. Wyniki te byly zblizone do st¢zenia biomasy (5,7-10,9 g«dm?) otrzy-
manego w hodowlach wstrzasanych z glicerolu kosmetycznego przez inne szczepy droz-
dzy Y. lipolytica [Tomaszewska i in. 2011, 2012]. Wszystkie badane w niniejszej pracy
szczepy produkowaty erytrytol, ktorego koncowe stezenie wynosito od 10,3 do 16,6 gdm,
przy czym najwigcej tego zwiazku produkowat szczep Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21.
W badaniach Tomaszewskiej i in. [2011, 2012], drozdze produkowaly znacznie wigcej
erytrytolu, od 20,0 do 33,6 gdm?, ale do$wiadczenia prowadzono w 10-dniowych ho-
dowlach wstrzasanych oraz w innym podtozu produkcyjnym, sporzadzonym w buforze
fosforanowym. W doswiadczeniach przeprowadzonych przez Ueda i Yamagishi [1997]
szczep Y. lipolytica ATCC 8661, w podtozu zawierajacym 20% glicerolu oraz 1% eks-
traktu drozdzowego, produkowat 43,2 g-dm™ erytrytolu. W prezentowanych w niniejszej
pracy badaniach wszystkie mikroorganizmy oprocz erytrytolu wytwarzaty rowniez pro-
dukty uboczne: arabitol, kwas a-ketoglutarowy, kwas cytrynowy i w zdecydowanie naj-
wigkszych ilo$ciach mannitol (tab. 3). Jego koncowe st¢zenie w ptynach pohodowlanych
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bylo zrdéznicowane i wynosito od 11,5 gdm™ (szczep K1-UV1) do 17,9 gdm? (szczep
K1-UV27). Warto zauwazy¢, ze cztery szczepy: K1-UVI1, K1-UV7, K1UV-25 oraz
K1-UV27 produkowaly wigcej mannitolu niz erytrytolu i by¢ moze zostana wykorzysta-
ne w kolejnych badaniach do doskonalenia procesu biosyntezy tego zwiazku.

Tabela 2. Analiza statystyczna powierzchni kolonii segregantow szczepu Y. lipolytica Wratislavia
K1 na podtozu YNB z erytrytolem

Table 2. Statistical analysis of the size of colony surface of Y. lipolytica Wratislavia K1 segregants
grown on YNB medium with erythritol

Szczep Powierzchniza kolonii ngntllgy gjgsgr(;gﬁe .
Strain . [mmm’] g o
Size of colony surface 1 2 3 4 5 6 7 8
K1 1,077
uv2l 1,127
Uv20 1,138
uv7 1,150
uv27 1,315
Uuv26 1,342
uvi2 1,373
uv2s 1,394
Uuv29 1,411
UVl 1,820
UVl 1,987
uv2g 2,501
UVv1s 2,661
uvi3 2,811
Uve 3,119
UVv1s 3,122
Uv24 3,491
Uuv4 3,768
uv17 3,877
uv3 4,417
uv23 4,742
Uv30 6,084
uvi4 6,202
uv22 7,547
uv9 9,062

ANOVA; Test Duncana; 0=0,05; zmienna: pole powierzchni kolonii; grupy jednorodne
ANOVA; Duncan’s Test; a=0,05; variable: size of the colony surface; homogenous groups
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Tabela 3. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez segreganty szczepu Y. lipolytica
Wratislavia K1 w 7-dniowych hodowlach wstrzasanych

Table 3. Characteristic of the erythritol biosynthesis from glycerol by segregants of Y. lipolytica
Wratislavia K1 strain in 7-day flask cultures

Szczep X ERY MAN AR CA KA Y

Stain _ [gdm’]  [gdm)]  [gdm)]  [gdm?]  [gdn?]  [gdm]  [gg]]
K1-UV1 8,9 10,4 11,5 6,0 0,9 4,0 0,11
K1-UV7 8,5 10,3 16,7 5,0 1,1 43 0,11
K1-UVI12 10,0 15,6 12,8 52 0,7 3,6 0,16
K1-UV20 10,3 16,3 14,6 3,7 0,7 32 0,16
K1-UV21 8,7 16,6 15,7 39 0,7 2,7 0,17
K1-UV2s 8,1 14,0 15,8 5,0 1,1 39 0,17
K1-UV26 9,3 15,7 14,7 3,7 0,8 2,8 0,16
K1-UV27 8,0 15,5 17,9 4,5 0,4 3,6 0,15
K1-UV29 10,5 16,3 12,3 4,0 0,9 23 0,17

Uwzgledniajac wzrost badanych szczepoéw na podtozu statym zawierajacym erytrytol
jako zrodto wegla i wyniki otrzymane w hodowlach wstrzasanych, do hodowli w bioreak-
torze wytypowano szczepy Wratislavia K1-UV21 oraz Wratislavia K1-UV20. W proce-
sach tych zastosowano glicerol kosmetyczny (rys. 3A, 4A) oraz odpadowy (rys. 3B, 4B).
Procesy biosyntezy erytrytolu prowadzono do catkowitego wykorzystania glicerolu, co
trwato, w zaleznosci od szczepu i substratu, od 97 do 175 godz. (rys. 3, 4). Fazg stacjo-
narng drozdze osiagaly w okoto 30 godz. w przypadku glicerolu kosmetycznego, nato-
miast nieco dhuzej rosty w procesach z glicerolem odpadowym, osiagajac jednoczesnie
wyzsze st¢zenie biomasy w fazie stacjonarnej. St¢zenie biomasy po zakonczeniu wzrostu
w przypadku glicerolu odpadowego wynosito 15,2 1 19,4 g'dm™, odpowiednio dla szcze-
puKI1-UV21iKI1-UV20. W hodowlach z czystym substratem plon biomasy byt podobny
w przypadku obu szczepdéw i wynosit okoto 14 g-dm™.

Koncowe stezenie erytrytolu byto podobne w obu szczepach (65,5 oraz 67,3 g'dm™)
w przypadku czystego substratu (rys. 3A, 3B), natomiast ro6znito si¢ znacznie w hodow-
lach z glicerolem odpadowym. W tych procesach uzyskano najwyzsze st¢zenie erytrytolu
przy wykorzystaniu szczepu K1-UV21, gdzie wyniosto ono 78,7 g'dm™ (rys. 4B) oraz
najnizsze, 54,3 g'dm™ (rys. 3B), dla drugiego z badanych szczepow. Poroéwnujac, szczep
wyjsciowy Wratislavia K1 produkowat 84,1 i 80,0 g-dm> erytrytolu, odpowiednio z czy-
stego i odpadowego glicerolu [Tomaszewska i in. 2012].

Na koncu poszczegolnych hodowli stgzenie kwaséw organicznych, cytrynowego
i a-ketoglutarowego, byto sladowe (< 1,0 g'dm™). Dla obu szczepoéw w plynie pohodow-
lanym oprocz erytrytolu oznaczono niewielkie ilosci innych alkoholi wielowodorotleno-
wych. Stezenie arabitolu nie przekroczyto 2,1 grdm?. Koncowe st¢zenie mannitolu bylto
zdecydowanie nizsze niz w hodowlach wstrzasarkowych i nie przekroczyto 4,0 g-dm?
(rys. 3, 4). Przyczyna tego zjawiska jest dodatek chlorku sodu do podtoza w hodowlach
bioreaktorowych, ktory zwigksza selektywnos¢ procesu produkcji erytrytolu [Hattori,
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Suzuki 1974, Kim i in. 1997, Lin i in. 2001]. Jak podaja Yun i Song [1968], dodatek NaCl
do podtoza skutkowat obnizeniem produkcji mannitolu z sacharozy przez Aureobasidium
pullulans. Rowniez w badaniach przeprowadzonych przez Tomaszewska i in. [2012],
zaobserwowano obnizenie produkcji mannitolu po suplementacji podtoza hodowlanego
w NaCl. Cho i in. [1999] prowadzili badania nad wptywem stezenia NaCl w podtozu ho-
dowlanym na produkcjg erytrytolu przez Pichia sp. w hodowlach wstrzasanych. Najwyz-
sze stezenie tego poliolu (17 grdm?) otrzymali w podltozu zawierajacym 60 g'dm NaCl,
natomiast w podtozu niezawierajacym NaCl stgzenie erytrytolu byto dwukrotnie nizsze.
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Rys. 3. Produkcja biomasy, alkoholi cukrowych oraz kwaséw organicznych z glicerolu przez
szczep Y. lipolytica Wratislavia K1-UV20 w hodowli okresowej w bioreaktorze. Substrat:
glicerol kosmetyczny (A), glicerol odpadowy (B)

Fig. 3. Production of biomass, sugar alcohols and organic acids from glycerol by Y. lipolytica
Wratislavia K1-UV20 in bioreactor batch culture. Substrate: pure glycerol (A), crude gly-
cerol (B)
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Rys. 4. Produkcja biomasy, alkoholi cukrowych, kwasow organicznych z glicerolu przez szczep
Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21 w hodowli okresowej w bioreaktorze. Substrat: glicerol
kosmetyczny (A), glicerol odpadowy (B)
Fig. 4. Production of biomass, sugar alcohols, organic acids from glycerol by Y. lipolytica Wratisla-
via K1-UV21 in bioreactor batch culture. Substrate: pure glycerol (A), crude glycerol (B)

Parametry produkcji erytrytolu, takie jak wydajnos¢, szybkos¢ objgtosciowa i1 wla-
Sciwa przedstawiono w tabeli 4. Najwyzsza wartos¢ wydajnosci produkcji erytrytolu,
0,49 g-g', stwierdzono w hodowli szczepu K1-UV21 z glicerolem odpadowym. Taka
sama wydajno$¢ produkceji tego zwiazku prezentowal szczep Wratislavia K1 w hodow-
lach z glicerolem odpadowym [ Tomaszewska i in. 2012]. Wyzsza wartos¢ tego parametru,
0,56 g-g!, uzyskano przy wykorzystaniu szczepu Wratislvia K1 w hodowli okresowej za-
silanej, w ktorej stezenie glicerolu wynosito 300 g-dm™ [Rymowicz i in. 2009]. Natomiast
najwyzsza jak dotad wydajnos¢ produkeji erytrytolu, 0,63 g-g', osiagnigto w hodowli
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z udziatem szczepu Moniliella sp. 440 N61188-12 [Lin i in. 2010]. Obecnie, w procesie
przemystowym wykorzystywane sa drozdze Trichosporonoides megachiliensis SN-G42,
produkujace 335 g-dm? erytrytolu z wydajnoscia 0,47 g-g"' i szybkoscia objgtosciowa
produkcji rowna 2 g:dm~h! [Sawada i in. 2009].

Z wyjatkiem hodowli szczepu K1-UV20 w podtozu z substratem odpadowym, droz-
dze produkowaty erytrytol z podobna szybkoscia objgtosciowa, jak i whasciwa (tab. 4).

Tabela 4. Charakterystyka okresowej biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczepy Y. lipolytica
Wratislavia K1-UV20 1 K1-UV21 w hodowlach bioreaktorowych

Table 4. Characteristic of the erythritol biosynthesis from glycerol in batch bioreactor cultures by
strains Wratislavia K1-UV20 and K1-UV21 of Y. lipolytica

Y. lipolytica Y. lipolytica
Substrat Wratislavia K1-UV20 Wratislavia K1-UV21
Substrate Y Q q Y Q q
[gg'] [gL'h"]  [gig'h'] [gg'] [gL'h']  [gg'h']
Glicerol kosmet
feerol Kosmetyezny 0,46 0,69 0,048 0,45 0,68 0,05
Pure glycerol
Glicerol odpad
1eerol ocpacowy 0,36 031 0,016 0,49 0,68 0,044

Crude glycerol

Dla szczepow Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21 oraz K1-UV9, ktore w selekcyj-
nych testach ptytkowych na podtozu z erytrytolem (tab. 2) wykazywaty odpowiednio naj-
mniejsza i najwigksza powierzchnig kolonii, wykonano testy identyfikacyjne API ID 32 C
(tab. 5), ktore mialy na celu porownanie profili asymilacyjnych badanych mikroorgani-
zmow i ewentualne zweryfikowanie ich przynaleznosci gatunkowej. Porownawcze testy
wykonano dla szczepéw Wratislavia K1, Wratislavia 1.31 oraz A-101. Badane szczepy
asymilowaty tylko osiem sposrod 30 zrodet wegla. Cztery z nich byly wykorzystywa-
ne przez wszystkie szczepy i sa to: N-acetylo-glukozamina, glicerol, glukonian potasu
oraz D-glukoza. Drozdze réznity si¢ zdolnoscia asymilacji alkoholi wielowodorotleno-
wych, erytrytolu nie wykorzystywatly tylko Wratislavia K1. Szczep Wratislavia K1-UV9
w wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV jako jedyny uzyskal zdolno$¢ wzrostu
w podlozu zawierajacym sorbitol. Szczep Wratislavia K1-UV21 posiadat taki sam profil
asymilacyjny jak szczep Wratislavia 1.31. Wszystkie szczepy okazaly si¢ by¢ oporne na
cykloheksymid (tab. 5).

W celu ustalenia podobienstwa filogenetycznego badanych szczepéw wykonano
reakcje RAPD-PCR, czyli losowa amplifikacj¢ polimorficznego DNA, prosta metode
w ktorej nie jest konieczna znajomos¢ sekwencji DNA [Robak i in. 2005] — z tego wzgle-
du jest powszechnie stosowana do roznicowania nieznanych gatunkéw drozdzy.

W niniejszej pracy drozdze roznicowano z wykorzystaniem trzech réoznych starterow:
(GAQ),, (GTG), i (GTG),. Na podstawie wynikow RAPD-PCR wykonano dendrogram
podobienstwa badanych szczepdéw do szczepdw wyjsciowych Y. lipolytica, ktory ujaw-
nit dwie odseparowane grupy, wykazujace migdzy soba 79% podobienstwo (rys. 5). Do
pierwszej zaliczaly si¢ szczepy Wratislavia 1.31 i Wratislavia K1-UV21, ktore wykazy-
waty 100% podobienstwo. Do drugiej grupy zaliczaty si¢ szczepy Wratislavia K1, A-101
i Wratislavia K1-UV9. W obrebie tej grupy najwicksze podobienstwo (97%) zostato za-
obserwowane pomigdzy Wratislavia K1, a A-101.
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Tabela 5. Profil uzdolnien asymilacyjnych szczepow Y. lipolytica, uzyskany w tescie API ID 32 C
Table 5. Assimilation ability profiles of Y. lipolytica strains obtained after API ID 32 C test

Zrodio wegla
Carbon source

Y. lipolytica
A-101

Y. lipolytica Wratislavia

K1

K1UV21

K1UV9

Kontrola (brak substratu)
Control (without substrate)

D-galaktoza — D-galactose

Cykloheksymid (aktydion)
Cycloheximide (actidione)

D-sacharoza — D-saccharose

N-acetylo-glukozamina
N-acetyl-glucosamine

Kwas mlekowy — Lactic acid

L-arabinoza — L-arabinose

D-celobioza — D-celiobiose

D-rafinoza — D-raffinose

D-maltoza — D-maltose

D-trehaloza — D-trehalose

2-ketoglukonian potasu
Potassium 2-ketogluconate

Metylo-D-glukopiranoza
Methyl-D-glucopiranoside

D-mannitol — D-mannitol

D-laktoza — D-lactose

Inozytol — Inositol

D-sorbitol — D-sorbitol

D-ksyloza — D-xylose

D-ryboza — D-ribose

Glicerol — Glycerol

L-ramnoza — L-rhamnose

Palatynoza — Palatinose

Erytrytol — Erythritol

D-melibioza — D-melibiose

Glukuronian sodu
Sodium glucuronate

D-melezytoza
D-melezitose

Glukonian potasu
Potassium gluconate

Kwas lewulinowy
Levulinin acid

D-glukoza — D-glucose

L-sorboza — L-sorbose

Glukozamina — Glucosamine

Eskulina, Cytrynian zelaza
Esculin, Ferric citrate
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100%

Y. lipolytica Wratislavia 1.31 79%

L

Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21

86%

Y. lipolytica Wratislavia K1-UV9

97%

Y. lipolytica A-101

Y. lipolytica Wratislavia K1

% podobienstwa

% of similarity

Rys. 5. Dendrogram podobienstwa szczepow drozdzy Y. lipolytica wykreslony na podstawie wy-
nikow uzyskanych metoda RAPD-PCR ze starterami (GAC),, (GTG), i (GTG),

Fig. 5. Dendrogram of similarity of Y. lipolytica strains analyzed based on RAPD-PCR with
(GAQ),, (GTG), i (GTG), primers

WNIOSKI

W wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV szczepu Y. lipolytica Wratislavia K1,
a nastgpnie selekcji 24 uzyskanych mutantéw, jako najlepszego producenta erytrytolu
wskazano szczep Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21. Badania RAPD-PCR wykazaty
wysokie podobienstwo tego mutanta ze szczepami wyjsciowymi. W bioreaktorowych
hodowlach okresowych szczep Wratislavia K1-UV21 produkowatl erytrytol z wydajno-
Scia zblizona do uzyskiwanej dla szczepu rodzicielskiego w nieco dtuzszym czasie. Ko-
nieczne sg dalsze badania potwierdzajace stabilno$¢ i przydatnos¢ tego szczepu podczas
ciagtej biosyntezy erytrytolu.

PODZIEKOWANIA

Badania realizowano w ramach projektu nr POIG.01.01.02-00-074/09 ,,Biotechnolo-
giczna konwersja glicerolu do polioli i kwasoéw dikarboksylowych”.
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SELECTION OF THE UV MUTANTS OF YARROWIA LIPOLYTICA YEAST
FOR ERYTHRITOL BIOSYNTHESIS FROM GLYCEROL

Abstract. Twenty-four mutants in strain Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 were obtained
after mutagenesis induced by UV irradiation. The selection, on the basis of the growth
ability on YNB medium containing erythritol, indicated nine strains with the size of colony
surface similar to parent strain. In the 7-day shake-flasks experiment, in glycerol media,
yeast produced from 10.3 to 16.6 g«dm? of erythritol and from 11.5 to 17.9 g:dm™ of manni-
tol. For further studies in bioreactor cultures strains K1-UV20 and K1-UV21 were chosen.
The highest concentration of erythritol was obtained by strain K1-UV21 on crude glycerol
medium, where 78.7 g«dm? of erythritol was produced corresponding to 0.49 g'g"! yield and
0.68 gdm>h! volumetric productivity. The analysis of philogenetic similarity of based on
RAPD-PCR method showed high similarity of the mutant strain Wratislavia K1-UV21 to
parental strains of Y. lipolytica.
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