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Szanowni Panstwo,

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

ukazuje sie 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.

Zespot Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTIARUM
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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PROCES ZANIKANIA SUBSTANCJI
ROPOPOCHODNYCH W SKAZONEJ GLEBIE
STYMULOWANY PREPARATEM FYRE-ZYME

Teresa Krzysko-Lupicka', Tomasz Ciesielczuk?,
Marta Chwatowska

! Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Opolski
? Samodzielna Katedra Ochrony Powierzchni Ziemi, Uniwersytet Opolski

Streszczenie. W warunkach laboratoryjnych oceniono przydatno$¢ preparatu o handlowej
nazwie Fyre-Zyme do oczyszczania gleby z substancji ropopochodnych oraz jego wptyw
na dynamike¢ zmian mikroflory glebowej. Testowany preparat, niemajacy w Polsce atestu,
byt najskuteczniejszy w ciagu 6 godzin od wprowadzenia do zanieczyszczonej gleby. Uby-
tek substancji ropopochodnych w tym czasie, w porownaniu z kontrola, wynosit 29%, a po
60 dniach—52%. Preparat Fyre-Zyme wspomagat usuwanie wegglowodorow n-alifatycznych
i WWA, natomiast nie wptywal na ubytek weglowodoréw monoaromatycznych (BTEX).
W obecnosci preparatu, w 60 dniu procesu zaobserwowano zmiany liczebno$ci mikroor-
ganizmoéw glebowych — obnizenie liczby mikroorganizméw eukariotycznych oraz wzrost
liczby mikroorganizméw prokariotycznych. Natomiast nie odnotowano jego wplywu na
liczebno$¢ mikroorganizméw metabolizujacych heksadekan.

Stowa kluczowe: substancje ropopochodne, biodegradacja, biopreparaty, gleba

WSTEP

Wydobycie, transport, magazynowanie i przetwarzanie ropy naftowej wiaza si¢ z nara-
stajacym skazeniem $rodowiska w wyniku przenikania jej do otoczenia (awarie, wycieki
spod rurociagow itp.). Wigkszo$¢ sktadnikow ropy naftowej (weglowodory alifatyczne,
aromatyczne, nafteny, asfalteny, heterozwiazki) jest toksyczna zaréwno dla fauny, jak
i flory, dlatego nalezy je mozliwie szybko usuwaé ze srodowiska naturalnego [Kwapisz
2006], a metody fizyczne i chemiczne nie zawsze sa skuteczne. Istotna rolg w przemia-
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6 T Krzysko-Lupicka i in.

nach zwiazkéw ropopochodnych, skazajacych glebe odgrywaja metody biologiczne,
gdyz szacunkowo okoto 30% zanieczyszczen, ktore sa wprowadzane do gleby, ulega sa-
morzutnemu biologicznemu rozktadowi w reakcjach wielofazowych.

Stopien bioremediacji gleby zalezy od katalitycznej sprawnosci enzyméw obecnych
w komorkach mikroorganizméw badz indukowanych, powstajacych wobec konkretnych
substratow. Taka zdolno$¢ do uruchomienia odpowiednich egzoenzyméw trawiacych we-
glowodory posiadaja bakterie z rodzajow: Pseudomonas, Acinetobacter, Burkholderia,
Arthrobacter, Flavobacterium, Bacillus, Xantomonas, Ralstonia, Commomonas, Micro-
coccus, Vibrio, Mycobacterium oraz Nocardia [Lebkowska i in. 1995, Bieszkiewicz i in.
1997, Eulberg i in. 1997, Duffner i in. 2000, Leys i in. 2005, Pandey i in. 2006, Kolwzan
2008]. Podobne zdolnosci wykazuja takze grzyby z rodzajow: Candida, Pichia, Torulop-
sis, Saccharomyces, Yarrowia, Aspergillus, Cladosporium, Penicillum, Aspergillus i Fu-
sarium [Borowiec i in. 1982, Michalcewicz 1995, Csutak i in. 2010, Krzysko-Lupicka
i Robak 2011].

W usuwaniu substancji ropopochodnych ze $rodowiska uczestnicza réznorodne mi-
kroorganizmy autochtoniczne, ale zaledwie 0,01-1% ogdlnej liczby bakterii glebowych
wykazuje zdolnos¢ do biodegradacji weglowodorow, wykorzystujac je jako zrodto wegla
i energii. Wielu naukowcow widzi duze mozliwo$ci w zastosowaniu mikrobiologicznych
preparatow, efektywnie oczyszczajacych skazony teren [Mrozik i in. 2005, Wojcik i To-
maszewska 2005]. Wigkszo$¢ z tych preparatow zawierala bakterie lub drozdze w formie
biomasy lub immobilizowanych komorek [Kotwzan 2008, Mrozik i in. 2005, Robak i in.
2011], albo preparatow handlowych — DBC-Plus typ R-5 [Papciak i Zamorska 2004].
Jednak stale poszukuje si¢ nowych rozwiazan, ktore w pierwszej kolejnosci wymagaja
przetestowania w skali laboratoryjnej i okreslenia mechanizmu dziatania.

Warunkiem sprawnego przebiegu tego procesu jest dostgpnos¢ wegla organicznego
dla mikroorganizmdw, za$ czynnikiem, ktory ogranicza biodostepnos¢ sktadnikow nafto-
wych, jest ich relatywnie niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, obnizajaca si¢ wraz ze wzro-
stem dhugos$ci tancucha lub iloscig pierscieni w czasteczce [Rosik-Dulewska i in. 2012].
Niska rozpuszczalno$¢ tych zwiazkéw spowalnia tempo ich biodegradacji oraz ogranicza
intensywno$¢ wzrostu mikroorganizméw [Lebkowska 1996].

Wazrost efektywnosci usuwania skazen mozna osiagnac, stosujac roézne techniki sty-
mulacji oraz wprowadzajac do srodowiska biopreparaty (szczepionki drobnoustrojow i/
lub enzymy — oksygenazy, peroksydazy, hydrolazy i dehydrogenazy), ktore przyspiesza-
ja degradacje ropy naftowej i jej pochodnych [Wéjcik i Tomaszewska 2005, Zamorska
i Papciak 2004, Guzik i in. 2008, Szpala i in. 2011].

Celem badan bylo okreslenie przydatnosci biopreparatu o handlowej nazwie Fyre-
-Zyme (nieposiadajacego w Polsce atestu) do wspomagania procesu usuwania substancji
ropopochodnych z gleby oraz przes§ledzenie dynamiki zmian mikroflory glebowe;.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat badawczy stanowita gleba gliniasta zanieczyszczona substancjami ropopochod-
nymi, pobrana z miejsca skazenia i sktadowana przez 2 lata w warunkach naturalnych.
Miata ona posta¢ zatluszczonej masy barwy czarnej o specyficznym zapachu i pH 8,

Acta Sci. Pol.



Proces zanikania substancji ropopochodnych... 7

w ktorej zawarto$¢ substancji ropopochodnych wynosita ok. 17 000 [mg/kg s. m]. Glebg
te wykorzystano do zatozenia modelowych doswiadczen wazonowych.

Preparat Fyre-Zyme (FZ) firmy International Enzymes (wedtug informacji podawa-
nych przez producenta) jest zastrzezona formuta skoncentrowanych enzymow z dodat-
kiem biosurfaktantéw, ktorych zadaniem jest utatwienie desorpcji czasteczek substancji
ropopochodnych w glebie oraz pobudzenie bakterii glebowych do degradacji uwolnio-
nych produktéw ropopochodnych. Fyre-Zyme stanowi bogate Zrédto prostych cukrow,
aminokwasow i innych czynnikéw wzrostu. Do bioremediacji zanieczyszczen ropopo-
chodnych w glebie i w wodzie zalecane jest stosowanie 6% roztworu preparatu.

Proby badane (G+FZ) stanowito 6 wazonow, do ktérych wprowadzano po 1 kg gleby,
a nastgpnie dodano 6% roztwor wodny preparatu enzymatycznego Fyre-Zyme w dawce
10% (m/m). Kontrolg (K) stanowil obiekt bez dodatku preparatu. Wilgotno$¢ utrzymy-
wano na poziomie 60% i co 2 dni uzupehiano ubytki wody, kontrolujac mas¢ wazonow
za pomoca wagi. Doswiadczenia wazonowe zalozono w 3 powtdrzeniach. Tak przygo-
towana glebe w nieostonigtych wazonach inkubowano w temperaturze pokojowej 22°C
(£2°C) przez 60 dni.

Proces usuwania zanieczyszczen z badanej gleby kontrolowano, pobierajac z wazo-
néw kazdorazowo po 10 g gleby do oznaczen chemicznych i mikrobiologicznych. Proby
pobrano na poczatku doswiadczenia (czas 0) po 6 godzinach oraz po 30 i 60 dniach. Sku-
tecznos¢ dziatania preparatu FZ okreslano w stosunku do kontroli (gleba bez preparatu).

Metody mikrobiologiczne

Oznaczenie sktadu jakosciowego i ilosciowego mikroorganizmoéw prowadzono standar-
dowa metoda hodowlana w typowych dla poszczegdlnych mikroorganizméw podtozach.
Wazrost grzyboéw oznaczano w podtozu Czapek z glukoza wg Fassatiowa [1983], drozdzy
—w podtozu YPG z chloramfenikolem (0,1g /1) [Barnett i in. 2000], bakterii — w Nutrient
LAB — Agar™ firmy BIOCORP, promieniowcoéw — w Starch Casein Nitrate Agar firmy
Difco, a mikroorganizmy metabolizujace heksadekan — w podtozu MMT [Robak 2002].
Hodowle bakterii i grzybéw prowadzono w temperaturze 22°C (+2°C).

Po 5 dobach inkubacji oznaczono ogolna liczbg bakterii i drozdzy, a po 10 dobach
— pozostate grupy mikroorganizmoéow. Liczebno$¢ badanych mikroorganizméw podano
w jtk/g s.m. Wyniki opracowano, wyznaczajac odchylenie standardowe od $redniej li-
czebnosci mikroorganizmow.

Zroznicowane makroskopowo kolonie bakterii podzielono na grupy morfologiczne
metoda barwienia Grama, a grzyby strzgpkowe sklasyfikowano na podstawie cech mor-
fologicznych, wykorzystujac klucze diagnostyczne [Barnett i in. 2000].

Metody analityczne

Oznaczanie kwasowosci odpadu w roztworze KCI (pH, ) wykonano metoda potencjo-
metryczna, przy uzyciu pH-metru typu N-512 firmy ELPO. Oznaczenie suchej masy
przeprowadzono metoda wagowa po suszeniu gleby w temperaturze pokojowe;j.

Oznaczanie weglowodorow n-alifatycznych o dtugosci tancucha weglowego od C8
do C40, weglowodorow aromatyczne (BTEX) oraz wielopierscieniowych weglowodo-
réow aromatycznych (WWA) oznaczano metoda chromatografii gazowe;.

Probki do oznaczen chromatograficznych usredniano, wazono i suszono w tempera-
turze pokojowej bezwodnym siarczanem sodowym (POCH) [Ciesielczuk i Kusza 2008].

Biotechnologia 12(1) 2013



8 T Krzysko-Lupicka i in.

Ekstrakcje badanych zwiazkow przeprowadzono w automatycznym ekstraktorze
fexIKA® firmy IKA — Werke. Do ekstrakcji BTEX oraz WWA zastosowano dichlorome-
tan (POCH GC grade) [Ramus i Ciesielczuk 2010]. Do ekstrakcji n-alkanéw — n-heksan
(POCH GC grade). Ekstrakty do analiz WWA oczyszczano metoda chromatografii ko-
lumnowej za pomoca aktywowanego tlenku glinu (Aldrich).

Analizg ilo$ciowa i jakosciowa otrzymanych ekstraktow prowadzono metoda chro-
matografii gazowej, przy zastosowaniu chromatografu gazowego VARIAN CP — 3800
z detektorem FID. Warunki prowadzenia analizy chromatograficznej przedstawiono
w tabeli 1.

Tabela 1. Warunki analizy chromatograficznej
Table 1. The chromatographic analysis conditions

Weglowodory
Warunki GC Hydrocarbons
Conditions of GC WWA n-alifatyczne
BIEX PAHs n-aliphatic
Kolumna kanilarna VF5 —ms, 30 m VF5 —ms, 30 m VF1 —ms, 30 m
C lil]l f mn ID 0,25 mm ID 0,25 mm ID 0,53 mm
apriary cotd if 0,25 um if 0,25 um if 1,50 um

Przeptyw gazu nosnego (He)
The flow of carrier gas

1 cm’® na minute
1 cm’® per minute

1 cm® na minute
1 cm® per minute

3 ¢m’® na minutg
3 cm?® per minute

Temperatura dozownika

250°C

300°C

300°C

Injector temperature

Temperatura detektora

280°C 310°C 325°C
Detector temperature

Program temperaturowy

30-2/4/50/5/150
Temperature range

105-2/4/300-10 100-1/12/320-12

OMOWIENIE WYNIKOW

Wprowadzenie preparatu enzymatycznego FZ do gleby skazonej substancjami ropopo-
chodnymi w niewielkim stopniu ograniczato liczebno$¢ mikroflory glebowej, z wyjatkiem
grupy promieniowcdw (rys. la—e). Po 6 godzinach od wprowadzenia preparatu do gleby
zaobserwowano 10-krotne obnizenie liczebnosci bakterii, drozdzy i grzybow strzgpko-
wych. W trakcie trwania do§wiadczenia liczebno$¢ drozdzy byla nizsza niz w kontroli
(K) i utrzymywata sie na prawie statym wyjsciowym poziomie (10°jtk/g s.m.) W przy-
padku bakterii obserwowano staly wzrost ich liczebnosci, ktory osiagnat maksimum po
60 dniach procesu (1,8-107 jtk/gs.m.) i byt zblizony do kontroli. Natomiast liczebno$¢
grzybow strzgpkowych po 30 dniach inkubacji ulegata obnizeniu w stosunku do kontroli.
Liczba mikroorganizmoéw metabolizujacych hekasadekan utrzymywata si¢ na poziomie
zblizonym do kontroli.

Acta Sci. Pol.
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Rys. 1. Zmiany liczebnosci mikroflory glebowej po 6 godzinach oraz 30 i 60 dniach trwania do-
$wiadczenia; bakterie (a), promieniowce (b), drozdze (c), grzyby strzgpkowe (d), mikro-
organizmy metabolizujace heksadekan (GDW) (e). (K — kontrola; G+FZ — gleba z prepa-
ratem Fyre-Zyme)

Fig. 1. The changes of soil microflora number after 6 hours and after 30 and 60 days of experi-
ment: bacteria (a), actinomycetes (b), yeasts (c), fungi (d) and microorganisms using hexa-
decane as a sole carbon source (HGD)(e). (C — control; S+FZ — soil with Fyre-Zyme)

Biotechnologia 12(1) 2013



10 T Krzysko-Lupicka i in.

Zastosowana modyfikacja gleby preparatem FZ wptywata nie tylko na sktad ilosciowy,
ale takze jako$ciowy mikroorganizméow. Zaobserwowano 18% wzrost liczebnos$¢ bakterii
Gram-ujemnych (tab. 2). Na ten fakt rowniez wskazuja pozostali autorzy, chociaz wykorzy-
stywali w badaniach inne typy preparatow biologicznych [Rakesh i in. 2005]. Zastosowany
preparat sprzyjal takze rozwojowi grzybow strzgpkowych z rodzajow Trichoderma, Acre-
monium oraz klasy Zygomycetes.

Zmianom mikrobiologicznym w glebie modyfikowanej preparatem towarzyszyty zmia-
ny pH i sktadow chemicznych badanych prébek. W obecnosci preparatu FZ odczyn gleby
w porownaniu z kontrola (pH 8) ulegat wyraznemu obnizeniu i utrzymywat si¢ na poziomie
6,8-0,5 (rys. 2). Moze to wskazywaé na aktywno$¢ metaboliczna drobnoustrojow.

Tabela 2. Udzial bakterii G* i G-'w ogolnej populacji [%], w trakcie trwania do$wiadczenia
Table 2. The part of G* and G- bacteria in total population [%], during experiment

Bakterie 6 godzin — 6 hours 30 dni — 30 days 60 dni — 60 days
[%] K/C G+FZ/S+FZ K/C G+FZ/S+FZ K/C G+FZ/S+FZ
G* 16,4 13,3 38,9 28,6 38,7 20,9
G 83,6 86,7 61,1 71,4 61,3 79,1
8,5
8 -
75
T BK/C
o
7 OG+FZ/S+FZ
6,5 - L
6 - T T T 1 .
0 6 godzin— 60 hours 30 dni— 30 days 60 dni — 60 days 22>~ ime

Rys. 2. Zmiany pH probek gleby skazonej substancjami ropopochodnymi po zastosowaniu pre-
paratu enzymatycznego Fyre-Zyme w czasie trwania eksperymentu (K — kontrola; G+FZ
— gleba z preparatem Fyre-Zyme)

Fig. 2. Changes of pH of soil samples polluted with crude oil products after use of enzymatic
reagent Fyre-Zyme during experiment (C— control; S+FZ — soil with Fyre-Zyme)

Po wprowadzeniu preparatu FZ do gleby wzrosta skutecznos¢ procesu usuwania za-
nieczyszczen (rys. 3). W poczatkowym okresie (po 6 godzinach) stopien biodegradacji
zanieczyszczen wynosit 29% w stosunku do zawarto$ci wyjSciowej i zawartosci w probie
kontrolnej. Po 30 i 60 dniach inkubacji degradacji ulegto odpowiednio 47 i 52% wyjscio-
wej iloSci zanieczyszczen. Jednakze réwnolegle w probkach kontrolnych, w czasie in-
kubacji, zachodzity samorzutne przemiany substancji ropopochodnych, bgdace efektem
aktywnosci mikroflory glebowej. Uwzgledniajac ten fakt, w obecno$ci preparatu Fyre-
-Zyme stopien biodegradacji byt wyzszy o 23—-24% w poréwnaniu z kontrola.

Acta Sci. Pol.
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0 6 godzin — 6 hours 30 dni — 30 days 60 dni — 60 days

Rys. 3. Zmiany calkowitej zawartosci substancji ropopochodnych [mg-kg'! s.m.] w skazonej gle-
bie po procesie biodegradacji (K — kontrola; G+FZ — gleba z preparatem Fyre-Zyme)

Fig. 3. The total content of crude oil products [mg-kg'd.m.] in polluted soil after biodegradation
process (C — control; S+FZ — soil with Fyre-Zyme)

Analiza chemiczna substancji ropopochodnych wykazata obecno$é¢ weglowodorow
n-alifatycznych o dlugosci tancucha weglowego od C8 do C40, BTEX (benzen (B),
toluen (T), m+p-ksylen (m+p-x), o-ksylen (0-x), styren (Sty), izopropylobenzen (Izo-pb)
oraz WWA. W tej grupie weglowodorow oznaczono 16 zwiazkow zalecanych do moni-
toringu przez US-EPA: naftalen (Naf), acenaftylen (Acy), acenaften (Ace), fluoren (Flu),
fenantren (Fen), antracen (Ant), fluoranten (Flt), piren (Pir), benzo[a]antracen (B[a]ant),
chryzen (Chr), benzo[b,k]fluoranten (B[b,k]flt), benzo[a]piren (B[a]p), dibenzo[a,h]an-
tracen (D[ah]ant), indeno[1,2,3-c,d]piren (Ind[123]p), benzo[g,h,i]perylen (B[ghi]p).

Weglowodory alifatyczne (C8-C40) ulegaly degradacji w stosunku do ich wyjsciowej
zawartosci w granicach 50% w obecnosci preparatu FZ, a w probkach kontrolnych zmia-
ny te byty na poziomie 31-36%. Sumaryczna ilo$¢ weglowodorow monoaromatycznych
ulegata znacznym zmianom w czasie i osiagneta maksimum w 30. dniu inkubacji zarow-
no w obecnosci preparatu, jak i w kontroli. Jednakze nie zaobserwowano ilosciowych
ubytkow tej grupy weglowodoréw w probkach z preparatem w pordwnaniu ze stgzeniem
wyjsciowym. Sumaryczna zawartos¢ WWA we wszystkich badanych probkach ulegata
wyraznemu obnizeniu w stosunku do stezenia wyjsciowego. W obecno$ci Fyre-Zyme na
poziomie 47-73%, natomiast w probkach kontrolnych po 30 dniach o 82%. Po tym czasie
nastgpowat wzrost ich zawartosci (rys. 4). Mogto to by¢ wynikiem miejscowej desorpcji
i dyfuzji z réznych warstw gleby. Desorpcje zaadsorbowanych czasteczek zwiazkow ro-
popochodnych podejrzewali takze inni badacze [Robak i in. 2011].

Analizujac sktad zarowno jako$ciowy, jak i iloSciowy weglowodordéw alifatycznych
nie mozna jednoznacznie stwierdzié, ktore z nich tatwiej ulegaja biodegradacji. W obec-
nos$ci preparatu w 60. dniu doswiadczenia, w porownaniu z kontrola, zaobserwowano
generalnie obnizenie zawarto$ci weglowodorow alifatycznych, z wyjatkiem ich nizszych
homologoéw (rys. 5 a,b,c).
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Zawartos$¢ badanych zwiazkow monoaromatycznych ulegata obnizeniu w czasie trwa-
nia inkubacji zar6wno w obecnosci preparatu Fyre-Zyme, jak i w kontroli (tab. 3). Wy-
jatek stanowit benzen, ktorego zawarto$¢ generalnie wzrastata w czasie procesu (rys. 7),
co moze sugerowaé oderwanie fancuchow bocznych w zwiazkach monoaromatycznych,
tym bardziej ze rownolegle zaobserwowano wzrost st¢zen nizszych weglowodoréw n-
alifatycznych w poréwnaniu z kontrola.

Tabela 3. Srednia zawarto$¢ weglowodoréw monoaromatycznych (BTEX) po 6 godzinach oraz
301 60 dniach trwania procesu
Table 3. The content of monoaromatic hydrocarbons (BTEX) during experiment after 6 hours,

30 and 60 days
Zawarto$¢ BTEX w probach [mg/kg s.m.] — BTEX content [mg/kg d.m.]
Weglowodor
monoaromatyczny GHFZ/S+FZ K/C
(BTEX) 6h 30 dni 60 dni 6h 30 dni 60 dni
30 days 60 days 30 days 60 days
Benzen 0,88 24,5 13,7 0,56 37,1 3,94
Toluen 0,50 0,28 0,20 1,56 0,26 0,89
Etylobenzen 1,08 0,28 0,75 0,34 0,55 0,09
m+p-ksylen 1,08 0,26 0,22 1,18 0,28 0,22
o-ksylen 0,63 0,07 0,12 1,58 0,28 0,22
Styren 0,73 0,26 0,30 1,37 0,20 0,08
Izopropylobenzen 4,74 0,48 0,71 4,97 0,36 0,54

K — kontrola; G+FZ — gleba z preparatem Fyre-Zyme,
C — control; S+FZ — soil with Fyre-Zyme

Analiza jakos$ciowo-ilosciowa badanych zwiazkow WWA wykazata obnizenie ich
zawarto$ci w poréwnaniu ze st¢zeniami wyjSciowymi zarowno w obecnosci preparatu
FZ, jak i w kontroli. Wyjatek stanowity: fluoranten, piren, benzo(a)antracen i chryzen,
ktorych stezenie wzrastato w probkach G+FZ, natomiast w kontroli wzrastato tylko ste-
zenie benzo(a)antracenu (tab. 4) Podobne zjawiska, np. znacznego wzrostu antracenu
(2000-krotny) czy chryzenu, zaobserwowali w swojej pracy Robak i in. [2011].

Dobrze dobrane biopreparaty moga by¢ skutecznym narzedziem w usuwaniu zwiaz-
kéw ropopochodnych w srodowisku glebowym. Z reguty ich aktywnos¢ jest ukierunko-
wana na degradacj¢ poszczegolnych grup weglowodordw bedacych sktadnikami ropy
naftowej. W trakcie rozktadu zanieczyszczen moga powstawaé metabolity, bardziej nie-
bezpieczne niz zwiazki wyjsciowe, dlatego konieczny jest whasciwy dobor bioprepara-
tow, uwzgledniajacy rowniez ich wptyw na rozwdj roslinnosci. Dotychczas w literaturze
nie opisano efektywnosci i mechanizmu dziatania preparatu Fyre-Zyme w procesach
biodegradacji, wigc trudno si¢ odnie$é do jego skutecznos$ci w usuwaniu réznych zanie-
czyszczen. Zastosowany przez nas w badaniach laboratoryjnych preparat intensyfikowat
proces usuwania substancji ropopochodnych juz w kilka godzin po wprowadzeniu do
zanieczyszczonej gleby; nie wplywat na ubytek weglowodoréw monoaromatycznych, ale
przyspieszat degradacje WWA i weglowodorow n-alifatycznych w pordwnaniu z kontro-
la. Stezenie tych ostatnich ulegto zmniejszeniu w przypadku weglowodorow o dtugosci
fancucha C10-C22, ale réwniez weglowodorow o tancuchach dtuzszych (C24-C40), kto-
re uwazato si¢ do tej pory za oporne na biodegradacj¢ [Piechowiak i Minta 2000, Guzik
iin. 2010].

Acta Sci. Pol.



Proces zanikania substancji ropopochodnych... 15

Tabela 4. Srednia zawarto$¢ wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA)
[mg/kg s.m.] po 6 godzinach oraz 30 i 60 dniach trwania procesu

Table 4. The content of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) [mg/-kg d.m.] during experi-
ment after 6 hours, 30 and 60 days

Zawarto$¢ WWA w probach [mg/kg sm.] — PAHs content [mg/kg dm]
WWA/PAHs G+FZ/S+FZ K/C
6 godzin 30 dni 60 dni 6 godzin 30 dni 60 dni
6 hours 30 days 60 days 6 hours 30 days 60 days
NAPH 18,35 6,22 3,33 23,98 3,70 3,64
Acy 9,41 4,91 2,20 13,82 2,22 2,90
Ace 29,22 11,29 9,78 42,89 4,87 12,12
Flu 4,35 1,76 0,53 5,23 0,87 1,07
Phe 11,88 3,38 3,96 10,17 1,34 2,77
Ant 8,37 6,77 5,32 13,61 1,99 5,27
Flt 4,67 4,21 7,08 23,53 1,26 4,73
Pyr 0,24 1,37 1,41 1,31 0,53 0,57
B(a)ant 0,64 22,4 11,58 2,09 4,63 17,05
Chr 2,53 7,94 4,77 11,60 1,07 0,53
B(b)fit 2,34 12,80 1,40 15,57 2,44 6,48
B(k)fit 6,08 8,49 0,96 5,75 2,28 1,32
B(a)p 0,97 2,34 0,65 4,97 1,77 0,45
In(123)p 5,79 0,53 0,20 27,76 3,99 1,24
D(ah)ant 2,36 2,19 0,78 1,36 3,76 2,46
B(ghi)per 1,08 0,64 0,58 1,84 0,53 0,37

K — kontrola; G+FZ — gleba z preparatem Fyre-Zyme,
C — control; S+FZ — soil with Fyre-Zyme

Zmiany ilosciowe nie mialy charakteru liniowego; w wielu przypadkach w 30. dniu
procesu obserwowano wzrost stezen weglowodorow w poréwnaniu z zawartoscia wyj-
Sciowa. W obecnosci preparatu FZ stopien biodegradacji byt wyzszy o 23—24% w porow-
naniu z procesami samorzutnymi. Zaobserwowano réwniez, ze wprowadzenie preparatu
obnizato pH gleby z 8,0 do 6,8 i utrzymywalo si¢ na poziomie 6,8—6,5 przez caty okres
oczyszczania. Natomiast w procesie samorzutnym (autoremediacja) w 30. dniu po silnym
obnizeniu pH do 6,8 wzrosto ono do 7,2 w 60. dniu, co moze by¢ wskaznikiem przemian
chemicznych. Zachodzace zmiany odczynu gleby byly efektem powstajacych posrednich
produktow biodegradacji, chociaz Zamorska i Papciak [2004] uwazaja, ze zmiany pH nie
maja wyraznego wpltywu na ten proces, ale moga by¢ wskaznikiem zachodzacych prze-
mian. Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze testowany preparat enzymatyczny intensyfi-
kowat proces zanikania substancji ropopochodnych w glebie. Z kolei Ho i Rashid [2008]
wykazali, ze skutecznos¢ bioremediacji osadow oleistych z rafinerii ropy naftowej przy
zastosowaniu innego preparatu — EZ-enzym byta wyzsza niz bez jego uzycia. Stwierdzi-
li rowniez, ze szybko$¢ biodegradacji oleju i smaru w probee osadu zalezata od steze-
nia zastosowanego preparatu. Dawka 100 ppm prowadzita do obnizenia zanieczyszczen
z 8 do 2% w ciagu dziewigciu tygodni procesu.
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WNIOSKI

1. Preparat enzymatyczny Fyre-Zyme okazat si¢ skuteczny we wspomaganiu proce-
sOw usuwania substancji ropopochodnych z zanieczyszczonej gleby. Ubytki zawartosci
substancji ropopochodnych w glebie w obecnosci preparatu byty o 25% wyzsze w sto-
sunku do przemian samorzutnych.

2. Skuteczno$¢ usuwania poszczegdlnych grup zwiazkow chemicznych, sktadnikow
zanieczyszczen ropopochodnych byta zrdéznicowana i uzalezniona od ich budowy che-
micznej — najbardziej podatne byty weglowodory n-alifatyczne z wyjatkiem ich nizszych
homologow.

3. Testowany preparat byt najskuteczniejszy w ciagu 6 godzin od wprowadzenia do
zanieczyszczonej gleby. Ubytek substancji ropopochodnych w tym czasie w poréwnaniu
z gleba bez preparatu (kontroli) wynosit 29%. Po 60 dniach procesu ubytek wzrdost do
52%.

4. Zastosowany preparat obnizat liczebno$¢ eukariotycznych mikroorganizméw gle-
bowych. Natomiast na liczebno$¢ mikroorganizméw prokariotycznych praktycznie nie
miat wplywu.
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THE BIODEGRADATION OF PETROLEUM SUBSTANCES
IN CONTAMINATED SOIL
IN PRESENCE OF FYRE-ZYME PREPARATION

Abstract. The usefulness of the enzyme preparation Fyre-Zyme (trade name) for puri-
fication of hydrocarbon-contaminated soil was investigated under laboratory conditions.
Parallelly, its influence on the dynamics of soil microflora has been tested. Fyre-Zyme,
which does not currently have a certificate in Poland, was the most effective during the first
6 hours of experiment. At this time, in comparison to control soil (without Fyre Zyme), the
content of petroleum substance decreased by 29% and after 60 days by 52%. Fyre-Zyme
preparation assisted the degradation of n-aliphatic hydrocarbons and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) but did not affect in loss of mono-aromatic hydrocarbons (BTEX).
The changes of soil biotic relations were observed at presence of Fyre-Zyme — decrease of
the number eukaryotic microflora and increase of prokaryotic microflora during 60 days of
process. However, the enzyme preparation had no influence on the number of hexadecane
degrading microorganisms.

Key words: petroleum products, biodegradation, preparation, soil
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MIKROFLORA DROZDZOWA
NATURALNIE FERMENTOWANYCH WARZYW

Zbigniew Lazar', Michat Piegza', Ewa Walczak?,
Wojciech Barszczewski!, Matgorzata Robak!

! Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
2 Panstwowa Wyzsza Szkota Zawodowa im. Witelona w Legnicy

Streszczenie. W prezentowanej pracy postanowiono ustali¢, ktore gatunki drozdzy zasie-
dlaja domowe fermentowane produkty: kiszone ogorki, kiszona kapustg oraz kiszone mie-
szane warzywa. Z wybranych do badan kiszonek wyizolowano 75 szczepdw drozdzy, ktore
identyfikowano na podstawie o testu API (bioMerieux), amplifikacji wybranych regionow
gendéw rDNA (NS3-1TS4) i analizy restrykcyjnej oraz skanowania genomu w poszukiwaniu
sekwencji mikrosatelitarnych. Za dominujaca mikroflore¢ wszystkich kiszonych produktow
uznano drozdze Saccharomyces cerevisiae (38,7% izolatow) i Yarrowia lipolytica (25,6%
izolatow). Z kiszonych produktow wyizolowano takze szczepy nalezace do nast¢pujacych
gatunkow: Pichia etchellsii, P. ohmerii, Candida holmii, C. pelliculosa i Shizosaccharomy-
ces japonicus. Wykorzystujac API 32C, niektore izolaty zidentyfikowano tylko do rodzaju,
a z uwagi na ubogie bazy danych szczepoéw wzorcowych nie wszystkie izolaty udato si¢
jednoznacznie zidentyfikowa¢ na poziomie gatunku technikami molekularnymi. Wyniki
badan pozwolily na rozbudowanie tworzonej bazy danych o nowe szczepy drozdzy (szcze-
py o odmiennych profilach restrykcyjnych), co w przysztosci powinno utatwié¢ prowadze-
nie prac identyfikacyjnych.

Slowa kluczowe: drozdze, RAPD, PCR, RLFP, kiszonki

WSTEP

Drozdze sa powszechnie obecne w srodowisku, jednak mato jest danych dotyczacych izo-
latow wystepujacych w zywnosci tradycyjnie fermentowanej czy ukwaszanej. W Polsce,
kraju o duzej tradycji kiszenia warzyw, brak jest opublikowanych danych dotyczacych
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gatunkéw drozdzy wystepujacych w naturalnie kiszonych ogérkach i kapuscie. Identyfi-
kacj¢ drozdzy mozna przeprowadzié¢ z wykorzystaniem klasycznych metod opierajacych
si¢ na charakterystyce morfologicznej i fizjologicznej, ktora otrzymujemy dla danego
izolatu po wykonaniu wielu testow. Pewnym uproszczeniem sa dostepne zestawy iden-
tyfikacyjne (np. API 32C, bioMerieux, Francja), ktore czgsto wystarczaja do okreslenia
gatunku. Nie gwarantuja one jednak otrzymania pewnych, jednoznacznych wynikow,
poniewaz ,,mierza” metabolizm komorki 1 nie umozliwiaja réznicowania szczepoéw nale-
zacych do tego samego gatunku. Przy uzyciu technik biologii molekularnej identyfikacja
drozdzy na poziomie gatunku, a takze réznicowanie poszczegolnych szczepdw, jest bar-
dziej doktadne. Uzyskanie miarodajnych efektow wymaga jednak posiadania adekwat-
nych wynikow dla szczepéw wzorcowych. Metody molekularne znalazty juz zastosowa-
nie do badania drozdzy wystgpujacych w mleczarstwie [Andrighetto i in. 2000, Lopandic
iin. 2006], browarnictwie [Robak i in. 2005, Cocolin i in. 2011] oraz innych fermentowa-
nych produktach zywnosciowych [Tominaga 2004, Raspor i in. 2006, Mercado i in. 2007,
Vogel i Ehrmann 2008, Rantsiou i Cocolin 2008, Abriouel i in. 2008, Hublot i Guyot
2008]. Umozliwiaja nawet $ledzenie zachodzacych podczas fermentacji zmian rézno-
rodnosci populacji mikrobiologicznej [Giraffa i Carminati 2008]. Dzigki tym metodom
mozliwe jest doktadne okreslenie gatunkéw dominujacych na danym etapie fermentacji
i kwaszenia.

Celem badan byto poznanie gatunkoéw drozdzy wystgpujacych w Polsce, w tradycyj-
nie fermentowanej kapuscie, ogorkach i mieszankach warzywnych. Do identyfikacji ga-
tunku oraz zr6znicowana szczepow zastosowano galerie API 32C (bioMerieux), analizg
restrykcyjna powielonego fragmentu NS3-ITS4 rDNA (PCR-RFLP rDNA) oraz skano-
wanie genomu poprzez losowa amplifikacje polimorficznego DNA (RAPD) z czterema
starterami mikrosatelitarnymi.

MATERIAL I METODY

Szczepy drozdzy

Kiszone ogorki, kapusta oraz mieszanki warzywne pochodzity z domowych gospodarstw
z terenu Dolnego Slaska, Kolobrzegu i Rybnika. Szczegélowy wykaz pobranych do
badan probek przedstawiono w tabeli 1. Z probek tych izolowano szczepy i wstepnie
identyfikowano za pomoca testéw API 32C (bioMerieux) oraz z wykorzystaniem metod
molekularnych. Jako podioze izolacyjne stosowano podlozu OGY (zawierajace oksy-
tetracykling (Sigma), glukoze (POCH), ekstrakt drozdzowy (DIFCO). Wzrost drozdzy
prowadzono w temperaturze 28°C przez 3—7 dni. Poszczegodlne izolaty przeszczepiano
na skosy agarowe z podtozem YM (ekstrakt drozdzowy 5g/1 i ekstrakt stodowy 3g/1). Izo-
laty pozyskane z kiszonych ogorkéw, kiszonej kapusty i kiszonych mieszanych warzyw
zdeponowano w kolekcji whasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W pracy wykorzystano tez posiadane w kolek-
cji nastgpujace szczepy wzorcowe: Yarrowia lipolytica A-101, Y. lipolytica A-101-1.31,
Y lipolytica A-101-1.22, Y. lipolytica ATCC 86618, Y. lipolytica ATCC 32338A, S. cere-
visiae PCM 2103, S. cerevisiae CLIB 251, Saccharomyces pastorianus 1244, S. pasto-
rians CLIB 537, S. pastorianus CLIB 276, S. bayanus 320 oraz Schizosaccharomyces
pombe 356 1 Sch. japonicus 354. Wzorcowe szczepy wykorzystano w molekularnej iden-
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tyfikacji i analizie podobienstwa. Niektore ze szczepdw wzorcowych zostaty wezesniej
pozyskane z uznanych $swiatowych kolekcji (ATCC — American Type Culture Collection;
PCM - Polish Collection of Microorganismes; CLIB — Collection de Levures d’Intérét
Biotechnologique).

Tabela 1. Pochodzenie analizowanych szczepow drozdzy, liczba izolatow oraz oznaczenie
Table 1. Provenance of analyzed yeast strains, number of isolates and nicknames

Gospodarstwo Liczba wyizolowanych szczepow Oznaczenie
Farm Number of isolated strains Nickname
Kiszone ogorki — Pickled cucumbers
Swidnica/1 4 1.1;1.3-1.5
Swidnica/2 3 LII-1.V
Jastrzgbie Zdroj/1 6 2.1-2.6
Jastrzgbie Zdrgj/2 5 2.1-2.V
Borynia/1 4 3.1-3.4
Borynia/2 3 3.1-3.110
Kaczyce 6 4.1-4.6
(01 6 5.1-5.5;5.7
02 5 6.1- 6.5
z 42
Kiszona kapusta — Sauerkraut
Kaczyce 4 4.1-4.111; 4.P
Swidnica 4 5.011-5.VI
Rybnik 3 6.1-6.111
K1 4 7.1-7.4
K2 3 8.1-8.3
z 18
Kiszona mieszanka warzywna — Pickled vegetables
Swidnica/1 5 717V
Swidnica/2 3 8.1-8.111
Lwowek Slaski 2 9.1-9.2
Kolobrzeg 3 9.1-9.111
S1 2 10.1-10.2
z 15
Ogolna liczba
Togtal 75
Izolacja DNA

Kultury drozdzy hodowano przez 20 godzin w ptynnym podiozu YM (ekstrakt drozdzo-
wy 5g/l 1 ekstrakt stodowy 3 g/l), w temperaturze 28°C z wykorzystaniem wstrzasarki
(New Brunswick Co.). Hodowle wirowano przez 20 minut przy 12 000 obr./min (wirow-
ka 3-16K, Sigma). Odwirowana biomasa drozdzy po przemyciu sterylna woda desty-
lowana i ponownym odwirowaniu postuzyta do izolacji DNA wedtug zmodyfikowanej
metody Hoffmana i Winstona opisanej przez Barszczewskiego i Robak [2004].
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PCR i analiza restrykcyjna uzyskanego produktu amplifikacji: PCR-RFLP rDNA

Z wykorzystaniem starterow NS3 — ITS4 amplifikowano czg¢$¢ genu rybosomalne-
go DNA zawierajaca obydwa fragmenty rozdzielajace (ITS1, ITS2), caly fragment
5,8S rDNA oraz fragment obejmujacy 18S rDNA. Reakcje PCR prowadzono w termo-
cyklerze (Biometra) w warunkach podanych w pracy Walczak i in. [2007]. Wielko$¢
uzyskanego produktu amplifikacji okre$lano po elektroforezie w 1% zelu agarozowym
(aparat Midi, Sigma) i dokumentowano poprzez wykonanie zdjgcia w systemie BioCapt
(Vilber Lourmat). Produkty PCR trawiono przez 2 godz. z udzialem nastgpujacych endo-
nukleaz: Haelll, Mspl, ScrF1 (Fermentas, 37°C w buforze firmowym) w odpowiednich
buforach. Ilos¢ i wielko$¢ produktow hydrolizy oceniano elektroforetycznie (nanoszono
10 pl/$ciezke i rozdzielano przez 1,5 godz. przy statym napigciu 120 V) oraz dokumento-
wano w postaci zdjecia. Otrzymane profile poréwnywano z profilami 34 szczepoéw refe-
rencyjnych i na tej podstawie identyfikowano nieznany izolat.

RAPD

W metodzie losowej amplifikacji polimorficznego DNA (RAPD) wykorzystano startery
mikrosatelitarne o sekwencjach typu: (GTG),, (GAC),, (GACA), oraz fragment sekwencji
faga M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3"). Reakcje powielenia materialu genetycznego
przeprowadzono w termocyklerze (Biometra) wedlug Walczak i in. [2007]. Elektroforeze
uzyskanych fragmentéw DNA oraz dokumentacj¢ uzyskanych profili prowadzono w wa-
runkach analogicznych do warunkow zastosowanych w przypadku PCR-RFLP rDNA.

Analiza uzyskanych profili DNA i wprowadzanie do bazy danych

Zdjecia profili DNA dokumentowane za pomoca oprogramowania BioCapt (Vilber Lo-
urmat) przenoszono w postaci plikow graficznych (*.tif ) do oprogramowania BioGene
(Vilber Lourmat). Program ten umozliwia precyzyjna analizg¢ wielko$ci DNA oraz ba-
danie podobienstw pomigdzy profilami zarbwno w obrgbie jednego zelu, jak i pomig-
dzy kilkoma zapisanymi zdjgciami. Dodatkowo, w ramach programu istnieje mozliwos¢
precyzyjnego okreslania podobienstwa, przy wykorzystaniu zaprogramowanych formut
matematycznych (wspotczynnik Dice). Na podstawie uzyskanych wspotczynnikow
utworzono dendrogramy podobienstwa szczepow drozdzy w odniesieniu do posiadanych
wzorcow. W celu utworzenia sumarycznego dendrogramu opartego na wynikach analizy
restrykcyjnej 1 kilku analizach RAPD opracowano autorska aplikacje WEPA (Wilgosz
Exel Pstryczek Application) [Walczak 1 in. 2007].

WYNIKI

Kolonie, ktore izolowano z podioza z oksytetracykling, w pierwszej kolejnosci identy-
fikowano na podstawie wykorzystywanych zrodet wegla i programu identyfikacyjnego
producenta galerii API 32C, (bioMerieux), a nastgpnie metodami molekularnymi. Wyniki
tak przeprowadzonej identyfikacji przedstawiono w tabelach 2—4. Dominujaca mikroflo-
ra drozdzowa okazaly si¢ szczepy z gatunku S. cerevisiae oraz Y. lipolytica, stanowiace
odpowiednio 38,7 i 16% ogdlnej liczby izolatow. W przypadku 18 szczepoéw identyfika-
cja gatunku nie byla mozliwa. Trudnos$ci dotyczyly dyskryminacji pomigdzy C. utilis,
a C. pelliculosa dla pigciu szczepdw z kiszonych ogorkow (1.1; 1.3; 4.1;5.1; 6.2),
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czterech z kiszonej kapusty (4.11; 4.111; 8.2; 8.3) i dwoch z kiszonej mieszanki warzywnej
(7.V; 8.1) oraz pomigdzy C. guilliermondi i C. famata dla trzech szczepéw z kiszonych
ogorkow (1.4; 4.2; 5.2), dwoch z kiszonej kapusty (4.P; 7.2) oraz dwoch z kiszonej mie-
szanki warzywnej (9.1; 9.11).

Testy API nie umozliwiaja identyfikacji gatunku w przypadku rodzaju Geotrichum
czy Schizosaccharomyces 1 dlatego w tabeli 2 podano tylko rodzaj. Dla szczepdéw zazna-
czonych gwiazdka (tab. 2, 4) w identyfikacji molekularnej uzyskano odmienne wyniki
niz w identyfikacji fizjologicznej. Dla wszystkich szczepéw wykonano analizg PCR-R-
FLP - rDNA oraz RAPD z czterema starterami. Wyniki w postaci poszczeg6lnych elek-
troforogramow przedstawiono na rysunkach (rys. 1, 2).

Tabela 2. Zidentyfikowane testem API 32C gatunki drozdzy wyizolowane z kiszonych ogorkow
oraz czgstos¢ ich wystgpowania (% ogolnej liczby izolatow)

Table 2. API 32C identification of yeasts strains isolated from pickled cucumber and frequency of
occurrence (% of all isolated strains)

Gatunek Szezep Procent z ogdlnej lic?zby szczepéwi[%]
Species Strain Percentage according to total strains
number
C. utilis/C. pelliculosa 1.1%1.3% 4.1, 5.1; 6.2 12,2
C. guilliermondi/C. famata 1.4% 42,52 7,3
S, cerevisiae 1.5¢ 3.2¢ 3.1¢; 3.11; 3.1I1% fl.3b*; 310
4.4<:53;54;5.7;6.1% 6.3% 6.5 ’
C. pelliculosa 1.1 1.1V 49
P. etchellsii 1.V; 4.5¢; 4.6 7,3
C. lipolytica/Yarrowia 2.1; 2.2, 2.4, 2.5; 2.6; 2.1; 2.1T; 11/26.8
lipolytica 2.111; 2.1V; 2.V; 6.4¢" ’
P. ohmeri 2.3%34 2/4,9
C. holmii 3.1;33 2/4,9
Geotrichum sp. 5.58 1/2,4

* odmiennie zidentyfikowane w analizie molekularnej — differently identified in molecular analysis
*¢ jzolaty wykazujace wzajemnie wysokie podobienstwo w analizie molekularnej — strains showing mutually
high similarity in molecular analysis

Kiszone ogérki

Wsrod izolatow z fermentowanych ogorkow w identyfikacji API 32C dominowaty szcze-
py S. cerevisiae (13) oraz C. lipolytica (11) stanowiace odpowiednio 31 i 25,6% izolo-
wanych drozdzy (tab. 2). Trzy szczepy zidentyfikowano jako P. etchellsii, po dwa jako
C. pelliculosa, P. ohmerii, C. holmii. Dziewig¢ szczepow zidentyfikowano metoda API32
tylko do rodzaju Candida (8 izolatow: C. utilis/C. pelliculosa/C. guilliermondi/C. fama-
ta) i Geotrichum (1 szczep). Zbiorcza analiza PCR-RFLP rDNA izolatéw z kiszonych
ogorkow wykazata bardzo wysokie podobienstwo szczepow zidentyfikowanych testami
API jako C. lipolytica/Y. lipolytica (rys. 3). Posrod 11 szczepow podobnych w 99% zna-
lazt si¢ jeden (2.3) zidentyfikowany w testach API jako P. ohmerii. Nalezy zatem uznaé,
ze identyfikacja API 32C dla tego szczepu nie byta prawidlowa. Szczep 6.4, zidentyfiko-
wany z wykorzystaniem testow API 32C jako C. lipolytica/Y. lipolytica, wykazat z kolei
najwyzsze podobienstwo do szczepu 5.5 (81%), zidentyfikowanego w testach API jako
Geotrichum sp.
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PCR NS3-ITS4 Hae 111 Msp I Scr FI

Kolejnos¢ sciezek od lewej: marker oraz szczepy — Order of the paths from the left: marker and strains
1.1; 1.3; 1.4; 1.101; 1.1V; 2.1; 2.2; 2.3; 2.4; 2.5; 2.6; 2.1; 2.11; 2.111; 2.1V; 2.V; 3.1; 3.11; 3.111

PCR NS3-ITS4 Hae III Msp I Ser FI

Kolejnos¢ sciezek od lewej: marker oraz szczepy — Order of the paths from the left: marker and strains
4.1;5.1;,5.111; 5.1V; 5.V; 5.V1; 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, 8.1, 8.2; 8.3

PCR NS3-ITS4 Hae III Msp I Scr FI

Kolejnos¢ sciezek od lewej: marker oraz szczepy — Order of the paths from the left: marker and strains
7.1 7.1L; 7.111; 7.1V; 7.V; 8.1; 8.11; 8.111; 9.1; 9.2; 9.1; 9.11; 9.111; 10.1; 10.2

11133 5 s 8

Rys. 1. Amplifikacja i analiza restrykcyjna fragmentu NS3-1TS4 genu rDNA niektorych szczepow
drozdzy wyizolowanych z kiszonych ogdrkow (A), z kiszonej kapusty (B) oraz kiszonych
warzyw (C)

Fig. 1. Amplification and analysis of restrictions place of NS3-ITS4 rDNA gen some of the yeast
strains isolated from: pickled cucumber (A), sauerkraut (B) and picled vegetables (C)
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Kolejnosé sciezek od lewej marker oraz szczepy — Order of the paths from the left marker and strains
1.1; 1.3; 1.4; 1111, 1.1V; 2.1; 2.2; 2.3; 2.4; 2.5; 2.6; 2.1; 2.11; 2.111; 2.1V; 2.V; 3.1; 3.11; 3.111
Rys. 2. Analiza RAPD zczterema starterami dla wybranych szczepow izolowanych z kiszonych
ogorkow
Fig. 2. RAPD analysis with four different starters fort he strains isolated from pickleg cucumber

Wsréd izolatow z fermentowanych ogorkow w identyfikacji API 32C dominowaty
szczepy S. cerevisiae (13) oraz C. lipolytica (11) stanowiace odpowiednio 31 i 25,6% izo-
lowanych drozdzy (tab. 2). Trzy szczepy zidentyfikowano jako P. etchellsii, po dwa jako
C. pelliculosa, P. ohmerii, C. holmii. Dziewig¢ szczepow zidentyfikowano metoda API32
tylko do rodzaju Candida (8 izolatow: C. utilis/C. pelliculosa/C. guilliermondi/C. famata)
i Geotrichum (1 szczep). Zbiorcza analiza PCR-RFLP rDNA izolatow z kiszonych ogorkow
wykazata bardzo wysokie podobienstwo szczepoéw zidentyfikowanych testami API jako
C. lipolytica/Y. lipolytica (rys. 3). Posrod 11 szczepow podobnych w 99% znalazt si¢ jeden
(2.3) zidentyfikowany w testach API jako P. ohmerii. Nalezy zatem uzna¢, ze identyfikacja
API 32C dla tego szczepu nie byta prawidlowa. Szczep 6.4, zidentyfikowany z wykorzy-
staniem testow API 32C jako C. lipolytica/Y. lipolytica, wykazat z kolei najwyzsze 81%
podobienstwo do szczepu 5.5 zidentyfikowanego jako Geotrichum sp. Wszystkie szczepy
z kiszonych ogorkow z Kaczyc (4.1-4.6), pomimo zaklasyfikowania na podstawie wyni-
kow testow API 32C do roznych gatunkow (tab. 2), wykazywaly wysokie 84% podobien-
stwo (rys. 4) i nalezatoby je zaliczy¢ do jednego gatunku (S. cerevisiae). Wiele badanych
izolatow wykazywato wzajemnie 96—-100% podobienstwo (rys. 3). Podobne izolaty zgru-
powano w siedem zespotow (a—g). Poszczegdlne zespoty obejmuja nastgpujace szczepy:
a— 1.1/1.3/1.1V/1.4/1.1011; b — 4.2/4.3; ¢ — 1.5/3.2; d — 3.I/3.11]; e — 4.5/4.4/4.6; f — 6.1/6.3
oraz g—6.4/5.5 (tab. 2). Na podstawie tak wysokiego podobienstwa nalezy uznac, ze szcze-
py z danej grupy przynaleza do tego samego gatunku.

Gatunkowa przynalezno$¢ wybranych szczepow izolowanych z ogorkéow nie zostata
w petni potwierdzona zastosowanym protokotem analitycznym. Powielajac metoda PCR
fragment rDNA (NS3-ITS4), uzyskano produkty rézniace si¢ wielko$cia oraz odmien-
nym wzorem w analizie restrykcyjnej. Przyktadowe wyniki analizy restrykcyjnej (PCR-
RFLP rDNA) wskazuja na odmiennos¢ izolatow zidentyfikowanych testami API jako Y.
lipolytica od wzorcow tego gatunku dostgpnych w WEPABAZ (rys. 4A). Wykazuja one
tylko 56% podobienstwa do wzorcow i 100% pomigdzy soba. Identyczny profil dla izola-
tow 1 wzorcow otrzymano w analizie amplikonow po trawieniu enzymem restrykcyjnym
Mspl (rys. 1A), natomiast odmienny po trawieniu enzymem ScrF1. Enzym ten hydrolizuje
produkt amplifikacji wybranego regionu rDNA (1590/1600 pz) izolatéw Y. lipolytica na
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dwa duze fragmenty (1000 pz i 580 pz), podczas gdy w przypadku wzorcoOw odcigcie
dotyczy malego fragmentu nie obserwowanego w elektroforezie (ponizej 150 pz).

W analizie RAPD z czterema starterami izolaty Y. lipolytica wykazywaty od 83 do
98% podobienstwa (rys. 4B). Mozna je zatem uzna¢ za identyczne, chociaz ich profil
r6znit si¢ od profili wzorcéw wykorzystywanych w pracy.
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Rys. 3. Podobienstwo szczepdw wyizolowanych z kiszonych ogérkow na podstawie wynikow
analizy PCR-RFLP rDNA

Fig. 3.

-RFLP rDNA analysis

Similarity of strains isolated from pickled cucumbers on the basis of the results of PCR-
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Rys. 4. Podobienstwo szczepdw Y. lipolytica (wzorcow i izolatdw) na podstawie (A) analizy PCR-
-RFLP rDNA oraz (B) zbiorczej PCR-RFLP rDNA plus RAPD z czterema starterami

Fig. 4. The similarity of Y. lipolytica strains on the basic of PCR-RFLP rDNA analysis (A) and (B)
global: PCR-RFLP rDNA and four starter’s RAPD analysis (B)
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Kiszona kapusta

Wisrdd izolatdéw z kiszonej kapusty w identyfikacji API 32C wykazano osiem szczepow
S. cerevisiae oraz po jednym z gatunkow: C. holmii, P. ohmerii, P. etchellsii (tab. 3).
Tylko cztery izolaty zidentyfikowano do rodzaju Candida (C. utilis/C. pelliculosa/
C. guilliermondi/C. famata). Szczepy te byly bardzo zréznicowane w analizie PCR-
-RFLP rDNA (rys. 5). Izolaty 4.P oraz 6.1 wykazaty natomiast 100% podobienstwo, po-
mimo r6znej identyfikacji metoda API 32C.

Tabela 3. Zidentyfikowane testem API 32C gatunki drozdzy wyizolowane z kiszonej kapusty oraz
czgstos$¢ ich wystgpowania (% ogoélnej liczby izolatow).

Table 3. API 32C identification of yeasts strains isolated from sauerkraut and the frequency of
occurrence (% of all isolated strains)

Gatunek Szczepy Procent z ogdlnej liczby szczepow [%]
Species Strains Percentage according to total strains number
L. 4.1; 5.I; 5.1V; 5.V; 6.11;

S. cerevisiae 71:73.74 42,1

C. ulilis/C. pelliculosa 4.11; 4.111; 8.2; 8.3 21,1

C. guilliermondi/C. famata 4.P*;7.2 10,5

C. holmii 5.VI; 6.111 10,5

C". lzpo.lytzca/Yarrowza 61 53

lipolytica

P. ohmerii 8.1 53

*odmiennie zidentyfikowane w analizie molekularnej — differently identified in molecular analysis

W odniesieniu do izolatow z kiszonych satatek, zidentyfikowanych metoda API jako
S. cerevisiae (tab. 4), sytuacja byla podobna jak w przypadku szczepdéw zidentyfikowa-
nych jako C. lipolyticalY. lipolytica. 1zolaty te wykazywaly od 68 do 97% podobienstwa
pomiedzy soba (rys. 6A) i tylko 47% podobienstwa do innych gatunkdéw z grupy Saccha-
romyces sensu stricto (rys. 6B). Nalezy jednak podkresli¢, ze w pracy jako wzorce stoso-
wano gtéwnie kolekcyjne szczepy o innej etiologii (browarne). Ponadto, poréwnujac izo-
laty browarne i szczepy z fermentowanej zywnosci, zwrdcono uwagg na to, ze powielony
fragment genu rDNA (NS3-ITS4) o wielkosci ok. 2000 pz w przypadku obu ww. grup
po trawieniu enzymem Mspl dawat dwa fragmenty (rys. 1C). W przypadku izolatoéw po-
zyskanych w pracy fragmenty te byly jednak o okoto 200 pz zasad mniejsze. Wskazu-
je to zatem na obecno$¢ w genomie izolatow z fermentowanej zywnosci, dodatkowych
(co najmniej 2) migjsc restrykcji dla tego enzymu i odcigeciu krétkich fragmentéw nie
obserwowanych w elektroforezie.

Kiszone mieszanki warzywne

W kiszonej satatce warzywnej dominowaly z kolei szczepy nalezace do gatunku
S. cerevisiae (55,3%) oraz z rodzaju Candida (33,3%). W satatkach tych nie wykryto
szczepow z gatunku Y. lipolytica. Dla szczepu 7.1V wyizolowanego z fermentowanej
satatki warzywnej potwierdzenie przynalezno$ci gatunkowej, aczkolwiek odmiennej
niz oznaczono z wykorzystaniem API 32C, uzyskano w dwustopniowej analizie opartej
na RFLP-PCR rDNA. W pierwszej wykazano 47% podobienstwa do grupy reprezento-
wanej przez Schizosaccharomyces pombe (rys. 7A), a drugiej 100% podobienstwo do
Sch. japonicus (rys. 7B).
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Rys. 5. Podobienstwo szczepow izolowanych z kiszonej kapusty na podstawie analizy PCR-RFLP
rDNA

Fig. 5. Similarity of strains isolated from sauerkraut based on of PCR-RFLP rDNA analysis

Tabela 4. Zidentyfikowane testem API 32C gatunki drozdzy wyizolowane z kiszonej mieszanki
warzywnej oraz czgsto$¢ ich wystgpowania (% ogolnej liczby izolatow)

API 32C identification of yeasts strains isolated from pickled vegetables and the frequen-
cy of occurency (% of all isolated strains)

Table 4.

Gatunek Szczepy Procent z ogolnej liczby szczepow [%]
Species Strains Percentage according to total strains number

S. cerevisiae ;;” 791111’1571101% *S'H; 8.1IL; 53,3

P. ohmerii 7IV* 6,7

C. ulilis/C. pelliculosa 7.V.8.1 13,3

C. holmii 9.1* 6,7

C.guilliermondi/C. famata 9.I;9.11 13,3

P, etchellsii 10.2* 6,7

*odmiennie zidentyfikowane w analizie molekularnej — differently identified in molecular analysis
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Rys. 6. Podobienstwo szczepow izolowanych z kiszonych satatek warzywnych na podstawie ana-
lizy PCR-RFLP rDNA. (A) podobienstwo wszystkich izolatow; (B) podobienstwo szcze-
pow identyfikowanych w API jako S. cerevisiae do siedmiu wzorcowych szczepow z ro-
dzaju Saccharomyces

Fig. 6. Similarity of strains isolated from pickled vegetables on the basic of PCR-RFLP rDNA
analysis. (A) similarity between all strains; (B) similarity of strains identified by API test

as a S. cerevisiae to seven type strains of Saccharomyces gender
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Rys. 7. Molekularna identyfikacja szczepu 7.IV do rodzaju (A) oraz do gatunku (B) oparta na
analizie PCR-RFLP rDNA

Fig. 7. Molecular identification of 7.IV strain to the genus (A) and species (B) based on PCR-
-RFLP rDNA analysis

OMOWIENIE WYNIKOW

Wysoce czule i powtarzalne metody oparte na technikach analizujacych materiat genetycz-
ny sa coraz bardziej popularne jako metody rdéznicowania szczepéw mikroorganizmow.
W badaniu drozdzy najczesciej wykorzystywane sa dwie techniki: polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcji (RFLP) gendw rDNA oraz losowo amplifikowany polimorficzny
DNA (RAPD) [Abriouel i in. 2008]. Pierwsza z nich, bazujaca na analizie restrykcyjnej
genéw rRNA (PCR-RFLP rDNA), pozwala na réznicowanie szczepow nalezacych do
tego samego rodzaju [ Yamagishi i in. 1999, Loureiro i Querol 1999], a czgsto nawet do
tego samego gatunku [Baleiras-Couto i in. 1996, Perez i in. 2001, Raspor i in. 2006].
W metodzie tej wykorzystana jest budowa genu 45S pre-rRNA kodujacego jednoczesnie
trzy rybosomalne kwasy nukleinowe (18S rRNA; 5,8S rRNA i 26S rRNA) i zawieraja-
cego sekwencje niekodujace (ITS1, ITS2) [Gromadka i Rytka 2000]. Gen ten wystepuje
w wielu kopiach w genomie jadrowym komorki eukariotycznej. U kilkunastu gatunkow
drozdzy kodujace obszary tego genu sg wysoce homologiczne (od 87-99%), podczas gdy
obszary niekodujace roznia si¢ zarowno wielkoscia, jak i sekwencja nukleotydowa [de
Barros Lopes i in. 1996, Souciet i in. 2000, Las Heras-Vazquez i in. 2003, Lopandic i in.
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2006, Senses-Ergul i in. 2006]. Pham i in. [2011] stosujac technik¢ PCR-RFLP rDNA
oparta na analizie restrykcyjnej regionéw ITS1 oraz ITS2 z wykorzystaniem 3 endo-
nukleaz (Cfol, Haelll, Hinfl), wykazali obecno$¢ 59 szczepow drozdzy ,,dzikich” (nie
Saccharomyces 1 nie browarnych Saccharomyces) skazajacych proces produkcji piwa,
a takze obecnos$¢ izolatow z rodzaju Pichia. W tej pracy takze wykazano odmienno$é
niekodujacych fragmentow (ITS111TS2).

Druga z ww. technik biologii molekularnej RAPD jest odmiana PCR. Jak dotad byta
ona wykorzystywana m.in. do r6znicowania drozdzy gornej i dolnej fermentacji [Tour-
nai-Lehoczki i Dlauchy 2000] oraz drozdzy wystepujacych w roznych produktach zyw-
no$ciowych [Robak i in. 2005, Piegza 1 in. 2006, Walczak i in. 2007]. Fakharedine i in.
[2011] zastosowali mikrosatelitarny starter (GTG), do réznicowania drozdzy zawartych
w $ciekach z pochodzacych z wytlaczarni oleju z oliwek. Guenaoui i in. [2013] z kolei
wykorzystali technike¢ RAPD w badaniu pokrewienstwa odmian czosnku dzikiego (A4!/-
lium ampeloprasum). W porownaniu z PCR jedyna réznica w wykonaniu polega na za-
stosowaniu jednego, a nie dwoch starterow reakcji amplifikacji fragmentu (6w) materiatu
genetycznego. W RAPD powieleniu ulegaja przypadkowe odcinki DNA rozpoczynajace
si¢ sekwencja komplementarna do zastosowanego startera i konczace sekwencja uzytego
startera. ,,Losowe” przytaczanie si¢ starteréw podczas PCR zachodzi na catej dtugosci
matrycy i dlatego przeprowadzamy w ten sposob ,,skanowanie” calego genomu. Wada
tej metody jest stosunkowo niska powtarzalnos¢ analiz przeprowadzanych przez rézne
laboratoria [Marciniak i Robak 2013]. Specyficznos¢ RAPD jest $cisle zwiazana z se-
kwencja wykorzystanego startera i dlatego w celu poprawnego réznicowania czgsto sto-
suje si¢ kilka amplifikacji z réznymi starterami [Robak i in. 2005]. Wielko$¢ produktow
jest takze uwarunkowana zastosowanym czasem etapu elongacji podczas PCR. Im jest
on krétszy, tym krotsze odcinki ulegaja powieleniu. Zmiennos$¢ produktow w RAPD jest
takze uwarunkowana zastosowana polimeraza, dobrana temperatura annealingu, a na-
wet wykorzystanym termocyklerem. Dlatego w metodzie RAPD tak istotne jest wybra-
nie odpowiedniego profilu temperaturowo-czasowego podczas reakcji powielania DNA
i stosowanie tej samej polimerazy. Niemniej, jest to najtansza metoda, nieuwarunkowana
wczedniejszym poznaniem sekwencji genomu czy wybranych gendw.

Metodologia oparta na RAPD sprawdzita si¢ takze w przypadku oceny zmian ge-
netycznych jakie zaszty w genomie transformantow Y. lipolytica. W czterech analizach
RAPD ze starterami M13, (GTG),, (GAC), i (GACA), transformanty, w ktérych doszto
do homologicznej lub heterologicznej integracji wprowadzanej kasety, podzielity si¢ na
dwie grupy [Walczak 2009, praca doktorska, dane niepublikowane].

Uzyskane profile elektroforetyczne poréwnywano ze zgromadzonymi w WEPABAZ
wzorcami [Barszczewski i in. 2006]. Nie zawsze uzyskiwano jednak jednoznaczne wy-
niki. Takze klasyczna identyfikacja oparta na testach wzrostowych nie zawsze umozliwia
dokonanie petnej identyfikacji. Verweij i in. [1999] porownali siedem systemdw identyfi-
kacji fizjologicznej drozdzy, uzyskujac wtasciwy wynik dla 59,6-80,8% badanych szcze-
poéw drozdzy klinicznych. Biorac pod uwage wyniki badan wlasnych oraz prac innych
autoréw, nalezy zatem stwierdzi¢, ze w wielu przypadkach dopiero zderzenie roznych
metod umozliwia poprawna identyfikacje.
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PODSUMOWANIE

Zastosowana metodologia badawcza (identyfikacja fizjologiczna i molekularna) umozli-
wita identyfikacjg i oceng pokrewienstwa drozdzy izolowanych z kiszonych produktow
warzywnych. Populacja drozdzy izolowanych z fermentowanej zywnosci cechuje sig¢ od-
miennymi, od szczepow browarnych czy serowarskich, sekwencjami genomu. W wyni-
ku przeprowadzonych badan wzbogacono kolekcj¢ drozdzy w Katedrze Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci 0 nowe szczepy, pozyskane w Polsce z naturalnie fermentowa-
nych kiszonek warzywnych.

WNIOSKI

1. Dominujaca mikroflora drozdzowa w kiszonych warzywach sa przedstawiciele
gatunku Saccharomyces cerevisiae i Yarrowia lipolytica.

2. Napodstawie analizy profili elektroforetycznych uzyskanych w PCR-RFLP rDNA
oraz RAPD wykazano wysokie podobiefistwo posrod izolatow zidentyfikowanych jako
S. cerevisiae oraz izolatow zidentyfikowanych jako Y. lipolytica.

3. Szczepy izolowane z fermentowanej zywno$ci wykazuja odmienne wzgledem
szczepow kolekcyjnych, browarnych i serowarskich wtasciwosci genomu (dodatkowe
miejsca restrykcji).

4. W przypadku kilku szczepdéw molekularna identyfikacja nie potwierdzita przyna-
leznosci gatunkowej ustalonej na podstawie testow API 32C.

5. Szczepy wyizolowane z jednej partii ogdrkow, zidentyfikowane jako rézne gatun-
ki na podstawie wynikow analizy API 32C, w analizie RFLP-PCR rDNA wykazaty 84%
podobienstwo.

6. Obie zastosowane metody nie daja 100% pewnosci co do uzyskanych wynikoéw
identyfikacji.

7. Metody molekularne jednoznacznie ukazuja podobienstwo izolatow nalezacych
do tego samego gatunku.
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YEASTS MICROFLORA OF NATURALLY FERMENTED VEGETABLES

Abstract. This research aims at determining which yeast types can be encountered in the
following home products: pickled cucumbers, sauerkraut and mixed pickled vegetables.
Seventy-five strains of yeast have been isolated from the pickles selected for the research.
These strains have been identified on the basis of API tests (bioMerieux), amplification of
the selected regions of DNA genes (NS3-1TS4) and restrictive analysis, as well as genome
scanning, performed in order to detect microsatellite sequences. Yeast Saccharomyces cer-
evisiae (38.7% isolates) and Yarrowia lipolytica (25.6% isolates) have been determined as
a dominant microflora for the pickles. There have been also isolated strains belonging to
the following types: Pichia etchellsii, P. ohmerii, Candida holmii, C. pelliculosa and Shizo-
saccharomyces japonicus. With the use of API 32C, some isolates have been identified
merely in accordance to their type, and due to a limited data base of model strains, not all
the isolates have been possible to be classified on the level on their type with the support of
molecular techniques. The obtained results of the research allowed to supply the database
with new yeast strains (strains of different restrictive profiles), which should consequently
facilitate conducting the identifying works.

Key words: yeast, RAPD, PCR, RLFP, pickles
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BIOSYNTEZA ERYTRYTOLU Z GLICEROLU
PRZEZ SZCZEP YARROWIA LIPOLYTICA
WRATISLAVIA K1-UV21 W ROZNYCH SYSTEMACH
HODOWLANYCH

Anita Rywinska, Ludwika Tomaszewska, Krzysztof Cybulski,
Waldemar Rymowicz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Erytrytol, czterowgglowy alkohol wielowodorotlenowy, jest substancja sto-
dzaca coraz czgsciej stosowana jako zamiennik sacharozy. Jego produkcja na skalg przemy-
stowa odbywa si¢ wyltacznie w procesach biotechnologicznych.

Celem pracy byto poréwnanie wydajnosci i dynamiki produkcji erytrytolu z glicerolu odpa-
dowego, pochodzacego z produkcji biodiesla, przez szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia
K1-UV21 w hodowli okresowej, okresowej zasilanej i powtoérzeniowej hodowli okresowe;.
Hodowle prowadzono w bioreaktorze Biostat B Plus. Catkowite stezenie glicerolu wynosito
1501250 g-dm, odpowiednio w hodowli okresowej i okresowej zasilanej. Powtorzeniowa
hodowlg okresowa rozpoczgto jako hodowlg okresowa zasilana, a po wyczerpaniu glicero-
lu, z bioreaktora usunigto 40% jego zawartosci i uzupeliono taka sama objgtoscia §wieze-
go podtoza. Po kazdej wymianie st¢zenie glicerolu wynosito 100 g-dm™. Przeprowadzono
4 takie cykle. W hodowli okresowej i okresowej zasilanej drozdze produkowaty odpo-
wiednio 84,1 i 136 g-dm? erytrytolu. Wydajno$¢ produkeji tego zwiazku byta zblizona
(0,53 g'g") w obu systemach hodowlanych, natomiast szybko$¢ objetosciowa, jak i wia-
Sciwa syntezy erytrytolu byla wyzsza w hodowli okresowej. Podczas powtorzeniowej ho-
dowli okresowej wysoka wydajnos¢ (0,51-0,55 g-g™), jak i dynamike produkcji erytrytolu
(0,80—1,05 grdm>h")uzyskano podczas trzech pierwszych cykli.

Stowa kluczowe: erytrytol, Yarrowia lipolytica, glicerol odpadowy, hodowla okresowa,
hodowla okresowa zasilana, powtorzeniowa hodowla okresowa

WSTEP

Erytrytol jest jedynym poliolem, do ktérego produkcji na skalg przemystowa wykorzystuje
si¢ naturalny proces fermentacji [O'Brien-Nabros i in. 2011]. Zdolno$¢ do nadprodukcji
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znacznych ilosci erytrytolu posiadaja takie rodzaje grzybow strzgpkowych i drozdzy jak
np.: Moniliella, Aureobasidium, Trichosporon, Candida, Pichia, Torulopsis, Trigonopsis
[Moon i in. 2010]. Jako Zrédlo wegla i energii wykorzystywane sa w tym procesie: czy-
sta glukoza, sacharoza, a takze glukoza pochodzacej z enzymatycznej lub chemicznej
hydrolizy skrobi kukurydzianej albo skrobi pochodzacej z pszenicy [Aoki i in. 1993].
Informacje dotyczace wykorzystania innych substratow jak do tej pory sa jednostkowe
[Jeyaiin. 2009, Rymowicz i in. 2009, Ueda i Yamagishi 1997].

Badania nad produkcja erytrytolu skupiaja si¢ nie tylko na izolacji szczepow i ich
ulepszaniu przy uzyciu klasycznych metod mutagenizacji, ale takze na optymalizacji wa-
runkow procesu technologicznego w ramach hodowli okresowych, okresowych z zasi-
laniem czy powtdrzeniowych hodowli okresowych [Jeya i in. 2009, Oh i in. 2001, Yang
iin. 1999]. W zaleznos$ci od uzytego mikroorganizmu warunki wzrostu i produkcji ery-
trytolu moga by¢ rézne. Hodowle okresowe z zasilaniem maja t¢ przewage nad prostymi
hodowlami okresowymi, ze pozwalaja m.in. na ciagle kontrolowanie stgzenia sktadnikow
podioza w trakcie trwania hodowli, skrocenie fazy logarytmicznego wzrostu czy zwigk-
szenie stgzenia biomasy, ale przede wszystkim umozliwiaja stosowanie wigkszych ilosci
zrodta wegla.

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie wydajnos$ci i dynamiki produkcji erytrytolu
z glicerolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21 w hodowli okre-
sowej, okresowej zasilanej i powtdrzeniowej hodowli okresowe;.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizmy. Przedmiotem badan byt szczep drozdzy Yarrowia lipolytica Wrati-
slavia K1-UV21 uzyskany w wyniku mutagenezy indukowanej promieniowaniem UV
w szczepie Y. lipolytica Wratislavia K1 [Rywinska i in. 2012].
Substrat. W badaniach wykorzystano czysty glicerol (98%) oraz glicerol odpadowy
z produkc;ji biodiesla, pochodzacy z rafinerii Trzebinia (grupa LOTOS) o czystosci 76%
(v/w) 1 zawartosci NaCl 7,6%.
Podloza. Podtoze inokulacyjne do hodowli bioreaktorowych zawierato (g-dm?): glice-
rol (98%) — 50,0; ekstrakt drozdzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; bactopepton — 5,0;
woda destylowana do 1 dm?®. Podloze produkcyjne do hodowli w bioreaktorach miato
sktad (g-dm™): glicerol — 150 (hodowle okresowe) lub 250 (hodowle okresowe zasilane
i powtorzeniowe hodowle okresowe); (NH,),SO, —2,25; MgSO, x 7H,0 - 1,0; KH,PO, -
0,22; ekstrakt drozdzowy — 1,0; NaCl — 26,4; woda wodociagowa — do 1 dm’.
Dla uzyskania stezenia glicerolu 150 i 250 g-dm~ do podtoza (w hodowlach z substra-
tem odpadowym) wprowadzano odpowiednio 197, 329 g-dm™ glicerolu odpadowego.
Podtoza sterylizowano w 121°C przez 20 minut.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne. Hodowle inokulacyjne prowadzono analogicznie jak w pracy
Tomaszewskiej i in. [2011].

Hodowle produkcyjne w bioreaktorach. Proces biosyntezy erytrytolu prowadzono
w S-litrowym bioreaktorze Biostat B Plus. Szybko$¢ przeptywu powietrza wynosita
0,6 vvm, szybkos¢ obrotowa mieszadta 400—1100 rpm, temperatura 30°C. W czasie pro-
cesu pH = 3,0 utrzymywano automatycznie za pomoca 20% NaOH.
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W hodowlach okresowych (batch culture) poczatkowe stezenie glicerolu wynosito
150 g-dm™, objeto$¢ robocza 2 dm?, proces prowadzono do catkowitego wyczerpania
glicerolu.

W hodowlach okresowych zasilanych (fed-batch culture) po wprowadzeniu inokulum
do bioreaktora objeto$¢ robocza wynosita okoto 1,65 dm?. Poczatkowe stezenie glicerolu
w tych procesach wynosito okoto 100 g-dm=. Kolejne porcje glicerolu, do uzyskania jego
calkowitego stezenia 250 g-dm= oraz objeto$ci roboczej bioreaktora 2 dm?, wprowadzano
po obnizeniu stezenia substratu do okoto 5-18 g-dm, zgodnie z oznaczeniami na rysun-
kach 21 3.

Powtdrzeniowe hodowle okresowe (repeated-batch culture) poprowadzono jako kon-
tynuacj¢ hodowli okresowych zasilanych. Po wyczerpaniu glicerolu odebrano z bioreak-
tora 0,8 dm? zawiesiny komérkowej (co stanowito 40% jego zawartoéci) i uzupetniano
analogiczna objetoscia $wiezego podtoza do objetosci 2 dm?, przy czym stezenie glice-
rolu po kazdej wymianie wynosito 100 g'dm?. Kazdorazowo (w przypadku glicerolu
czystego i odpadowego) przeprowadzono cztery takie wymiany.

Metody analityczne

Biomasg, stezenie glicerolu, erytrytolu, mannitolu, arabitolu, kwasu cytrynowego oraz
kwasu a-ketoglutarowego oznaczano zgodnie z metodyka opisang w pracy Rywinskiej
iin. [2012].

Spis symboli

Q - szybkos¢ objgtosciowa produkcji erytrytolu, volumetric erythritol production rate
(g-dm~h),

q - szybko$¢ wlasciwa produkcji erytrytolu, erythritol specific production rate
(gg'hh),

Y — wydajnos¢ produkcji erytrytolu, erythritol production yield (g'g™").

OMOWIENIE WYNIKOW

Wykorzystany w niniejszej pracy szczep Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21 zostal wylo-
niony sposrdd 24 szczepdw, uzyskanych w wyniku mutagenizacji promieniowaniem UV
szczepu Wratislavia K1 [Rywinska i in. 2012].

Pierwszym etapem badan prezentowanych w niniejszej pracy byt dobor szybkosci
obrotow mieszadta do wydajnej biosyntezy erytrytolu z glicerolu odpadowego. Przepro-
wadzono hodowle okresowe, przy stalym napowietrzaniu i szybko$ci obrotow mieszadta
wynoszacej od 400 do 1100 rpm. Stgzenie biomasy, erytrytolu i mannitolu przedstawiono
na rysunku 1, natomiast warto$ci parametréw produkcji zestawiono w tabeli 1. Stezenie
biomasy w fazie stacjonarnej wzrostu wynosito od 12,5 g-dm? (przy 400 rpm) do 15,7
g-dm? (przy 1000 rpm).W badanym zakresie obrotow mieszadta drozdze produkowaty
podobne ilosci erytrytolu, od 72 do 85 g-dm?, przy czym najwigcej tego zwiazku uzy-
skano przy szybko$ci obrotow 700 rpm. Warto zauwazy¢, ze jest to jak dotad najwyzsze
stezenie erytrytolu uzyskane w hodowlach okresowych z udziatem drozdzy Y. lipoly-
tica (tab. 2). Wplyw obrotéw mieszadla na wydajnos¢ i szybko$¢ produkcji erytrytolu
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z glicerolu odpadowego przez szczep Wratislavia K1 badali Marcinkiewicz i in. [2012].
Najwyzsze stezenie erytrytolu, 80 g-dm, uzyskano przy 800 rpm, aczkolwiek hodowle
prowadzono przy szybko$ci napowietrzania 0,48 vvm, czyli nizszej niz w badaniach pre-
zentowanych w tej pracy.
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Rys. 1. Wplyw szybkos$ci obrotow mieszadta bioreaktora na st¢zenie biomasy, erytrytolu i man-
nitolu w hodowlach okresowych szczepu Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21. Substrat:
glicerol odpadowy

Fig. 1. Effect of agitation rate on the concentration of biomass, erythritol and mannitol in batch
cultures of Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21 strain. Substrate: crude glycerol

Tabela 1 Parametry biosyntezy erytrytolu z glicerolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wra-
tislavia K1-UV21 przy réznych szybkosciach obrotow mieszadta

Table 1. Parameters of erythritol biosynthesis from crude glycerol by Wratislavia K1-UV21 strain
of Y. lipolytica at various agitation rate

Parametry Obroty mieszadla [rpm] — Agitation rate

Parameters 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Y [gg'] 0,48 0,50 0,51 0,53 0,51 0,48 0,49 0,45
Q [grdm>h'] 0,49 0,68 0,68 0,8 0,74 0,70 0,77 0,72
q[gg'h'] 0,045 0,045 0,049 0,060 0,051 0,049 0,049 0,047
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Tabela 2. Poréwnanie parametréw produkcji erytrytolu z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica
Table 2. Comparison of the present results and literature values regarding erythritol production
from glycerol by Y. lipolytica yeasts

S L :*“
Szczep Glicerol Erytry'tol = E &0 = Lit.
Strain Glycerol Erythritol 57 =8 ° Ref.
Y [gdm? S22 ‘
o
Hodowle okresowe — Batch cultures
Stezenie glicerolu — Concentration of glycerol — 150 g'dm?
. . Tomaszewska
Wratislavia K1 Czysty — Pure 84,1 3,8 0,50 0,86 iin. [2012]
Odpadowy — Crude 80,0 4,5 0,49 1,00
. * Odpadowy Marcinkiewicz
Wratislavia K1 Crude 80,0 12,0 0,53 1,01 iin. [2012]
Tomaszewska
A-10 Czysty — Pure 63,0 9,0 0,41 0,74 iin. [2011]
Odpadowy — Crude 52,2 9,3 0,36 0,68
Tomaszewska
A-15 Czysty — Pure 71,0 8,0 0,44 0,95 iin. [2012]
Odpadowy — Crude 64,9 14,9 0,39 0,72
5 Tomaszewska
AUV’1L Czysty — Pure 63,0 8,8 0,39 0,84 iin. [2012]
Odpadowy — Crude 51,0 5,7 0,34 0,81
DNIW2a Czysty — Pure 69,7 - 0,45 0,72 Musiat iin. [2011]
Wratislavia 1.31 Czysty — Pure 59,8 6,0 0,41 0,65 Rywinskaiin. [2012]
Odpadowy — Crude 67,5 5,7 0,46 0,68
Wratislavia K1-UV21  Czysty — Pure 65,5 34 0,45 0,68 Rywinskaiin. [2012]
Wratislavia K1-UV21 Odpadowy — Crude 85,0 33 053 080 PRy
this work
Hodowle okresowe zasilane — Fed-batch cultures
L * Odpadowy — Crude Rymowicz
Wratislavia K1 (300 g-dm?) 170,0 12,0 0,56 1,00 iin. [2009]
* Czysty — Pure Tomaszewska i in.
A-15 (250 g-dm’) 66,3 41,4 0,27 0,44 [2012]
AUV’1 91,6 38,1 0,37 0,69
L Czysty — Pure W pracy
Wratislavia K1-UV21 (250 g-dm”?) 122,5 8.3 0,49 0,72 this work
Odpadowy — Crude
(250 g-dm"?) 136,0 10,9 0,54 0,57

*podtoza bez suplementacji w NaCl
media without NaCl suplementation
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Jako produkty uboczne podczas biosyntezy erytrytolu z glicerolu prowadzonej przez
drozdze Y. lipolytica powstaja niewielkie ilosci kwasow organicznych i arabitolu, nato-
miast udzial mannitolu moze by¢ znaczaco wyzszy. Jak wykazaly wezesniejsze badania,
stgzenie mannitolu ogranicza dodatek NaCl do podtoza produkcyjnego lub obecnosé tej
soli w odpadowym substracie [Tomaszewska i in. 2012]. W niniejszej pracy niezaleznie
od obrotow mieszadta st¢zenie produktdw ubocznych byto niskie. Koncowe stgzenie
kwasu cytrynowego i a-ketoglutarowego nie przekraczato 2,6 g'dm? (dane nieprezen-
towane), natomiast innych polioli, mannitolu i arabitolu 3,9 g-dm™. Jak pokazano w ta-
beli 2, ilo$¢ mannitolu w hodowlach innych szczepow drozdzy Y. lipolytica byta wyzsza
i wynosita od 3,8 do 14,9 g-dm?.

Szczep Wratislavia K1-UV21 produkowat erytrytol z podobna wydajnoscia, wyno-
szaca od 0,45 do 0,53 g g, niezaleznie od obrotow mieszadta (tab. 1). Dla porownania,
szczep wyjsciowy Wratislavia K1 produkowat erytrytol z glicerolu odpadowego z wydaj-
noscia 0,53 1 0,56 g'g!, odpowiednio w hodowli okresowej i okresowej zasilanej [Mar-
cinkiewicz i in. 2012, Rymowicz i in. 2009]. W hodowlach okresowych innych szcze-
pow drozdzy Y. lipolytica warto$¢ tego parametru miescita si¢ w zakresie 0,34-0,46 g-g"!
(tab. 2).

Szybkos$¢ obrotéw mieszadta miata znaczacy wptyw na szybkos$¢ objetosciowa (Q),
jak 1 wlasciwa (q) produkcji erytrytolu przez szczep Wratislavia K1-UV21. Zdecydowa-
nie najwyzsza warto$¢ obu parametrow, Q = 0,8 g'dm>h' i q = 0,060 g'g'h"!, uzyskano
przy 700 rpm (tab. 1). Szybkos¢ objetosciowa produkeji erytrytolu w przypadku szczepu
Wratislavia K1 byta wyzsza i wynosita 0,86 oraz 1,0 g'dm=h"!, odpowiednio w hodowli
z czystym 1 odpadowym glicerolem [Tomaszewska i in. 2012].

W kolejnych hodowlach prezentowanych w niniejszej pracy obroty mieszadta utrzy-
mywano na poziomie 700 rpm. Przeprowadzono dwie hodowle okresowe zasilane, z sub-
stratem odpadowym (rys. 2) i czystym (rys. 3). Catkowite st¢zenie glicerolu w obu pro-
cesach wynosito 250 g-dm?.

W procesie z glicerolem odpadowym uzyskano 136 g'dm™ erytrytolu (rys. 2). Czas
niezbedny do calkowitego wykorzystania glicerolu wynosit 238 godz. Stezenie biomasy
nieznacznie rosto, od 24 g'dm=w 100. godz. hodowli do 26 g-dm™ na koncu procesu. Jest
prawdopodobne, ze glicerol odpadowy zawiera sktadniki odzywcze przyswajane przez
komorki, stad staly przyrost biomasy i znaczaco wyzsze jej stezenie niz w hodowli z czy-
stym substratem. W hodowli z czystym glicerolem drozdze catkowicie wykorzystaty gli-
cerol w czasie 169 godz. Koncowe stezenie erytrytolu wynosito 122,5 g-dm™. Stezenie
biomasy utrzymywalo si¢ od okoto 60 godz. na staltym poziomie wynoszacym okoto
17,6 gdm™. Przy wykorzystaniu szczepu Wratislavia K1 w hodowli okresowej zasilanej,
w ktorej catkowite stezenie glicerolu wynosito 300 g'dm, uzyskano 170 g:dm erytryto-
lu w czasie 170 godz. [Rymowicz i in. 2009]. Jak pokazano w tabeli 2, jest to jak dotych-
czas najwyzsze stezenie tego zwiazku uzyskane przy udziale drozdzy Y. lipolytica. Mody-
fikacje proces6w okresowych (okresowe zasilane lub powtorzeniowe hodowle okresowe)
umozliwiaja, poprzez przedtuzenie fazy efektywnej produkcji, uzyskanie wyzszych pa-
rametrow biosyntezy [Kim i in. 2007, Levisauskas i in. 2006]. Przyktadem moze by¢
wzrost szybkosci objetosciowe] produkeji erytrytolu przez drozdze Candida magnoliae
z 0,54 g-dm? (stezenie glukozy 200 g-dm) w hodowli okresowej do 1,4 g:dm™ (przy
stezeniu poczatkowym glukozy wynoszacym 300 g-dm) w hodowli okresowej zasilanej
[Yang i in. 1999]. Oh i in. [2001] przy wykorzystaniu Torula sp. osiagneli w hodowli
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okresowej zasilanej z 40% zawartoscia glukozy stezenie erytrytolu wynoszace 40 g-dm
h! juz w 20. godz. trwania procesu, podczas gdy w hodowli okresowej zawierajacej row-
niez 400 g-dm~ glukozy to samo stezenie erytrytolu zostato osiagniete dopiero w 58. godz.
procesu. Park i in. [1998] przebadali zdolno$¢ produkcji erytrytolu przez Trichosporon sp.
w czterech typach hodowli: okresowej zasilanej roztworem syropu glukozowego, syropu
i namoku kukurydzianego, powtorzeniowej hodowli okresowej z zasilaniem z trzykrotna
wymiang 0,25 dm?® podtoza i jednorazowa wymiang 0,75 dm?® podtoza. Przy podobnej
wydajnosci produkcji, 0,45 g-g!, najlepsza produktywno$¢ erytrytolu (1,86 g-dm=>h')
otrzymali w ostatnim z wymienionych wariantow. Jednak w prezentowanych w tej pracy
badaniach, prowadzonych z wykorzystaniem szczepu Wratislavia K1-UV21 i glicerolu
jako substratu, w hodowlach okresowych zasilanych nie uzyskano wyzszych parametrow
biosyntezy erytrytolu niz w hodowlach okresowych (tab. 3).
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Rys. 2. Przebieg biosyntezy erytrytolu z glicerolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wratisla-
via K1-UV21 w hodowli okresowej zasilanej. Glicerol byt wprowadzony do bioreaktora
periodycznie w 51. i 100. godz. (co pokazuja strzatki) do catkowitego stezenia 250 g-dm

Fig. 2. Time course of erythritol biosynthesis from crude glycerol by Wratislavia K1-UV21 strain
of Y. lipolytica. Glycerol was periodically fed into the fermentor at 51 and 100 h (indicated
by an arrows) until the total concentration of 250 g'dm was reached after the initiation of
the fed-batch mode

Kolejnym etapem badan byta biosynteza erytrytolu z glicerolu odpadowego w powto-
rzeniowej hodowli okresowej (rys. 4). Dla poréwnania, podobnie jak w przypadku ho-
dowli okresowej zasilanej, przeprowadzono proces z wykorzystaniem czystego substratu
(rys. 5). Po zakonczeniu hodowli okresowej zasilanej z bioreaktora usunigto 40% pod-
loza wraz z komdrkami i uzupelniono w sposéb sterylny taka sama objgtoscia Swiezego
podtoza, ktorego sktad byt skomponowany tak, aby przy objgtosci roboczej bioreaktora
2 dm®stezenie glicerolu wynosito 100 g-dm?®. Kazdorazowo przeprowadzono cztery takie
wymiany podtoza.
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Rys. 3. Przebieg biosyntezy erytrytolu z glicerolu czystego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia
K1-UV21 w hodowli okresowej zasilanej. Glicerol byl wprowadzony do bioreaktora pe-
riodycznie w 73. 1 122. godz. (co pokazuja strzatki) do catkowitego stezenia 250 g-dm

Fig. 3. Time course of erythritol biosynthesis from pure glycerol by Wratislavia K1-UV21 strain
of Y. lipolytica. Glycerol was periodically fed into the fermentor at 73 and 122 h (indicated
by an arrows) until the total concentration of 250 g'dm™ was reached after the initiation of
the fed-batch mode

Tabela 3. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu przez szczep Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21
w hodowlach okresowych zasilanych

Table 3. Characteristic of the erythritol biosynthesis in fed-batch culture by Wratislavia K1-UV21
strain of Y. lipolytica

Erytrytol

Substrat .Czas Frythritol ManniTol Y_ Q_ _ q )
Substrate Time [h] [odm®] [g-dm?] [gg'] [gdm~h] [gg'h']
Glicerol czysty 169 1225 83 0,49 0,72 0,040

Pure glycerol

Podczas hodowli prezentowanej na rysunku 4 czas kolejnych cykli, czyli konieczny
do wyczerpania 100 g-dm?® glicerolu, wynosit od 51 do 75,5 godz. Stezenie biomasy
w kolejnych cyklach byto zblizone i wynosito okoto 23 g-dm3. Maksymalne koncowe
stezenie erytrytolu, 136 g-dm?, odnotowano podczas I i Il wymiany, w kolejnych cyklach
ilo$¢ tego zwiazku nieznacznie si¢ obnizata do stezenia 125,7 g-dm?, ktore oznaczono na
koncu procesu w 471. godz.
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Fig. 4. Growth and erythritol biosynthesis by Wratislavia K1-UV21 strain of Y. lipolytica during
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Fig. 5. Growth and erythritol biosynthesis by Wratislavia K1-UV21 strain of Y. lipolytica during
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Drozdze produkowaty erytrytol z podobna wydajnoscia i dynamika podczas trzech
pierwszych cykli, jednak w czwartym odnotowano znaczace obnizenie parametréw pro-
dukcji tego zwiazku (tab. 4).

W hodowli z czystym substratem czas kolejnych cykli hodowlanych byt dtuzszy i wy-
nosit od 58 do 100 godz., co bylo spowodowane nizszym st¢zeniem biomasy (rys. 5).
W czwartym cyklu zaobserwowano wzrost stgzenia biomasy, w stosunku do dwoch po-
przednich, a takze najwyzsze stezenie erytrytolu, 133 g-dm3. Warto zauwazy¢, ze w tej
hodowli ilo$¢ produkowanego erytrytolu nie obnizata sig, jak miato to miejsce w przy-
padku glicerolu odpadowego. Podczas tej hodowli w pierwszym cyklu hodowlanym od-
notowano bardzo wysoka warto$¢ wydajnosci produkcji erytrytolu, 0,64 g-g' (tab. 4).
Teoretyczna wydajnos¢ produkcji tego zwiazku z glicerolu wynosi 66,3% [Rywinska i in.
2013].

Tabela 4. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu w okresowej hodowli powtdérzeniowej przez
Y. lipolytica Wratislavia K1-UV21

Table 4. Results of the erythritol production from glycerol in repeated-batch culture by Wratisla-
via K1-UV21 strain of Y. lipolytica

;’aarr:;n;te?fs Numer wymiany — Batch No.
Glicerol odpadowy — Crude glycerol
I 11 11 v
Y [gg']l 0,55 0,50 0,49 0,33
Q [g'dm~h'] 1,05 0,91 0,80 0,42
Glicerol czysty — Pure glycerol

Y [gg'] 0,64 0,49 0,5 0,60
Q [g'dm~h'] 0,85 0,79 0,52 0,85

Zrbznicowany czas oraz rozne wartosci parametrow produkceji erytrytolu w kolejnych
cyklach powtérzeniowej hodowli okresowej, zaprezentowanych w niniejszej pracy, moga
$wiadczy¢ o ztym zbilansowaniu sktadnikéw wprowadzanego podioza, co jest niezwykle
istotne nie tylko dla odtworzenia biomasy, ale rdwniez utrzymania dobrej zywotno$ci
i aktywnosci produkcyjnej komoérek. Obnizanie parametrow produkcji erytrytolu w kole-
jnych cyklach hodowli z glicerolem odpadowym mogto by¢ spowodowane zawartoscia
w tym substracie niekorzystnych sktadnikéw. Zanieczyszczenia obecne w surowcach od-
padowych moga mie¢ znaczacy wptyw na przebieg wzrostu mikroorganizmu, ale takze
procesy metaboliczne.

Jak wiadomo, szczepy modyfikowane genetycznie sa bardziej narazone na zmiany
degeneracyjne w dlugoterminowych procesach ciagltych. Podczas prezentowanych na
rysunkach 4 i 5 hodowli nie monitorowano jednak udziatu w populacji komorek paczku-
jacych czy martwych, co mogtoby dostarczy¢ istotnych informacji na temat stanu fizjolo-
gicznego drozdzy. Ponadto, w hodowlach powtorzeniowych wazna jest ilos¢ wymienia-
nego podloza. W niniejszej pracy wymianie poddano 40% objgtosci roboczej bioreaktora
— by¢ moze wymiana innej ilosci podtoza hodowlanego bytaby korzystniejsza. Podczas
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biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep Wratislavia 1.31 w powtdrzeniowej hodow-
li okresowej intensyfikacja procesu i wzrost stgzenia kwasu cytrynowego nastapity, kiedy
odbierano 0,4 dm® podtoza wraz z zawiesing komorek, co stanowito 30% objetosci bio-
reaktora [Rywinska i in. 2009].

PODSUMOWANIE

Reasumujac, obroty mieszadta bioreaktora na poziomie 700 rpm uznano za najkorzyst-
niejsze do biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez drozdze Y. lipolytica Wratislavia K1-
-UV21. Badany szczep produkowat znaczne ilosci erytrytolu, przy niewielkim udziale
produktow ubocznych zaroéwno z glicerolu czystego, jak i odpadowego. W zaleznosci od
zastosowanego substratu i systemu hodowlanego otrzymano od 84,1 do 139,5 grdm“ery-
trytolu. W poréwnaniu z hodowla okresowa zasilang wyzsze parametry produkcji erytry-
tolu, takie jak wydajnosc¢ i szybkosc¢ objgtosciowa, uzyskano w hodowli okresowej, gdzie
wyniosty odpowiednio 0,53 g'g'i 0,8 g'dm~h". Wyzsza wydajno$¢ produkcji erytrytolu,
zblizona do teoretycznej, uzyskano w pierwszych cyklach powtorzeniowej hodowli okre-
sowej, jednak w kolejnych etapach zar6wno wydajnos¢, jak i dynamika biosyntezy tego
zwiazku obnizaly si¢. Konieczne sg dalsze badania zmierzajace do poprawy wartosci
parametrow biosyntezy erytrytolu przez badany szczep w dlugoterminowych procesach
hodowlanych.

Podzi¢gkowania. Badania realizowano w ramach projektu nr POIG.01.01.02-00-074/09; ,,Biotech-
nologiczna konwersja glicerolu do polioli i kwasow dikarboksylowych” oraz w ramach grantu
N N312256640 ,,Metabolizm glicerolu do erytrytolu w komoérkach drozdzy Yarrowia lipolytica™.
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ERYTHRITOL BIOSYNTHESIS
FROM GLYCEROL BY WRATISLAVIA K1-UV21 STRAIN
OF YARROWIA LIPOLYTICA IN VARIOUS CULTIVATION SYSTEMS

Abstract. Erythritol, a four-carbon polyhydric alcohol, is a sweetener presently more often
used as sucrose replacement. Its production on commercial scale is performed only in bio-
technological processes. The aim of this study was to compare yield and dynamics of eryth-
ritol production from glycerol, derived from biodiesel production, by strain Wratislavia K1-
-UV21 of Y. lipolytica in batch, fed-batch and repeated-batch cultures. The cultivations were
performed in Biostat B Plus bioreactor. The total concentration of glycerol was 150 and 250
g:dm?, in batch and fed-batch culture, respectively. The repeated-batch culture was started
as fed-batch culture. Next, after glycerol depletion, from the bioreactor 40% of culture
broth was withdrawn and replaced by the same amount of fresh medium, in which glycerol
concentration was 100 g-dm. Such cycle was repeated four times. In batch and fed-batch
cultures yeast produced 84.1 and 136 g-dm™ of erythritol, respectively. The production
yield was similar (0.53 g-g") in both processes. However, volumetric productivity and spe-
cific erythritol production rate were higher in batch cultivation. In repeated-batch culture
high yield (0.51-0.55 g'g') and dynamics of erythritol production (0.80-1.05 g:dm>h")
was achieved during first three cycles.

Key words: erythritol, Yarrowia lipolytica, crude glycerol, batch culture, fed-batch culture,
repeated-batch culture
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