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Produkcja kwasu cytrynowego z melasy
z wykorzystaniem transformantow Yarrowia lipolytica

Wstep

Kwas cytrynowy jest gtéwnym kwasem organicznym produkowa-
nym w skali przemyslowej na drodze mikrobiologicznej. Jego §wia-
towa produkcja sigga 1,6 mln tonrocznie [Berovic i Legisa, 2007], a
gléwnym producentem sa grzyby strzgpkowe Aspergillus niger [Pa-
zoukii in., 2000]. Alternatywna metoda biosyntezy tego kwasu moze
by¢ proces z uzyciem drozdzy Yarrowia lipolytica, ktére odznaczaja
si¢ wysokimi naturalnymi zdolno$ciami do produkcji tego metabolitu
[Klassoni in.,1989]. Wykorzystanie drozdzy w poréwnaniu z metoda
tradycyjna zapewnia zwigkszona szybkos$¢ produkcji [Moresii
in.,1994], a takze umozliwia wykorzystanie szerszej gamy surowcow,
zwlaszcza ttuszczowych [Crolla i Kennedy, 2001].

Drozdze Y. lipolytica sa obecnie jednym z lepiej poznanych i scha-
rakteryzowanych gatunkéw drozdzy. Posiadaja zdolno$¢ do wzrostu
na szerokiej gamie substratow, tj. monosacharydach (glukoza, frukto-
za), biatkach, krétkotancuchowych kwasach organicznych, glicerolu,
kwasach ttuszczowych, ttuszczach czy alkanach [Barth i Gaillardin,
1997; Papanikolaou i in., 2002]. Dzikie szczepy nie maja jednak
mozliwosci metabolizowania sacharozy. W praktyce oznacza to, Ze
weglowodanowe produkty odpadowe tj. melasa, nie moga by¢ utyli-
zowane przy uzyciu tego gatunku drozdzy [Wojtatowiczi in., 1997].
W zwiazku z tym prowadzone sa badania majace na celu skonstru-
owanie szczep6w o poszerzonych zdolnosciach biotechnologicznych.
W procesach tych badacze wykorzystuja mutagenizacje UV [Wojta-
towicz i in., 1991], hybrydyzacj¢ na drodze fuzji protoplastéw czy
ekspresj¢ gendéw innych mikroorganizméw, w celu umozliwienia
utylizacji sacharozy [Lazari in., 2011].

Celem niniejszej pracy byla ocena wzrostu i produkcji kwasu cy-
trynowego z melasy przez transformantyY. lipolytica posiadajace
dwie kopie genu inwertazy z Saccharomyces cerevisiae, wprowadzo-
ne pod dwoma roznymi promotorami.

Materiaty i metody
Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano modyfikowany genetycznie szczep
drozdzy Y. lipolytica A18, posiadajacy w swoim genomie kasetg do
ekspresji heterologicznej inwertazy (SUC2) z drozdzy S. cerevisiae
oraz wykazujacy auksotrofi¢ uracylowa [Walczak i Robak, 2009].
Gen SUC?2 znajduje si¢ pod kontrola indukcyjnego promotora XPR2.
W szczep A18 wprowadzono dodatkowa kopig kasety do ekspresji
inwertazy, znajdujaca si¢ pod kontrolg silnego promotora konstytu-
tywnego TEF [Lazar i in., 2013]. Trzy z powstalych w ten sposéb
transformantéw: A10, Al4, A18M, zawierajace po 2 kopie genu
SUC2 i nie wykazujace auksotrofii uracylowej, wykorzystano do
badan nad produkcja kwasu cytrynowego z melasy.

Substrat

W badaniach zastosowano melase buraczana (Siidzucker Polska
S.A., Strzelin) o zawartosci sacharozy 45%.

Warunki prowadzenia hodowli

Inokulum prowadzono w 300 mL kolbach stozkowych zawieraja-
cych 30 mL podloza (sktad [g/L]: glukoza— 50; ekstrakt drozdzowy —
3; ekstrakt stodowy — 3; Bactopepton- 5; woda destylowana 1 L), na
wstrzasarce rotacyjnej przez 24 godziny przy obrotach 150 rpm,
w temperaturze 30°C.

Hodowle wstrzqsane prowadzono w 300 mL kolbach stozkowych
zawierajacych 30 mL podtoza produkcyjnego o sktadzie (g/L): sacha-
roza — 50; NH,4CI — 1,5; KH,PO,4 — 0,7; MgSO,4 x 7H,0 — 1;ekstrakt
drozdzowy — 0,3; tiamina — 3x10°, uracyl — 20 mg (dla szczepu
Al18), woda wodociagowa 1L, na wstrzasarce rotacyjnej przez
72 godziny przy obrotach 150 rpm w temp. 30°C. Inokulum stanowi-
fo 10% objgtosci podioza. Do analizy pobierano 5 ml hodowli po 48
i 72 godzinach, ktére odwirowywano (10 min., 5000 rpm). Hodowle
prowadzono w trzech powtdrzeniach.

Hodowle bioreaktorowe prowadzono w bioreaktorze Biostat
B-Plus (Sartorius, Niemcy) w podlozu produkcyjnym zawierajacym
(g/L): sacharozg lub melasg — 100 i 297, NH,CI — 1,5; ekstrakt droz-
dzowy - 0,3; KH,PO4 — 0,7; MgSO, x7H,O — 1; tiamina 3x10°C;
uracyl — 20 mg (dla szczepu A18). Proces prowadzono w objgtosci
catkowitej 2 litréw, przy szybkosci przeptywu powietrza 0,2 vvm,
szybkosci obrotowej mieszadta 800 rpm, w temperaturze 30°C.
W czasie procesu pH 6,8 utrzymywano automatycznie za pomoca
40% roztworu NaOH. Inokulum stanowito 10% objgtosci podioza.
Hodowle prowadzono w dwéch powtdérzeniach.

Metody analityczne

Biomas¢ oznaczano metoda wagowa. Stgzenie sacharozy, glukozy,
fruktozy i kwasu cytrynowego oznaczano metoda HPLC (UltiMate
3000, Dionex-Thermo Fisher Scientific, UK) na kolumnie Aminex
HPX87H (Biorad) potaczonej z detektorami UV (A = 210 nm) i RI,
w temperaturze 35°C, przy szybkosci przeptywu fazy cieklej (0,01 N
kwasu siarkowego) przez kolumng réwnej 0,6 mL/min. Aktywnos$¢
zewnatrzkomérkowa inwertazy oznaczono w ptynach pohodowla-
nych uprzednio dializowanych przez 24 godziny w 2 mL porcjach
wobec buforu octanowego o pH 5. Aktywnos$¢ inwertazy oznaczano
wobec 0,1 M sacharozy jako substratu. Powstajace cukry redukujace
(glukozg i fruktozg) oznaczano w reakcji z DNS.

Jednostka aktywnosci enzymatycznej (U) — zostata zdefiniowana
jako ilo$¢ enzymu, ktéra powoduje uwolnienie 1 pmola cukru redu-
kujacego na minut¢ w warunkach reakeji [Lazar i in., 2011].

Wyniki

Produkcja kwasu cytrynowego z sacharozy w hodowlach
wstrzasanych

W pracy oceniano zdolno$¢ genetycznie modyfikowanych szcze-
péw drozdzy Y. lipolytica A10, Al14, A18M, z dwoma kopiami genu
inwertazy (SUC2) do wzrostu i produkcji kwasu cytrynowego
z melasy. Kontrola dla wszystkich proceséw byty hodowle w podtozu
z sacharoza z udzialem szczepu A18, zawierajacego jedna kopig genu
inwertazy.

W celu wyboru najefektywniejszego producenta kwasu cytryno-
wego przeprowadzono hodowle wstrzasane trzech wybranych trans
formantéw w podiozu z sacharoza. Po 72 h hodowli szczepu kontrol-
nego, Al8, stgzenie biomasy i kwasu cytrynowego wynosito odpo-
wiednio 9 g/L i 27,2 g/L. Testowane szczepy nie wykazywaty zna-
czacych réznic w produkcji biomasy i kwasu cytrynowego w stosun-
ku do szczepu kontrolnego A18 (Tab. 1). Badane transformanty
cechowata jednak wyzsza aktywno$¢ zewnatrzkomérkowa inwertazy
w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym, przy czym najwyzsza war-
tos¢ tej aktywnosci (40 U/mL) stwierdzono dla szczepu A18M.
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Tab. 1. Produkcja biomasy i kwasu cytrynowego przez transformanty Tab. 2. Parametry produkcji kwasu cytrynowego z sacharozy i melasy
Yarrowia lipolytica w hodowli wstrzasanej w podtozu z sacharozg. transformantéw Y. lipolytica w bioreaktorowych hodowlach okresowych.
Szczep Biomasa, [g/L] Kwas cytrynowy, [g/L] Szczep Zrédlo wegla Czas, [h] Yea, [g/g] Qca, [g/L/h]
A18 kontrola 8,6+0,4 26,1+1,1 Al8 Sacharoza 166 0,21 0,1
Al10 8,1+1,0 25,9+1,0 Al8M Sacharoza 146 0,56 0,4
Al4 8,2+0,5 25,2+0,8 Al8 Melasa 68 0,42 0,6
Al8M 8,6+0,5 26,5+0,5 AI8M Melasa 64 0,48 0,8

Warto zauwazy¢, ze po 72 godzinach hodowli byta ona czterokrotnie
wyzsza niz aktywno$¢ inwertazy dla szczepu kontrolnego (Rys.1).
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Rys. 1 Aktywno$¢ zewnatrzkomérkowa inwertazy transformantéw Y. lipolytica
podczas hodowli wstrzasanej w podtozu z sacharoza.

Produkcja kwasu cytrynowego z sacharozy i melasy
w okresowych hodowlach bioreaktorowych

W okresowych hodowlach bioreaktorowych poréwnano proces
biosyntezy kwasu cytrynowego z melasy przez szczep A18M, cechu-
jacy sig¢ najwyzsza aktywnoscia inwertazy, ze szczepem wyjsciowym
A18. Kontrola dla tych proceséw byty hodowle okresowe prowadzo-
ne w podtozu z sacharoza. Szczep Al8, z jedna kopia inwertazy,
w procesie trwajacym 166godzin osiagnat wydajno$¢ biomasy 11 g/L
i wyprodukowat 20 g/LL kwasu cytrynowego ze 100 g/L sacharozy
(Rys. 2A, B) . Wydajnos¢ i objgtosciowa szybkos¢ produkcji kwasu
cytrynowego wynosity odpowiednio 0,21 g/gi 0,1 g/L/h (Tab. 2).
Proces hydrolizy sacharozy byl powolny, dopiero w 70 godzinie
hodowli odnotowano catkowity brak tego substratu (Rys. 2C).

——Al8M Melasa B
——A18M Sacharoza

A ——Al8 Melasa
——Al8 Sacharoza

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Czas [h] Czas [h]
c D
100

50
% 80 %40
E 60 :30
g 40 E 20

E]

& 20 © 10

=)
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 18( 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Czas [h] Czas [h]

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Czas [h]

Rys. 2 Produkcja biomasy (A) i kwasu cytrynowego (B), oraz zuzycie sacharozy
(C), glukozy (D) i fruktozy(E) podczas bioreaktorowych hodowli okresowych
prowadzonych w podlozu z sacharoza i melasa transformantéw Y. lipolytica.

Natomiast zuzycie glukozy i fruktozy uwolnionych z sacharozy
odbywato si¢ sukcesywnie (Rys. 2D, E). Drozdze w pierwszej
kolejnosci metabolizowaty glukozg¢ i dopiero po jej wyczerpaniu ze
srodowiska hodowlanego metabolizowaty fruktozg, jako zrédta wegla
i energii. Cukier ten jednak zostat wykorzystany tylko czg§ciowo
i pozostat w brzeczce hodowlanej (20 g/L).

Szczep A18M w hodowli bioreaktorowej w podtozu z sacharoza
wyprodukowat 17 g/L biomasy i 56 g/ kwasu cytrynowego, z wy-
dajnoscia i objgtosciowa szybkoscia produkcji réwna odpowiednio
0,56 g/g i 0,4 g/L/h (Rys. 2A, B; Tab. 2). Proces prowadzono przez
146 godzin, sacharoza zhydrolizowana zostala juz po 48 godzinach.
Tlo$¢ resztkowej fruktozy w brzeczce hodowlanej wyniosta 6 g/
(Rys. 2C, D, E).

W kolejnym etapie badan wykorzystano melasg¢ buraczang do pro-
dukcji kwasu cytrynowego. Procesy bioreaktorowe z wykorzystaniem
tego surowca odpadowego cechowaty si¢ ponad dwukrotnie krétszym
czasem hodowli, wyzsza wydajnos$cia biomasy i zwigkszona produk-
cja kwasu cytrynowego. Szczep kontrolny w czasie 68 godzin two-
rzyl 22 g/L biomasy i 42 g/l kwasu cytrynowego, z wydajnoscia
produkcji tego metabolitu réwna 0,42 g/g. Objgtosciowa szybko$é
produkcji kwasu cytrynowego wynosita 0,6 g/L/h (Rys. 2; Tab. 2).
Szczep ten hydrolizowat sacharoz¢ do 48 godziny, a oba produkty jej
rozpadu, glukoza i fruktoza, zostaly wykorzystane w catosci (Rys.
2C, D, E). W przypadku szczepu A18M proces ulegt skréceniu do 64
godzin, biomasa wynosita 36 g/L. Ilos¢ wyprodukowanego kwasu
cytrynowego ksztaltowala si¢ na poziomie 52 g/L. Wydajnos¢ i objg-
tosciowa szybko$¢ produkcji kwasu cytrynowego wynosity odpo-
wiednio 0,48 g/g i 0,8 g/L/h (Tab. 2).Cukry proste — glukoza i frukto-
za byly metabolizowane przez drozdze jednocze$nie w trakcie trwa-
nia procesu (Rys. 2D, E).

Aktywno$¢ zewnatrzkomérkowa inwertazy szczepu A18M pod-
czas hodowli z sacharoza byta najwyzsza. Na kofcu procesu osiagng-
fa warto$¢ 104 U/mL. Natomiast szczep kontrolny, A18, wykazywat
pigciokrotnie nizsza aktywno$¢ zewnatrzkomérkowa inwertazy
w hodowli z czystym substratem (Rys. 3A). W procesie, w ktérym
wykorzystano melasg, jako zrédto wegla szczep z dwoma kopiami
inwertazy, cechowal si¢ wyzsza aktywnoscia inwertazy zewnatrzko-
morkowej niz szczep kontrolny, nie przekroczyta ona jednak wartosci
30 U/mL (Rys. 3B).

Dyskusja wynikow

Zastosowanie melasy jako zrédta wegla w przeprowadzonych ba-
daniach spowodowalo znaczne skrécenie czasu procesu w poréwna-
niu z uzyciem czystej sacharozy. Proces z melasa w podlozu dla
transformanta A18M, z dwoma kopiami inwertazy, skrdcil sig
o potowg. Drozdze A18M produkowaty podobna ilo$¢ kwasu cytry-
nowego z obu substratow — melasy i sacharozy, z poréwnywalna
wydajnoscia.
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Rys. 3 Poréwnanie aktywnosci zewnatrzkomérkowej inwertazy w podtozu
z sacharoza (A) i melasa (B) w bioreaktorowych hodowlach okresowych
transformantéw Y. lipolytica..
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Jednakze w podiozu z melasa objgtosciowa szybkos¢ produkcji
kwasu cytrynowego wzrosta az dwukrotnie, do wartosci 0,8g/L/h.
Jest to jedna z najwyzszych wartosci produktywnosci opisana dla
procesow z wykorzystaniem drozdzy Y. lipolytica [Lazar i in., 2011].
Zatem uzycie szczepu z dwiema kopiami inwertazy sprawdza sig¢
idealnie w produkcji kwasu cytrynowego z melasy i znacznie skraca
czas procesu.

Transformant A18M w hodowli z sacharoza produkowat kwas cy-
trynowy z wydajnos$cia i objgtosciowa szybkos$cia pordukcji réwna
odpowiednio 0,56 g/g i 0,4 g/L/h. Rezultaty te sa podobne do otrzy-
manych w badaniach Lazara i in., [2011], gdzie testowano 7 trans-
formantéw SUC+ drozdzy Y. lipolytica pod katem jednoczesnej
produkcji kwasu cytrynowego i inwertazy z sacharozy w okresowej
hodowli bioreaktorowej. Najwyzsze st¢zenie kwasu cytrynowego
odnotowano dla szczepu SUCY. lipolytica A-101 -B56-5. Wynosilo
ono 46,2 g/LL z wydajnoscia 0,55 g/g i objgtosciowa szybkos$cia pro-
dukcji réwna 0,63 g/L/h. Wyzsze st¢zenie kwasu cytrynowego (140
g/L) odnotowali Forsteri in., [2007] dla szczepu SUC" Y. lipolytica
H222-S4 TS w hodowli pétokresowej z zasilaniem sacharoza.

Z kolei uzycie glicerolu jako substratu pozwolilo uzyska¢ wyzsze
stgzenie tego metabolitu. W badaniach Rywinskiej i in., [2010] szczep
Y. lipolytica A-101 w hodowli okresowej produkowat 66-80 g/L
kwasu z wydajnoscia (0.40-0.53 g/g). Produkcja kwasu cytrynowego
z glukozy w hodowlach okresowych dla innych szczepéw Y. lipolyti-
ca ksztaltowala si¢ na nizszym poziomie (41 g/L) [Moelleri in.,
2007].

W niniejszej pracy zaobserwowano istotna réznicg w utylizacji
glukozy i fruktozy, w zaleznosci od rodzaju zrédta wegla w podtozu.
W podlozu z melasa, glukoza i fruktoza ulegaty praktycznie w catosci
przeksztalceniu w biomasg i metabolity. Odmienna sytuacj¢ odnoto-
wano dla podloza z sacharoza. Drozdze preferowaly do wzrostu
i produkcji cytrynianu glukozg, a nastgpnie fruktozg. Podobne obser-
wacje odnotowali Wojtatowicz i in., [1997].

Aktywno$¢ zewnatrzkomérkowa inwertazy byta znacznie nizsza
w hodowli, w ktdrej substratem byta wiasnie melasa. Spowodowane
jest to najprawdopodobniej obecnoscia w podiozu komponentéw
wplywajacych hamujaco na aktywno$¢ enzymatyczng inwertazy.
Drozdze piekarskie produkuja inwertazg w podiozu z sacharoza
w ilosci 1900 U na litr podtoza [Ul-Hag i i Ali., 2008]. Aktywno$¢
enzymatyczna odnotowana w prezentowanej pracy
(30 000+107000U/L) jest wyzsza od aktywnosci inwertazy szczepOdw
dzikichi zblizona do szczepéw modyfikowanych genetycznie (58 000
U/L) [Ul-Haq i Ali, 2008].

Whioski

Dynamika wzrostu transformata Y. lipolytica A18M, z dwiema ko-
piami genu inwertazy oraz efektywnos$¢ produkcji kwasu cytrynowe-
go w podtozu z melasg byly satysfakcjonujace.

Objgtosciowa szybko$¢ produkcji kwasu cytrynowego w podlozu
z melasa byla dwukrotnie wyzsza niz w hodowli z czystym
substratem.

Uzyskany szczep A18M stanowi dobry punkt wyjsciowy do dal-
szych badan nad optymalizacja procesu, majacych na celu zwigksze-
nie efektywnosci biosyntezy kwasu cytrynowego i inwertazy z tanich
i odpadowych surowcow pochodzacych z innych gal¢zi przemystu.

OZNACZENIA

YCA - wydajnos¢ produkcji kwasu cytrynowego, [g/g]
QCA - objgtosciowa szybko$¢ produkcji kwasu cytrynowego, [g/L/h]
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