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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania bioproduktéw z udziatem drozdzy Yarrowia
lipolytica.

Sposob, wedtug wynalazku, moze znalez¢é zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym, paszowym, oraz wtdkienniczym i poligraficznym.

Kwas cytrynowy stosuje sie jako regulator kwasowo$ci, przeciwutleniacz, wzmacniacz zapa-
chéw, dodatek do farb drukarskich, a jego sole wykorzystuje sie jako dodatek do wyrobu lekéw czy
konserwowania krwi.

Inwertaza, ze wzgledu na swoje zdolnosci do rozktadu sacharozy, znalazta szerokie zastoso-
wanie w przemysle spozywczym, jest uzywana na przyktad do produkcji czekoladek o nadzieniu miek-
kim. Z innych zastosowan nalezy wymieni¢ produkcje sztucznego miodu czy czynnikéw plastyzuja-
cych, stosowanych w produktach kosmetycznych, lekach i przemysle papierniczym. Pozostatos¢ ko-
morkowa po ekstrakcji inwertazy mozna wykorzystac jako dodatek paszowy, gdyz stanowi cenne zro-
dto biatka, ttuszczy, makro i mikroelementoéw oraz witamin.

Znany jest sposob, opisany w patencie PL 160027, produkcji kwasu cytrynowego przez drozdze
Z gatunku Yarrowia lipolytica. Sposoéb ten polega na jednoczesnym otrzymywaniu kwasu cytrynowego
i izocytrynowego przy pomocy szczepu Yarrowia lipolytica A101. Produkcje przy udziale tego szczepu
prowadzi sie w bioreaktorze w podtozu z glukozag, w temperaturze 301K. Odczyn $rodowiska utrzymu-
je sie na poziomie pH 5,5. W czasie fazy produkcji dodaje sie periodycznie 80% roztwor glukozy.
W czasie 144 godzin prowadzenia hodowli, z 1 litra pozywki, otrzymuje sie: 123 g jednowodnego kwa-
su cytrynowego, 12 g kwasu izocytrynowego, 15 g suchej masy drozdzy. Wydajnos¢ kwasu cytryno-
wego wyniostfa 0,88 gg'l, a wydajnos¢ biomasy - 0,42 gg'l.

Znane sg réwniez sposoby produkcji kwasu cytrynowego przez genetycznie modyfikowane
szczepy drozdzy Yarrowia lipolytica (Wojtatowicz M., Rymowicz W., Robak M., Zarowska B., Nicaud J.,
1997, Pol. J. Food Nutr. Sci., 6/47, 4, s. 49 - 54).

Jeden ze wspominanych sposobéw polega na hodowli szczepu Yarrowia lipolytica W29 ura
3-302 o fenotypie Suc’, w podtozu zawierajacym w 1 litrze 200 g niehydrolizowanej melasy. Proces
hodowlany prowadzono w bioreaktorze, gdzie odczyn srodowiska utrzymywano na poziomie pH 5,5.
Po zakohczeniu procesu biosyntezy, z 1 litra pozywki, uzyskano: 50,2 g kwasu cytrynowego oraz 15 g
suchej masy drozdzy. Wydajnos¢ kwasu cytrynowego, uzyskanego z melasy, wynosita 0,25 gyt

Drugi ze sposobdw polegat na hodowli szczepu Yarrowia lipolytica H222-S4 T5 o fenotypie
Suc” w podiozu zawierajagcym w 1 litrze 170 g sacharozy (Férster A., Aurich A., Mauersberger S., Bar-
th G.: 2007. Appl. Microbiol. Biotechnol., 75, 6, s. 1409 - 1417). Hodowle prowadzono w bioreaktorze,
w ktérym odczyn Srodowiska hodowlanego utrzymywano na poziomie pH 6,8. Po zakonczeniu proce-
su otrzymano z 1 litra podioza produkcyjnego: 140 g kwasu cytrynowego, 8 g suchej masy drozdzy.
Wydajnos¢ kwasu cytrynowego wyniosta 0,82 gg"'. Poniewaz w procesie tym uzywano szczepu
o fenotypie Suc” otrzymano réwniez 105 U inwertazy z 1 g wytworzonej biomasy drozdzy.

Znany jest takze ze zgtoszenia patentowego PL 385009 sposob mikrobiologicznej utylizacji od-
padéw uzyskiwanych w produkcji biodiesla, z wykorzystaniem gatunku Yarrowia lipolytica. W procesie
tym uzyskuje sie biomase drozdzy wykorzystywanych do produkcji pasz. Uzyskano 33 gL'1 suchej
masy drozdzy, a wydajnos$¢ biomasy wyniosta 0,6 g drozdzy z 1 g gliceryny.

Znany jest sposéb wytwarzania inwertazy z drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Z opisu paten-
towego DE 3915616 wiadomo, ze uzywano komercyjnie dostepne drozdze piekarskie, ktére rozdrab-
niano w homogenizatorze wysokocisnieniowym. Uzyskany ekstrakt komérkowy poddawano obrébce
termicznej w wymiennikach ciepta. Oddzielenie pozostatosci komérkowych od ekstraktu przeprowa-
dzano stosujgc separator talerzowy. Celem zageszczenia i oczyszczenia preparatu inwertazy stoso-
wano ultrafiltracje. W przeprowadzonym procesie uzyskano 540 U inwertazy z 1 g drozdzy piekar-
skich.

W Swiatowej literaturze ostatnich lat opisywane sg nowe szczepy drozdzy wykorzystywane do
produkcji inwertazy. Swiadczy to o poszukiwaniu ekonomicznie uzasadnionej technologii produkgji
tego enzymu.

Znane sg hiperprodukcyjne szczepy drozdzy Saccharomyces cerevisiae GCA-I - GCA-V, ktére
sa wykorzystywane do produkcji inwertazy (lkram Ul-Haq, Sikander Ali, Pak. J. Bot., 2005, 37, 3,
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S. 749-759). Hodowle prowadzono w kolbach Erlenmayera, w ktérych odczyn $rodowiska ustalano na
poziomie pH 6,0.

Proces biosyntezy inwertazy prowadzono przez 48 godzin w temperaturze 303K. Po zakonczo-
nej hodowli, z 1 litra ptynu pofermentacyjnego, uzyskiwano: 0,86 - 1,52 g suchej masy drozdzy oraz
75 700 - 107 400 U inwertazy. Wydajno$é enzymu z sacharozy wynosita 4,98 - 6,32 U z 1 g substratu.

Z 1 g drozdzy uzyskano 60,6 - 120,7 U inwertazy.

W dostepnej literaturze brak jest doniesieh o sposobach jednoczesnego uzyskiwania kwasu cy-
trynowego, inwertazy i suplementu paszowego.

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania bioproduktéw na drodze mikrobiologicznej z udzia-
tem drozdzy Yarrowia lipolytica.

Istota wynalazku polega na tym, ze proces biosyntezy prowadzi sie, z uzyciem szczepow o fe-
notypie Suc’ w podtozu zawierajacym alkohole albo substraty ttuszczowe.

Korzystnie jest, gdy stosuje sie szczepy B56-5 albo B60-4, albo K10.

Korzystnie jest takze, gdy alkoholem jest glicerol albo frakcja glicerynowa, bedaca odpadem
z biorafinerii a substratami ttuszczowymi sg oleje roslinne albo kwasy ttuszczowe, zwtaszcza porafina-
cyjne kwasy ttuszczowe, bedace odpadem z przemystu ttuszczowego.

Zaletg wynalazku w poréwnaniu ze znanymi sposobami produkcji kwasu cytrynowego, inwerta-
zy i suplementu paszowego jest to, iz trzy biopreparaty wytwarza sie jednoczes$nie, technologig bez-
odpadowa, przyjazng $srodowisku.

Dodatkowg zaletg wynalazku sg zdecydowanie wyzsze wydajnosci inwertazy oraz poréwnywal-
ne wartosci wydajnosci kwasu cytrynowego i biomasy, co przedstawione jest w tabeli 1.

Tabela 1.
Proces wedg 214 biomasy o 210 subswat
Forster i in. 2007 105,0 840 0,62
DE 3915616 540,0 965000 -
Ikram Ul-Hagq i Sikander Ali 2005 120,7 107400 6,32
Wedtug wynalazku 470 - 4300 2880-26000 41 - 263

Kultury szczepéw drozdzy Yarrowia lipolytica o fenotypie Suc” B56-5, B60-4, K10 sg przecho-
wywane w kolekcji kultur drobnoustrojéow Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu, w postaci zliofilizowanej oraz na skosie YM w 277K.

Hodowle inokulacyjng prowadzi sie w pH 6,8, w podtozu o nastepujagcym skfadzie: w 1 litrze
wody wodociggowej: 50 g glicerolu; 1,5 g NH,CI; 1 g ekstraktu drozdzowego; 0,1 g peptonu,
w temperaturze 301K przez 24 - 48 godzin na wytrzgsarce. Inokulum stanowi 10% objeto$ci hodowli
produkcyjnej prowadzonej w bioreaktorze w podtozu zawierajacym w 1 litrze wody wodociggowej: 50
- 200 g dglicerolu albo porafinacyjnych kwaséw ttuszczowych, albo olejéw roslinnych oraz 0,1 - 1 g
ekstraktu drozdzowego, 0,5 - 4,5 g KH,PO,, 0,1 - 1 g MgSO4x7H,0, 1 - 10 g NH,Cl. Hodowle prowa-
dzi sie w pH 5,6 - 7,8 w temperaturze 301K, przy napowietrzaniu 0,36 vvm, przez 72 godziny. Z ho-
dowli tych uzyskuje sie z 1 litra: 20 - 100 g kwasu cytrynowego, 2000 - 70000 jednostek inwertazy (U)
oraz od 5 - 25 g suchej pozostatosci komérkowej stanowigcej suplement paszowy.

Jednostke aktywnosci U definiuje sie jako ilos¢ enzymu powodujgca uwolnienie 1 ymola cukréw
redukujgcych w cigagu 1 minuty w 310K i pH 5,0.

Wynalazek jest blizej objasniony w przyktadach wykonania.

Przyktad 1.

Do czterech kolb Erlenmayera o objetosci 250 mL wlewa sie po 50 mL podtoza, o skfadzie: 50 g
glicerolu, 1,5 g NH,CI, 1 g ekstraktu drozdzowego, 0,1 g peptonu, rozpuszczonych w 1 litrze wody
wodociggowej. Tak przygotowane poditoze sterylizuje sie w autoklawie w temperaturze 394K przy
cisnieniu 1 bara przez 20 minut. Wystudzone kolby zawierajgce podioze inokulacyjne zaszczepia sie
niewielkg iloScig biomasy szczepu Yarrowia lipolytica B56-5 i umieszcza sie na wstrzgsarce. Hodowle
prowadzi sie przez 48 godzin w temperaturze 301K przy czestotliwosci wstrzasania 170 rpm
i amplitudzie rownej 7 mm. Otrzymana w ten sposéb zawiesina drozdzy (4x50 mL) stanowi inokulum,
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ktérym zaszczepia sie hodowle produkcyjng w bioreaktorze. Inokulum w sterylny sposdb przenosi
sie do wczesniej przygotowanego 6 litrowego bioreaktora mieszadtowego, ktéry zawiera 1800 mL
sterylnego podioza produkcyjnego o sktadzie: 100 g glicerolu, 0,3 g ekstraktu drozdzowego, 0,7 ¢
KH,PO,, 1 g MgSO4x7H,0, 1,5 g NH,CI, rozpuszczonych w 1 litrze wody wodociggowej. Proces
hodowlany prowadzi sie przez 72 godziny w temperaturze 303K, przy szybkosci obrotéw mieszadta
800 rpm i szybkosci napowietrzania 0,36 vvm. W celu utrzymywania odczynu $rodowiska na poziomie
pH 6,8 automatycznie dozuje sie 10 N NaOH. Po zakonczeniu procesu uzyskuje sie z 1 litra pozywki:
57 g kwasu cytrynowego, 3400 U inwertazy oraz 5,8 g biomasy. Metodg wirowania oddziela sie ptyn
pohodowlany i biomase drozdzy, ktéra umieszcza sie w sterylnej kolbie o objetosci 1 litra i zalewa 500
mL sterylnego roztworu sody oczyszczonej. Ekstrakcje inwertazy prowadzi sie przez 24 godziny
w temperaturze 313K, nastepnie w temperaturze 277K przez kolejne 24 godziny. Jako ostatni etap
ekstrakcji enzymu wewnatrzkomoérkowego przeprowadza sie wirowanie w celu klaryfikacji uzyskanego
wyciggu komérkowego. Uzyskuje sie w ten sposdb 21700 U inwertazy oraz 3,8 g pozostatosci stano-
wigcej suplement paszowy.

Wydajnos¢ produkcji z 1 g glicerolu wynosi: 0,6 g kwasu cytrynowego, 263 U inwertazy oraz
0,06 g biomasy.

Z 1 g wytworzonej biomasy drozdzy uzyskuje sie: 9,9 g kwasu cytrynowego, 4300 U inwertazy
i 0,66 g suplementu paszowego.

Przyktad 2.

Przygotowanie inokulum i proces hodowli drozdzy prowadzi sie tak jak w przyktadzie 1, z tym ze
wystudzone kolby zawierajgce podtoze inokulacyjne zaszczepia sie niewielkg iloscig biomasy szczepu
Yarrowia lipolytica B60-4. Proces hodowlany prowadzi sie przez 60 godzin. Po 60 godzinach uzyskuje
sie z 1 litra pozywki: 17 g kwasu cytrynowego, 2360 U inwertazy oraz 6,6 g biomasy. Biomase te pod-
daje sie ekstrakcji 0,1 M roztworem sody oczyszczonej i uzyskuje sie 9 000 U inwertazy oraz 4,8 g
pozostatosci stanowigcej suplement paszowy.

Wydajnos¢ produkcji z 1 g glicerolu wynosi: 0,2 g kwasu cytrynowego, 131 U inwertazy oraz
0,08 g biomasy.

Z 1 g wytworzonej biomasy drozdzy uzyskuje sie: 3,5 g kwasu cytrynowego, 470 U inwertazy
oraz 0,73 g suplementu paszowego.

Przyktad 3.

Przygotowanie inokulum i proces hodowli drozdzy prowadzi sie tak jak w przyktadzie 1, z tym Ze
wystudzone kolby zawierajgce podtoze inokulacyjne zaszczepia sie niewielkg iloscig biomasy szczepu
Yarrowia lipolytica K10. Po 72 godzinach uzyskuje sie z 1 litra pozywki: 33 g kwasu cytrynowego,
1600 U inwertazy oraz 5,2 g biomasy. Biomase te poddaje sie ekstrakcji 0,1 M roztworem sody
oczyszczonej i uzyskuje sie 2 200 U inwertazy oraz 3,8 g pozostatosci stanowigcej suplement paszowy.

Wydajnos¢ produkcji z 1 g glicerolu wynosi: 0,39 g kwasu cytrynowego, 41 U inwertazy oraz
0,06 g biomasy.

Z 1 g wytworzonej biomasy drozdzy uzyskuje sie: 6,3 g kwasu cytrynowego, 680 U inwertazy
oraz 0,73 g suplementu paszowego.

Przyktad 4.

Przygotowanie inokulum i proces hodowli drozdzy prowadzi sie tak jak w przyktadzie 1, z tym Ze
jako zrodio wegla stosuje sie porafinacyjne kwasy ttuszczowe. Po 72 godzinach uzyskuje sie z 1 litra
pozywki: 25 g kwasu cytrynowego, 2600 U inwertazy oraz 23,8 g biomasy. Biomase te poddaje sie
ekstrakcji 0,1 M roztworem sody oczyszczonej i uzyskuje sie 26 800 U inwertazy oraz 20,6 g pozosta-
tosci stanowigcej suplement paszowy.

Wydajnos¢ produkcji z 1 g glicerolu wynosi: 0,25 g kwasu cytrynowego, 294 U inwertazy oraz
0,24 g biomasy.

Z 1 g wytworzonej biomasy drozdzy uzyskuje sie: 1,1 g kwasu cytrynowego, 1235 U inwertazy
oraz 0,87 g suplementu paszowego.

Zastrzezenia patentowe
1. Sposdb otrzymywania bioproduktéw z udziatem drozdzy Yarrowia lipolytica na drodze mikro-

biologicznej biosyntezy, znamienny tym, Zze proces biosyntezy prowadzi sie z uzyciem szczepow
o fenotypie Suc” w podtozu zawierajacym alkohole albo substraty ttuszczowe.
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2. Sposéb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosuje sie szczep B56-5 albo B60-4, albo
K10.

3. Sposodb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze alkoholem jest glicerol albo frakcja gliceryno-
wa, bedaca odpadem z biorafinerii.

4. Sposoéb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze substratami ttuszczowymi sg oleje roslinne al-
bo kwasy tluszczowe, zwlaszcza porafinacyjne kwasy ttuszczowe, bedace odpadem z przemystu
ttuszczowego.
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