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TRANSFORMACJE MIKROBIOLOGICZNE
WYBRANYCH SUBSTRATOW STEROIDOWYCH
SZEREGU C,g: 19-NORTESTOSTERONU

I1JEGO 170-ALKILO- I ETINYLOPOCHODNYCH
W KULTURZE ABSIDIA COERULEA

Ewa Brzezowska, Jadwiga Dmochowska-Gtadysz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Badany byt przebieg transformacji substratow steroidowych szeregu Cis:
19-nortestosteronu i jego 17a-alkilo- i etinylopochodnych w kulturze Absidia coerulea
93. Gléwna obserwowang reakcja byta hydroksylacja. Stwierdzono, ze kierunek przebie-
gu reakcji uzalezniony jest od struktury substratu. Nie podstawiony na atomie wegla C17
grupa alkilowa lub etinylowa 19-nortestosteron transformowany byt do 15a-hydroksy-
pochodnej. Z kolei w obecnosci grupy 17a-alkilowej: metylowej lub etylowej obserwo-
wano glownie tworzenie 7o-hydroksypochodnych. W przypadku substratéw steroido-
wych zawierajacych na atomie wegla C17 grupe 17a-etinylowa reakcja w kulturze
Absidia coerulea przebiega w znacznie mniejszym stopniu lub nie zachodzi. Obok reakcji
hydroksylacji obserwowano reakcj¢ wprowadzenia wiazania podwojnego C6-C7.

Stowa kluczowe: Absidia coerulea, hydroksylacja, steroidy, mikroorganizmy

WSTEP

Mikroorganizmy ze wzgledu na tatwos¢ prowadzenia ich hodowli w warunkach
laboratoryjnych oraz zdolno$¢ do katalizowania okreslonych reakcji stanowiag dogodny
materiat do prowadzenia biotransformacji. Grzyby z rodzaju Absidia znane sg z prowa-
dzenia réznego typu przeksztalcen substratéw steroidowych [Zhang i in. 2004, Chen
iin. 2007].

Wsrdd biotransformacji zwiazkdéw organicznych prowadzonych za pomoca organi-
zméw zywych znaczng grupg stanowia transformacje steroidow, gldwnie ze wzgledu na
ich aktywnos¢ biologiczng 1 zwiazane z tym praktyczne znaczenie w przemysle farma-
ceutycznym [Fernandes i in. 2003]. Sa one réwniez dobrymi modelami czasteczek
z wieloma reaktywnymi grupami funkcyjnymi [Smith 1980]. Transformacje mikrobio-
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4 E. Brzezowska, J. Dmochowska-Gladysz

logiczne steroidow moga zachodzi¢ zaréwno w obrebie ukladu pierscieniowego, jak
i w tancuchu bocznym. Czg¢sto wykorzystywang praktycznie reakcja jest hydroksylacja,
pozwalajaca na funkcjonalizacje nieaktywowanych atoméw wegla o hybrydyzacji sp’.
Polega na wprowadzeniu do czasteczki funkcji tlenowej. Wyniki prac Sir Jonesa [Bell
i in. 1972] przeprowadzonych na zwigzkach steroidowych pokazuja, ze pozycja wpro-
wadzanej grupy hydroksylowej do pierscienia steroidowego czgsto zalezy od oddziaty-
wan przestrzennych, majacych zwiazek z miejscem potozenia podstawnika.

W naszych wczesniejszych badaniach przeprowadziliSmy transformacje zwigzkow
steroidowych: testosteronu i jego pochodnych w kulturze Absidia coerulea [Brzezowska
1 in. 1996]. StwierdziliSmy, ze kierunek przebiegu reakcji uzalezniony byt od struktury
substratu. W celu zbadania wptywu podstawnika na atomie wegla C17, na przebieg
transformacji substratow steroidowych, poddano dziataniu kultury 4. coerulea 19-
-nortestosteron oraz jego pochodne alkilowe i etinylowe: 17a-metylo-19-nortestosteron,
17a-etylo-19-nortestosteron, 17a-etinylo-19-nortestosteron oraz 17a-etinylo-18-etylo-
19-nortestosteron.

MATERIALY I METODY

Uzyte do badan substraty: 19-nortestosteron, 17o-metylo-19-nortestosteron, 17a-
-etylo-19-nortestosteron, 17a-etinylo-19-nortestosteron oraz 17o-etinylo-18-etylo-19-
-nortestosteron pochodzity z firmy Steraloids INC.

Szczep Absidia coerulea 93 otrzymano z kolekcji Instytutu Biologii i Botaniki Aka-
demii Medycznej we Wroctawiu. Mikroorganizm narastal w hodowli wstrzasanej przez
okres okoto 4 dni w temperaturze 27°C. Nastepnie do narosnietej kultury dodawano
substrat. Substraty rozpuszczano w acetonie (ok. 1 cm’) i dodawano w ilosci 200 mg do
1 dm’ kultury. Transformacje prowadzono 14 dni w kolbach stozkowych o pojemnosci
250 cm’, zawierajacych 50 cm’ pozywki o sktadzie 3% glukozy i 1% peptonu. Do trans-
formacji preparatywnych uzywano kolb o pojemnosci 2 dm®, zawierajacych 500 cm®
pozywki. Produkty transformacji ekstrahowano chlorkiem metylenu, a ekstrakty suszo-
no bezwodnym siarczanem magnezu. Surowa mieszaning potransformacyjng badano
przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz chromatografii gazowe;j
(GC). Rozdziat produktéw prowadzono za pomocg chromatografii kolumnowej pod
ci$nieniem atmosferycznym oraz pod zwigkszonym cisnieniem (Flash Chromatogra-
phy). Do chromatografii pod ci$nieniem atmosferycznym uzywano zelu krzemionko-
wego (firmy Merck) o granulacji 70-230 mesh, a do chromatografii pod zwigkszonym
ci$nieniem — zelu krzemionkowego (Merck) o granulacji 230-400 mesh. TLC wykony-
wano na ptytkach z zelem krzemionkowym na podtozach: aluminiowym, plastikowym
lub szklanym (firmy Merck). Chromatogramy rozwijano w réznych uktadach rozpusz-
czalnikoéw, najczesciej w:

— heksan-aceton 2:1,

— Dbenzen-eter etylowy-metanol 30:10:0.8,

— cykloheksan-octan etylu-izporopanol 45:45:10,
— cykloheksan-octan etylu-aceton 45:45:10,

— Dbenzen-metanol-octan etylu 7:1:0.8,

— chloroform-aceton 6:1.

Chromatogramy wywolywano przez spryskanie ptytki roztworem stgzonego kwasu
siarkowego 1 etanolu w stosunku objg¢tosciowym 1:1.

Acta Sci. Pol.



Transformacje mikrobiologiczne ... 5

Analizy GC wykonywano przy uzyciu kapilarnego chromatografu gazowego firmy
Hewlett Packard 5890 (FID, gaz nosny azot lub woddr) z nastgpujacymi wypetnieniami:
— Kolumna Chrompack WCOT Fused Silica, HP-5 (Crosslinked Ph Me Silicone); 30

m, $rednica wewngtrzna 0.53 mm, grubos¢ wypehienia 0.88 pum.

Program: 200°1min, narost 8°/Imin do 300°/3 min; temp. dozownika 250°C, temp.
detektora 300°C.

Kolumna Chrompack WCOT Fused Silica Ultra 1 (Crosslinked Methyl Silicone
Gum); 25 m, $rednica wewngtrzna 0.32 mm, grubo$¢ wypehienia 0.17 pm.

Program: 220°/2 min, narost 5°/min do 300°/3 min; temp. dozownika 250°C, temp.
detektora 300°C.

Pomiary spektralne wykonano nast¢pujaco:

— widma w podczerwieni na aparacie Specord M-80 firmy Carl-Zeiss-Jena,
— widma "H-NMR na aparacie Bruker Avance DRX 300 MHz.

WYNIKI

W efekcie transformacji 19-nortestosteronu otrzymano skomplikowang mieszaning
zwiazkow, z ktérych wyizolowano wylacznie produkt gtowny:
¢ 150-hydroksy-19-nortestosteron 21% izolowanej wydajnoSci

— IR (chloroform) [em™]: 3450(0OH), 2970(CH), 1690 i 1640(C=0)

— '"H-NMR &(ppm): 5.8(4-H), 4.1(15B-H), 3.89(17a-H), 0.8(18-H).

Transformacja 17a-metylo-19-nortestosteronu data mieszaning produktow, ktore
rozdzielono metoda chromatografii kolumnowej, izolujac trzy gtowne produkty:

e To-hydroksy-17a-metylo-19-nortestosteron 30% izolowanej wydajnosci

— IR (chloroform) [cm™]: 3430(OH), 2970(CH), 1680 i 1630(C=0)

— '"H-NMR & (ppm): 5.92(4-H), 4.03(7B-H), 1.26(170.-CH3), 0.94(18-H).
¢ 150-hydroksy-17o-metylo-19-nortestosteron 15% izolowanej wydajnosci

— IR (chloroform) [cm™]: 3420(OH), 2950(CH), 1670 i 1620(C=0)

— '"H-NMR & (ppm): 5.83(4-H), 4.1(15p-H), 1.36(17a-CHj3), 0.93(18-H).
¢ 170-metylo-6-dehydro-19-nortestosteron 11% izolowanej wydajnosci

— IR (chloroform) [cm™]: 3490(OH), 2970(CH), 1680 i 1630 (C=0, uktad o, nie-

nasyconego ketonu)

— '"H-NMR & (ppm): 6.1(6-H), 5.67(4-H), 1.22(17a--CHj3), 0.95(18-H).

Kolejng transformacja byla transformacja 17a-etylo-19-nortestosteronu, w wyniku
ktdrej otrzymano réwniez mieszaning produktow, z ktorej wyizolowano dwa gltowne
produkty:
¢ 7a-hydroksy-17a-etylo-19-nortestosteron 52% izolowanej wydajnosci

— IR (chloroform) [cm™]: 3460(OH), 2960(CH), 1680 i 1630(C=0)

— 'H-NMR: 5.92(4-H), 4.05(7B-H), 1.4(17a-CH,CHj3), 0.92(18-H).

e 6-dehydro-17o-etylo-19-nortestosteron 18% izolowanej wydajnoSci

— IR (chloroform) [cm™']:3460(OH), 2960(CH), 1680 i 1630(C=0)

— 1H-NMR 3 (ppm): 6.1(6-H), 5.79(4-H), 1.27(17a.CH,CH3),0.98(18-H).

Kolejnej transformacji poddano kolejno 17a-etinylo-19-nortestosteron oraz 17o-
-etinylo-18-etylo-19-nortestosteron. W obu przypadkach stwierdzono brak reakcji.

Biotechnologia 7(4) 2008



6 E. Brzezowska, J. Dmochowska-Gladysz

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Przeprowadzone wczesniej badania szeregu Cio — steroidow — testosteronu i jego
pochodnych oraz progesteronu wykazaty, ze miejsce hydroksylacji w kulturze szczepu
A. coerulea zalezy migdzy innymi od obecnosci podstawnika na atomie wegla C17
[Brzezowska i in. 1996]. Stwierdzono, ze kierunek przebiegu reakcji uzalezniony jest
od struktury substratu. Nie podstawione na atomie wegla C17 grupa alkilowa substraty
steroidowe serii androstanu: testosteron i androstendion transformowane byty gldwnie
do 14a-hydroksypochodnych. Obecnos¢ grupy 17a-metylowej zmieniata miejsce hydrok-
sylacji. Obserwowano regioselektywna hydroksylacje 7o dla 17a-metylotestosteronu,
a z substratu z dodatkowym wiazaniem podwdjnym 17o-metylo-1-dehydrotestosteronu
powstawata mieszanina 7o i 11P alkoholi. Obecnie dziataniu kultury A. coerulea
poddane zostaly nastgpujace substraty steroidowe: 19-nortestosteron, 17c-metylo-19-
-nortestosteron, 17o-etylo-19-nortestosteron, 17a-etinylo-19-nortestosteron, 17o-eti-
nylo-18-etylo-19-nortestosteron. Zwiazki te wykazuja dziatanie anaboliczne lub gesta-
genne.

W wyniku transformacji 19-nortestosteronu (rys. 1) otrzymano 15a-hydroksy-19-
-nortestosteron.

OH

Absidia

coerulea

Rys. 1. Transformacja 19-nortestosteronu w kulturze 4. coerulea
Fig. 1. Transformation of 19-nortestosterone in 4. coerulea culture

Struktur¢ otrzymanego zwiazku zaproponowano na podstawie analizy widma
'H-NMR. Zawiera ono charakterystyczny multiplet CHOH w obszarze 6=4.1 ppm,
ktéory moze zosta¢ przypisany protonowi 15B, co potwierdzaja dane literaturowe dla
quasi-aksjalnego protonu 158 [Kirk i in. 1990]. Z kolei triplet odpowiadajacy protonowi
170 jest przesunigty w kierunku stabszego pola o ok. 0.023 ppm (6=3.89 ppm) w po-
rownaniu z substratem (8=3.66 ppm). Niewielkie przesunigcie angularnej grupy mety-
lowej C-18 o ok. 0.001 ppm (w poréwnaniu z substratem) jest zgodne z danymi literatu-
rowymi [Ziircher 1963].

Wprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycje 15a po raz pierwszy zaobserwowa-
no w wyniku transformacji progesteronu (rys. 2) w kulturze Colletotrichum antirrhini
oraz korteksonu (rys. 3) przez szczep Giberella baccata [Charney i Herzog 1967].

Acta Sci. Pol.
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)

Rys. 2. Transformacja progesteronu w kulturze Colletotrichum antirrhini
Fig. 2. Transformation of progesterone in a Colletotrichum antirrhini culture

CH,OH

C=0

Giberella

baccata

0] 0]

Rys. 3. Transformacja korteksonu w kulturze Gibberella baccata
Fig. 3. Transformation of cortexolone in a Gibberella baccata culture

Znane s3 rowniez mikrobiologiczne 15a hydroksylacje Cig oraz C;y pochodnych
steroidowych w kulturach szczepdéw z rodzaju Fusarium [Tamm 1 in. 1963, Kotek
i Swizdor 1998, Wilson i in. 1999]. Hydroksylacje pozycji 150, zaobserwowano réw-
niez w wyniku transformacji progesteronu w kulturze Acremonium strictum [Faramarzi
iin. 2003].

Hydroksylacja pozycji 15a posiada znaczenie praktyczne w syntezie zwigzkéw wy-
kazujacych dziatanie gestagenne: np. z 18-etylo-19-norandrostendionu w kulturze Peni-
cillium raistickii [Kieslich 1991] mozna otrzyma¢ 15a-hydroksypochodne. Reakcja ta
stanowi etap posredni dla wprowadzenia wigzania podwojnego 15,16-dienowego (rys.
4), ktore zwigksza aktywnos$¢ gestagenna D-norgestrelu.

O

Penicillium

raistickii

Rys. 4. Reakcja wprowadzenia grupy hydroksylowej w pozycje 15a dla 18-etylo-19-norandro-
stendionu w kulturze Penicillium raistickii

Fig. 4. Introduction of hydroxy group in 150 position to 18-ethyl-19-norandrostenedione
in a Penicillium raistickii culture

Biotechnologia 7(4) 2008



8 E. Brzezowska, J. Dmochowska-Gladysz

Z kolei, w wyniku transformacji 17a-metylo-19-nortestosteronu, pochodnej alkilo-
wej 19-nortestosteronu, wyizolowano trzy gtéwne produkty: 7a-hydroksy-17a-metylo-
-19-nortestosteron, 15a-hydroksy-17a-metylo-19-nortestosteron oraz 17o-metylo-6-
-dehydro-19-nortestosteron. Schemat zachodzacych reakcji przedstawiono na rysunku 5.

OH
£ cH,

Absidia | coerulea

OH
{1 CH,

)

Rys. 5. Transformacja 17a-metylo-19-nortestosteronu w kulturze A. coerulea
Fig. 5. Transformation of 17a-methyl-19-nortestosterone in A. coerulea culture

W widmie "H-NMR 7a-hydroksy-17a-metylo-19-nortestosteronu obecny jest waski
sygnat przy 6=4.04 ppm, charakterystyczny dla ekwatorialnego protonu, co wskazuje na
obecnos¢ protonu 73 [Smith i in. 1989].

Reakcjami majacymi znaczenie biotechnologiczne sa transformacje w pozycji C-7
zwigzkow steroidowych. Uwaza si¢ ja za jeden z pierwszych etapow trawienia przez
zywy organizm [Clark i Hufford 1991]. Mikrobiologiczna hydroksylacja pozycji C7
steroidow o uktadzie 4-en-3-onu ma znaczenie przy produkcji aktywnych farmakolo-
gicznie zwiazkéw. Przyktadowo, 7a-hydroksyandrost-4en-3,17-dion jest waznym me-
tabolitem stosowanym do wytwarzania diuretykow [Mahato i Majumdar 1993, Mahato
i Garai 1997]. Niezaleznie od syntezy chemicznej pochodnych steroidowych 7a i 7P,
ktére mozna otrzymaé¢ w wieloetapowej syntezie i z malymi wydajno$ciami, bardziej
korzystna wydaje si¢ mozliwo$¢ ich uzyskania w wyniku transformacji mikrobiologicz-
nej. Znalazto to wyraz w pracach opublikowanych w ciagu ostatnich kilkunastu lat
[Templeton i Kumar 1987, Smith i in. 1989, Cotillon i Morfin 1999, Huszcza i Dmo-
chowska-Gtadysz 2003].

Strukture drugiego produktu transformacji 17a-metylo-19-nortestosteronu — 15a.-
-hydroksy-17ca-metylo-19-nortestosteronu zaproponowano réwniez na podstawie da-
nych spektralnych. W widmie '"H-NMR powyzszego zwiazku obecny jest charaktery-
styczny multiplet CHOH w obszarze 6=4.1 ppm, odpowiadajacy protonowi 15f3

Acta Sci. Pol.
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[Kirk i in. 1990]. Przesunigcie chemiczne angularnej grupy metylowej C-18 (w stosun-
ku do substratu) o ok. 0.05 ppm w kierunku stabszego pola jest zgodne z danymi litera-
turowymi [Ziircher 1963].

W widmie 'H-NMR trzeciego produktu transformacji 17o-metylo-19-nortestoste-
ronu — 170-metylo-6-dehydro-19-nortestosteronu o obecnosci dodatkowego wiazania
podwojnego wnioskuje si¢ na podstawie obecnosci sygnatu 6=6.2 ppm. Przesunigcie
chemiczne sygnatu protonu winylowego przy atomie wegla C4 o ok. 0.05 ppm, w od-
niesieniu do substratu, potwierdzaja dane literaturowe [Smith i in. 1989]. Podobne
wprowadzenie wiazania podwojnego do pierscienia B z utworzeniem 6-dehydro-
produktu obserwowaliSmy w wyniku transformacji, w kulturze tego mikroorganizmu,
pochodnej testosteronu — 17o-metylotestosteronu [Brzezowska i in. 1996]. Wprowa-
dzenie wigzania podwdjnego C6-C7 zaobserwowal rowniez Smith [1989] w reakcji
androstendionu w mieszanej kulturze Absidia coerulea i Curvularia lunata.

Transformacja 17a-etylo-19-nortestosteronu, kolejnej alkilowej pochodnej 19-
-nortestosteronu, data dwa gtowne produkty: 7a-hydroksy-17a-etylo-19-nortestosteron
i 17a-etylo-6-dehydro-19-nortestosteron (rys. 6).

OH
' CHs

Absidia |coerulea

i C2H5

)

o)

Rys. 6. Transformacja 17a.-etylo-19-nortestosteronu w kulturze A. coerulea
Fig. 6. Transformation of 17a-ethyl-19-nortestosterone in 4. coerulea culture

Widmo 'H-NMR 7o-hydroksy-170-etylo-19-nortestesteronu zawiera charaktery-
styczny dla ekwatorialnego protonu 73, waski jednoprotonowy sygnat przy 6=4.05 ppm
[Bloom i Schull 1955].

Biotechnologia 7(4) 2008



10 E. Brzezowska, J. Dmochowska-Gladysz

Z kolei w widmie '"H-NMR 6-dehydroproduktu obecny jest dwuprotonowy sygnat
przy 6=6.2 ppm, $wiadczacy o obecnosci dodatkowego wigzania podwojnego. Przesu-
niecie chemiczne sygnatu protonu winylowego, dla uktadu 4,6-dieno-3-ketonu, przy
atomie wegla C4 (o okoto 0.05 ppm w odniesieniu do substratu) potwierdzaja dane
literaturowe [Smith i in. 1989]. Podobne wprowadzenie wiazania podwojnego do pier-
Scienia B z utworzeniem 6-dehydroproduktu obserwowano w kulturze A. coerulea
w wyniku transformacji 17a-metylotestosteronu [Brzezowska i in. 1996] i 170.-metylo-
-19-nortestosteronu.

W dalszej kolejnosci przeprowadzono transformacj¢ substratdéw zawierajacych na
atomie wegla C17 grupe 17a-etinylowa: 17a-etinylo-19-nortestosteron i 17a-etinylo-
18-etylo-19-nortestosteron. Stwierdzono, ze wyzej wymienione substraty nie ulegaja
przeksztatceniu w kulturze A. coerulea.

Zahamowanie reakcji moze by¢ spowodowane tym, ze steroidowe pochodne etiny-
lowe moga by¢ nicodwracalnymi inhibitorami cytochromu P-450 [Zeelen 1990]. Taka
etinylowa pochodna jest utleniana do reaktywnego oksirenu, ktory nastepnie reaguje
z enzymem. W wyniku tej reakcji nastgpuje inaktywacja enzymu (rys. 7).

nieaktywny
+  enzym

HO HO

Rys. 7. Przebieg nieodwracalnej inhibicji cytochromu P-450 w wyniku dzialania etinylowych
pochodnych steroidowych.

Fig. 7. The course of irreversible inhibition of cytochrome P-450 as a result of the action of ethy-
nyl steroid derivatives

Podobny hamujacy wptyw grupy 17a-etinylowej na przebieg reakcji zaobserwowa-
no w wyniku badan przeprowadzonych przez Zaklej-Marvi¢a i in. [1986], podczas
transformacji zwiazkow steroidowych w kulturze Rhizopus nigricans. Autorzy stwier-
dzili, ze obecno$¢ na atomie wegla C17 grupy 17a-etinylowej wywoluje specyficzny
wplyw na przebieg transformacji. Transformowane byly zwiazki steroidowe zawieraja-
ce na atomie wegla C17 grupe 17f hydroksylowa lub 17o-metylows oraz substraty
z grupg 17a-etinylowa. W przypadku steroidéw z grupa 178 hydroksylowa lub 17a-
-metylowa otrzymywane byly produkty reakcji hydroksylacji z dobrymi wydajnosciami,
natomiast zwiazki zawierajace na atomie wegla C17 grupe 17a-etinylowa — przeksztat-
cane w mniejszym stopniu lub wcale. Rowniez w wyniku badan przeprowadzonych
przez Hansona i in. [1996], dotyczacych transformacji testosteronu i jego alkilowych
oraz etinylowych pochodnych w kulturze Cephalosporium aphidicola, stwierdzono, ze
obecnos¢ grupy 17a-etinylowej moze by¢ utrudnieniem transformacji 17a-etinylotesto-
steronu w kulturze tego mikroorganizmu.
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WNIOSKI

1. Najbardziej typowsa reakcja prowadzona przez system enzymatyczny Absidia
coerulea jest reakcja wprowadzenia grupy hydroksylowej do szkieletu steroidowego.

2. Kierunek przebiegu reakcji uzalezniony jest od struktury substratu. Nie podsta-
wiony na atomie wegla C17 grupa alkilowa 19-nortestosteron przeksztatcany byt do
15a-hydroksypochodnej, podczas gdy jego 17a-alkilowe (metylowe i etylowe) po-
chodne ulegaty transformacji, dajac gldwnie 7a-hydroksypochodne bgdace produktami
hydroksylacji w pierscieniu B.

3. W przypadku zwiazkow steroidowych zawierajacych grupg 17a-ctinylowa reak-
cja w kulturze szczepu A. coerulea przebiega w znacznie mniejszym stopniu lub nie
zachodzi.

4. Obok reakcji hydroksylacji steroidow system enzymatyczny 4. coerulea katalizu-
je rzadko prowadzone przez grzyby wprowadzenie wigzania podwdjnego C6-C7.
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MICROBIAL TRANSFORMATION OF C,s STEROIDS:
19-NORTESTOSTERONE AND ITS 170-ALKYL AND ETHYNYL
DERIVATIVES IN ABSIDIA COERULEA CULTURE

Abstract. The strain of Absidia coerulea 93 was used to investigate the transformations
of Cig steroids: 19-nortestosterone and its 17a-alkyl and ethynyl derivatives. 19-
-nortestosterone and its 17a-alkyl derivatives were transformed, forming hydroxylated
products. It was found that the position of the introduced hydroxyl group depended on the
structure of the substrate: 19-nortestosterone underwent hydroxylation at C15, whereas
19-nortestosterone 17a-alkyl derivatives were predominantly hydroxylated at 7o-
-position. Besides hydroxylation introduction of double bond C6-C7 was observed. It was
noticed that 19-nortestosterone 17a-ethynyl derivatives were not transformed in Absidia
coerulea culture.
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WYKORZYSTANIE GLICEROLU ODPADOWEGO
DO BIOSYNTEZY KWASU CYTRYNOWEGO
PRZEZ YARROWIA LIPOLYTICA WRATISLAVIA AWGT7*

Anita Rywinska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Odpadowy glicerol z produkcji biodiesla, zawierajacy 350 g-dm™ glicerolu,
zastosowano jako substrat w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego przez mutanta octa-
nowego Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch. W czasie 140 h procesu
uzyty w badaniach szczep produkowat 133,4 g-dm™ kwasu cytrynowego i 2,7 g-dm™
kwasu izocytrynowego z szybkoscia produkcji i wydajnoscia kwasu cytrynowego, odpo-
wiednio 0,95 g-dm>h"'i 0,67 g'g”'. Stezenie catkowite pozostatych kwaséw organicznych:
kwasu jablkowego, a-ketoglutarowego i fumarowego nie przekraczato 6 g-dm™. Ponadto,
w hodowli stwierdzono obecnos¢ polioli, takich jak erytrytol i mannitol, ktdrych stgzenie
na koncu procesu wynosito odpowiednio 9,8 i 2,7 g-dm™.

Stowa kluczowe: kwas cytrynowy, glicerol odpadowy, hodowla fed-batch, Yarrowia
lipolytica

WSTEP

Dyrektywa Unii Europejskiej 2003/30/EC z dnia 8 maja 2003 r. wprowadzita zapis
stosowania dodatku biokomponentoéw (bioetanolu i biodiesla) do paliw konwencjonal-
nych przez kraje cztonkowskie Unii Europejskiej w ilosci 5,75% do 2010 r. i 20% do
2020 roku. W zwiazku z tym nakazem dynamicznie zacz¢ta rozwija¢ si¢ produkcja
estrow metylowych wyzszych kwasow tluszczowych FAME (fatty acid methyl esters),
tzw. biodiesla. Do produkcji tego biokomponentu uzywane sa oleje roslinne, np. rzepa-
kowy, palmowy, stonecznikowy, sojowy lub tluszcze zwierzece [Fukuda i in. 2001,
Marchetti i in. 2007]. W przysztosci duze nadzieje beda zwiazane z wykorzystaniem do
produkcji biodiesla ttuszczow pochodzenia mikrobiologicznego uzyskiwanego z ho-
dowli alg i drozdzy [Dunahay i in. 1996, Ratledge i Wynn 2002, Ratledge 2004,

* Badania realizowane w ramach grantu MNiSW 2P06T 044 30 w latach 2006—-2009.
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i Mikrobiologii Zywnos$ci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25,
50-375 Wroctaw, e-mail: anita.rywinska@up.wroc.pl
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Guschina i Harwood 2006, Li i in. 2006]. Rodzaj zastosowanego oleju do produkcji
biodiesla i stopien jego rafinacji ma duzy wpltyw na przebieg procesu transestryfikacji
triacyloglicerydow i na jako$¢ uzyskanego produktu [Altiparmak i in. 2007]. FAME
moga by¢ stosowane jako paliwo do silnikéw z zaplonem samoczynnym (Diesla) lub do
systemow grzewczych [Hirschmann i in. 2005]. Produktem ubocznym w procesie
otrzymywania estrow metylowych jest glicerol. Szacuje si¢, ze w niedalekiej przyszto-
$ci w Europie bedzie powstawalo ok. 1 miliona ton surowego glicerolu rocznie. Zago-
spodarowanie tak duzej ilosci taniego glicerolu wymaga poszukiwania nowych metod
jego waloryzacji w cenniejsze produkty chemiczne. Jednym z interesujacych rozwigzan
jest wykorzystanie go jako zrodla wegla i energii w procesach mikrobiologicznych.
Glicerol byt z powodzeniem wykorzystywany w procesach fermentacyjnych do biosyn-
tezy 1,3-propanodiolu [Chen i in. 2003, Papanikolaou, Aggelis 2003], kwasu burszty-
nowego [Lee i in. 2001], wodoru i alkoholu etylowego [Ito i in. 2005], czy dihydroksy-
acetonu [Bories i in. 1991]. W procesach tlenowych glicerol jako substrat stosowano do
produkcji Single-Cell-Oil [Papanikolaou i in. 2008], erytrytolu [Rymowicz i in. 2008],
drozdzy paszowych [Juszczyk i in. 2005] i kwasu cytrynowego [Papanikolaou i in.
2002, Rymowicz i in. 2006]. Wedlug badan Rymowicza i in. [2006] oraz Papanikolaou
i in. [2002] proces biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez drozdze Yarrowia
lipolytica zachodzi z wydajnoscia ok. 60%, a stezenie koncowe kwasu w brzeczce jest
w zakresie od 73 do 140 g'dm™. Takie wyniki sa na tyle korzystne, ze proces drozdzo-
wej fermentacji cytrynowej na glicerolu moze by¢ interesujacym alternatywnym roz-
wiazaniem technologicznym do procesu plesniowego z udziatem grzybow Aspergillus
niger. W procesie biosyntezy kwasu cytrynowego stosowano zaréwno glicerol o czysto-
$ci technicznej, jak i glicerol odpadowy o réznym stopniu oczyszczenia i zawartosci
glicerolu [Levinson i in. 2007]. Glicerol odpadowy moze zawieraé takze niewielkie
ilosci estrow, metanol oraz znaczne ilosci soli [Papanikolaou i in. 2008]. Zanieczysz-
czenia te moga mie¢ istotny wplyw na przebieg wzrostu drozdzy i proces produkcji
kwasu cytrynowego. Niewiele jest badan poswigconych wykorzystaniu surowcow
o niskiej zawartosci glicerolu w takich procesach biosyntezy.

Celem pracy jest ocena przydatnosci odpadowego glicerolu pochodzacego z pro-
dukcji estrow metylowych o niskiej zawartosci glicerolu do biosyntezy kwasu cytryno-
wego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch.

MATERIALY I METODY

Mikroorganizm. W badaniach stosowano szczep drozdzy Yarrowia lipolytica Wra-
tislavia AWG7 o gladkim fenotypie kolonii, otrzymany przez Rywinska i in. [2003].
Szczep jest mutantem octanowym (oct’), pochodzi z kolekcji wlasnej Katedry Biotech-
nologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, a prze-
chowywano go na skosach YM, w temp. 4° C.

Podloza. Podloze inokulacyjne miato sktad (g'dm™): glicerol — 50,0; ekstrakt droz-
dzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; bactopepton — 5,0; woda destylowana do 1 litra.
Do podtoza produkcyjnego uzyto nastepujacych sktadnikéw (g-dm™): glicerol — 90,0;
NH,4CI1 — 3,0; MgSO, x 7H,0 — 1,0; KH,PO,4 — 0,2; ekstrakt drozdzowy — 1,0; woda
wodociagowa — do 1 litra. W czasie hodowli podtoze produkcyjne dwukrotnie (po 24
i 48 h) zasilono roztworem glicerolu odpadowego (po ok. 220 cm?), tak aby stezenie
catkowite glicerolu wynosito 200 g-dm™ (przy objetosci roboczej zbiornika 1,3 dm?).
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Surowiec. W badaniach stosowano oczyszczony glicerol odpadowy pochodzacy
z produkcji estrow metylowych (biorafineria SG BODDINS GmbH, Niemcy), zawiera-
jacy 350 g-dm™ glicerolu i 0,65 g'dm™ NaCl.

Warunki prowadzenia hodowli. Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasarce
rotacyjnej typu Elpan przy 160 rpm w 250 cm® kolbach stozkowych zawierajacych 25
cm® podtoza inokulacyjnego przez 72 godz. w temp. 30°C. Do zaszczepienia podtoza
produkcyjnego w bioreaktorze uzywano 50 cm’ zawiesiny komérek namnozonych
w hodowli inokulacyjnej. Bezposrednio po zaszczepieniu objetosé podtoza produkeyj-
nego wynosila ok. 0,85 dm’. Proces biosyntezy kwasu cytrynowego byt prowadzony
w 3,5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III (New Brunswick, USA), o objgtosci
roboczej zwigkszajacej si¢ od 0,85 do 1,3 dm’, przy szybkosci przeptywu powietrza
0,2 vvm, szybkosci obrotowej mieszadta 600 rpm, w temp. 30°C. W czasie procesu pH
utrzymywano automatycznie na poziomie 5,5 za pomoca 40% NaOH.

Metody analityczne. Biomas¢ oznaczano metoda wagowa. Kwas izocytrynowy
(ICA) oznaczano metoda enzymatyczng przy udziale dehydrogenazy cytrynianowej
[Goldberg i Ellis 1983].

Stezenie kwasu cytrynowego (KC), kwasu fumarowego (FUM), kwasu jabtkowego
(MAL), kwasu a-ketoglutarowego (KET), glicerolu (GLY), erytrytolu (ER) i mannitolu
(MAN) oznaczano metoda HPLC na kolumnie Aminex HPX87H podtaczonej do detek-
torow UV (A=210 nm) i RI w temperaturze pokojowej. Szybkos¢ przeplywu fazy cieklej
(20 mM H,S0,) przez kolumne wynosita 0,6 cm’-min™.

Spis uzytych symboli

gkc = szybkos$¢ wlasciwa produkcji kwasu cytrynowego — specific citric acid produc-
tion rate (g'g"'h™)

Qxc = szybkos¢ produkcji kwasu cytrynowego — volumetric citric acid production rate
(g'dm>h™)

Yke = wydajno$é catkowita kwasu cytrynowego — total yield of citric acid (gg™)

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Szczegbdtowej analizie poddano przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu przez szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch.
Stezenie catkowite glicerolu w tym procesie wynosito 200 g-dm™.

Catkowite wyczerpanie glicerolu nastapito w 140 h hodowli (rys. 1). Zawartos¢
biomasy w 24 h hodowli wynosita 26 g'dm™, jednak po kazdym zasileniu podtoza ho-
dowlanego roztworem glicerolu zwickszata si¢ obj¢to$é robocza reaktora z 0,85 do
1,3 dm’, co spowodowato obnizenie zawartosci biomasy do ok. 14,5 g'dm™ w 60 h
hodowli. Czynnikiem limitujacym wzrost drozdzy Y. lipolytica Wratislavia AWG7 byt
NH,CI na poziomie 3 grdm™. W przypadku stosowania surowcéw odpadowych nalezy
liczy¢ si¢ z obecnoscia w nich réznych zanieczyszczen, w tym dodatkowych zrdédet
azotu, ktore moga zwigkszy¢ stezenie biomasy, inne mogg ogranicza¢ wzrost drozdzy.
W analogicznej hodowli tego szczepu poprowadzonej w podtozu z czystym glicerolem
ilo$¢ biomasy byta wyzsza i wynosita 19 g'dm‘3 [Rywinska i in. 2009]. Prawdopodob-
nie, wykorzystany w niniejszej pracy surowiec zawiera czynniki, ktéore hamujg wzrost
drozdzy. W 140 h procesu fed-batch uzyskano 133,4 g-dm™ kwasu cytrynowego z wy-
dajnoscia 0,67 g'g”' (tab. 1). Ten sam szczep produkowat znacznie nizsze ilosci kwasu
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cytrynowego (88,1 g:dm™) z wydajnoscig 0,44 g'g™' (z 200 g-dm™ glicerolu) w hodowli
periodycznej [Rymowicz, in. 2006]. Wedlug wielu autordw system fed-batch, w ktorym
substrat jest dodawany w kilku porcjach lub w sposdb ciagly, jest lepszym rozwiaza-
niem hodowlanym w przypadku stosowania wysokich stezen substratu [LeviSauskas
i in. 2006, Limtong i in. 1987]. Ponadto, wydajnos¢ produktu jest generalnie wyzsza
w poréwnaniu do proceséw okresowych [Kim i in. 2007]. Wysokie koncowe stezenie
kwasu cytrynowego w brzeczce oraz wydajnos¢ catkowita kwasu cytrynowego w prze-
prowadzonym procesie fed-batch przez szczep Wratislavia AWG7 sa pordwnywalne
z wynikami uzyskanymi przez innych autoréow [Levinson i in. 2007, Papanikolaou
i Aggelis 2003, Papanikolaou i in. 2008]. Levinson i in. [2007] analizowali uzdolnienia
do produkcji kwasu cytrynowego z czystego glicerolu dwudziestu siedmiu szczepow
z gatunku Y. lipolytica, dwoch szczepdw Aciculoconidium aculeatum oraz trzech szcze-
péw Candida sp. Najwyzsza koncentracje kwasu cytrynowego (21,8 g-dm™) oraz naj-
wyzsza wydajnos¢ (0,545 g-g’), otrzymano w hodowli szczepu Y. lipolytica NRRL
YB-423, przy poczatkowym stezeniu glicerolu 40 g-dm™. Szczep Y. lipolytica ACA-DC
50109 zastosowany przez Papanikolaou i in. [2008] w podlozu zawierajacym 164 g-dm™
surowego glicerolu produkowat tylko 62,5 g-dm™ kwasu cytrynowego z wydajnoscia
0,56 g'g”', a wicc nizsza niz szczep Wratislavia AWG7 uzyty w niniejszej pracy, a po
zakonczeniu procesu w 600 h hodowli w podtozu wciaz znajdowato si¢ 52,5 g-dm™
glicerolu. Natomiast wyzsze wartosci wydajnosci kwasu cytrynowego uzyskiwano
w procesach z udzialem roznych szczepdw Y. lipolytica, gdzie jako substrat stosowano
etanol [Arzumanov i in. 2000], n-parafiny [Crolla i Kennedy 2001], olej rzepakowy
[Kamzolova i in. 2005] lub sacharoz¢ [Forster i in. 2007]. Wedlug Anastassiadis
i Rhem [2006] szczep Candida oleophila ATCC 20177 produkowat kwas cytrynowy
z glukozy z wydajnoscia 0,41-0,51 g-g.
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Rys. 1. Produkcja biomasy [X], kwasu cytrynowego (KC), kwasu izocytrynowego (ICA) oraz
zuzycie glicerolu [GLY] przez Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch.
Roztwér glicerolu (350 g-dm™) byt wprowadzony do bioreaktora periodycznie w 24 i 48 h
do catkowitego stezenia 200 g-dm™, co pokazuja strzatki

Fig. 1. Biomass (X), citric acid (KC) and isocitric acid (ICA) and uptake of glycerol (GLY)
during fed-batch culture of Y. lipolytica Wratislavia AWG7. Glycerol solution (350
g-dm™) was periodically fed into the fermentor at 24 and 48 h until the total concentration
0f 200 g'dm™ was reached after the initiation of the fed-batch mode indicated by an arrow
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Tabela 1. Parametry kinetyczne wzrostu i biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu
odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7

Table 1. Kinetic parameters of growth and citric acid fermentation from crude glycerol
by strain of Y. lipolytica Wratislavia AWG?7 strain

Parametr Glicerol odpadowy

Parameter Crude glycerol
Czas — Time (h) 140
Biomasa — Biomass (g:dm™) 14,5
Kwas cytrynowy — Citric acid (g:dm?) 1334
Kwas izocytrynowy — Isocitric acid (g:dm?) 2,7
Ye (ggh) 0,67
Qke (g'dmh™) 0,95
9ke (gg'h™ 0,066

Podstawowa wada drozdzowej fermentacji cytrynowej jest nagromadzanie w §ro-
dowisku hodowlanym produktu ubocznego, jakim jest kwas izocytrynowy. W zalezno-
$ci od uzytego substratu kwas izocytrynowy stanowi nawet do 50% sumy kwaséw
cytrynowych. Wedtlug wczesniejszych badan stwierdzono, ze mutanty oct” cechujg si¢
niska produkcja kwasu izocytrynowego zaréwno w hodowlach z glukoza, jak i z glice-
rolem [Rymowicz i in. 2005, 2006, Rywinska i in. 2006]. W przeprowadzonej hodowli
fed-batch z udzialem szczepu Wratislavia AWG?7 ilos¢ tego produktu ubocznego byta
niska i wynosita na koficu hodowli 2,7 g-dm>, co wplywato na uzyskanie wysokiej
czystosci procesu (ok. 98%), a kwas izocytrynowy stanowil 2% sumy wytworzonych
kwasow cytrynowych. W zaleznosci od zastosowanego glicerolu (odpadowy lub czysty)
i typu hodowli (okresowa wstrzasarkowa lub wglgbna okresowa w bioreaktorze) stgze-
nie kwasu izocytrynowego w hodowlach mutantéw octanowych wynosito od 0,3 do
5,8 g«dm™ [Rymowicz i in. 2005, 2006]. Dla poréwnania, w hodowli z udziatem szcze-
pu dzikiego typu, Y. lipolytica A-101, w podlozu z glicerolem odpadowym i z glicero-
lem czystym otrzymano 12,6 i 17,8 g-dm™ kwasu izocytrynowego, co stanowito odpo-
wiednio 15,8 1 21,1% kwasu izocytrynowego w sumie kwasdéw (dane niepublikowane).
W badaniach Levinson i in. [2007] sposrdd 27 szczepow wyselekcjonowanych do pro-
cesu produkcji kwasu cytrynowego z glicerolu tylko jeden produkowal mniej niz 10%
kwasu izocytrynowego.

Badano réwniez obecnos¢ innych metabolitow posrednich z cyklu Krebsa, takich
jak: kwas jabtkowy, fumarowy i a-ketoglutarowy w srodowisku hodowlanym. Ich su-
maryczna ilo$¢ nie przekraczata jednak 6 g-dm™ (rys. 2). Uzyskane w tym zakresie
wyniki trudno jest poréwna¢ z wynikami innych autoréw, poniewaz w dostgpne;j litera-
turze brak danych na temat ubocznej produkcji posrednikow cyklu Krebsa czy glikolizy.

W omawianym w niniejszej pracy procesie, rownolegle z nadprodukcja kwasu cy-
trynowego, tworzone byty alkohole cukrowe, takie jak erytrytol i mannitol, ktérych
stezenia na koficu hodowli wynosity odpowiednio 9.8 i 2,7 g-dm™ (rys. 3). Zdolno$é
drozdzy Y. lipolytica do nadprodukcji polioli z glicerolu byta obserwowana podczas
procesu biosyntezy kwasu cytrynowego w hodowlach innego szczepu, rowniez mutanta
octanowego, Y. lipolytica Wratislavia K1 [Rymowicz 1 in. 2008, Rywinska i in. 2008].
Szczep ten w hodowlach fed-batch, w zalezno$ci od sposobu dozowania i poczatkowego
stezenia glicerolu, produkowat (z 200 g-dm™ glicerolu) wyzsze ilosci erytrytolu, w zakre-
sie od 41 do 81 g-dm™ [Rymowicz i in. 2008]. Natomiast w procesach okresowych,
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w ktorych poczatkowe stezenie czystego glicerolu byto dwukrotnie nizsze i wynosito
100 g-dm>, stezenie erytrytolu i mannitolu na koncu hodowli wynosito odpowiednio
19,3 i 10,2 g:dm™ [Rywiniska i in. 2008]. Na uwage zashiguje fakt, ze podczas gdy
szczep Wratislavia K1 nagromadza erytrytol przez caly czas trwania procesu, szczep
Wratislavia AWG7 po obnizeniu stezenia glicerolu utylizuje wolno oba poliole, co
moze mie¢ wptyw na zwigkszenie wydajnosci kwasu cytrynowego (rys. 3).
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Rys. 2. Produkcja kwasu fumarowego (FUM), a-ketoglutarowego (KET) i jabtkowego (MAL)
podczas procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu odpadowego przez szczep
Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch

Fig. 2. Production of fumaric acid (FUM), a-ketoglutaric acid (KET) and malic acid (MAL)
during fed-batch production of citric acid from crude glycerol by Y. lipolytica Wratisla-
via AWGT strain
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Rys. 3. Produkcja erytrytolu (ER) i mannitolu (MAN) przez Y. lipolytica Wratislavia AWG7
z glicerolu odpadowego w hodowli fed-batch

Fig. 3. Production of erythritol (ER) and mannitol (MAN) by Y. lipolytica Wratislavia AWG7
on glycerol medium in fed-batch cultivation system
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Dynamika procesu biosyntezy kwasu cytrynowego w czasie hodowli byta zréznico-
wana. W fazie spowolnionego wzrostu, pomi¢dzy 20-46 h hodowli, objetosciowa szyb-
kos¢ produkcji kwasu cytrynowego (Qgc) ksztattowata si¢ w zakresie od 1,7 do
2,6 g«dm>h™ (rys. 4). W kolejnych godzinach hodowli, kiedy komorki byly w fazie
stacjonarnej, szybkos¢ produkeji kwasu cytrynowego obnizata si¢ do ok. 0,52 g-dm™h’'
w 95 h hodowli i utrzymywata si¢ na takim poziomie do konca procesu. Szybkos¢ wia-
$ciwa produkcji kwasu cytrynowego wynosila w tym czasie okoto 0,038 g-g'h! (rys. 4).
Podobne obnizanie si¢ dynamiki produkcji kwasu cytrynowego bylo obserwowane
podczas biosyntezy kwasu cytrynowego z hydrolu glukozowego przez dziki szczep
Y. lipolytica A-101 [Wojtatowicz i Rymowicz 1991] oraz z glukozy przez szczep
Candida olephila ATCC 20177 [Anastassiadis 1 in. 2002]. Warto jednak podkresli¢, ze
$rednia szybko$¢ objegtosciowa produkceji kwasu cytrynowego, liczona dla catego proce-
su, byta wysoka i wynosita Qgc= 0,95 g-dm h™" (tab. 1), nieznacznie tylko nizsza niz
w hodowli z czystym glicerolem, 1,16 g-dm™h™ [Rywinska i in. 2009].
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Rys. 4. Objetosciowa szybkos¢ produkeji kwasu cytrynowego (Qc) 1 szybkos¢é wiasciwa produk-
cji kwasu cytrynowego (qxc) podczas procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu
odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch

Fig. 4. Volumetric citric acid production rate (Qgc) and specific citric acid production rate (qxc)
during citric acid biosynthesis from crude glycerol by Y. lipolytica Wratislavia AWG7
strain in fed-batch culture

Podsumowujac wyniki badan, mozna stwierdzi¢, ze glicerol odpadowy pochodzacy
z produkcji estréw metylowych o niskiej zawartosci glicerolu (350 g-dm™) jest bardzo
dobrym zrédlem wegla do biosyntezy kwasu cytrynowego dla szczepu Y. lipolytica
Wratislavia AWG7 w systemie fed-batch. Zanieczyszczenia obecne w surowcu pozo-
stawaty bez wptywu na dynamike 1 wydajnos$¢ procesu biosyntezy kwasu cytrynowego,
ktére byty wysokie i wynosity odpowiednio 133,4 g-dm™ i 0,67 g-g”'. Ponadto proces
fermentacji charakteryzowat si¢ wysoka czystoscig z uwagi na niska zawarto$¢ kwasu
izocytrynowego, metabolitdw posrednich cyklu Krebsa oraz polioli.
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THE USE OF CRUDE GLYCEROL FOR CITRIC ACID BIOSYNTHESIS
BY YARROWIA LIPOLYTICA WRATISLAVIA AWG7

Abstract. Crude glycerol from biodiesel industry, containing 350 g-dm™ of glycerol, was
used as a substrate for citric acid production by acetate negative mutant of Yarrowia lipo-
Iytica Wratislavia AWG?7 in fed-batch experiment. This strain produced 133,4 g-dm™ of
citric acid and 2,7 g-dm™ of isocitric acid, unwanted product in this process, in 140 h of
cultivation. As a results the volumetric citric acid production rate and the citric acid yield
reached 0,95 g-dm>h™ and 0,67 g'g”, respectively. The total amount of other organic
acids such as malic, fumaric and a-ketoglutaric acid produced by the Wratislavia AWG7
strain no exceed 6 g-dm™.Polioles such as erythritol and as well as mannitol were pro-
duced in this process also. Concentration of these by-products at the and of process were
9,812,7 g-dm™, respectively.

Key words: citric acid, raw glycerol, fed-batch system, Yarrowia lipolytica Wratislavia
AWG7
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PRODUKCJA POZAKOMORKOWYCH HYDROLAZ
PRZEZ SZ.CZEPY YARROWIA LIPOLYTICA
POCHODZACE Z SERA*

Marek Szottysik, J6zefa Chrzanowska, Monika Zelazko,
Joanna Niedbalska, Xymena Potomska, Piotr Juszczyk,
Maria Wojtatowicz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Przedmiotem badan byta ocena zdolnos$ci biosyntezy zewnatrzkomoérko-
wych enzyméw proteolitycznych i lipolitycznych przez pieé szczepéw drozdzy Yarrowia
lipolytica: J1l1a, JII1b, Jll1c, Pll6a, PII6b wyizolowanych z polskich serow plesniowych.
Po 48 godzinach ich hodowli na podlozach zawierajacych rézne zrodla wegla i azotu
oznaczano zar6wno wzrost drozdzy, jak i aktywno$¢ wytwarzanych przez nie proteaz wo-
bec kazeiny w pH 7,5 i hemoglobiny w pH 3,0 oraz lipaz wobec tributyryny i oleju ma-
$lanego.

W zaleznosci od zastosowanego w podtozu hodowlanym zrédta wegla i azotu stwierdzo-
no istotne zréznicowanie w poziomie wzrostu badanych szczepdéw drozdzy. Wszystkie
szczepy Y. lipolytica w hodowlach na podtozu zawierajacym glukoze¢ i kazeing, odpo-
wiednio jako zrédto wegla i azotu, osiagaly wzrost w granicach 1,5-2,1 - 10® kom - mL™.
Wprowadzenie w miejsce glukozy olejow roslinnych spowodowato obnizenie liczby ich
komorek w podlozu hodowlanym. Podobny efekt wywotata substytucja kazeiny prost-
szymi zroédtami azotu oraz innymi biatkami. Wyjatek stanowit szczep JIllc, ktérego po-
pulacja niezaleznie od wprowadzonego do medium zrédta azotu wykazywata zblizona
liczebnos¢. Zmiana sktadu podtoza wplywata takze na biosyntez¢ enzymoéw hydrolitycz-
nych u drozdzy. Dodatek glukozy sprzyjal zakwaszeniu srodowiska, co stymulowato pro-
dukcj¢ zewnatrzkomorkowej proteinazy aspartylowej. Wyzszy poziom biosyntezy tej
proteinazy obserwowano rowniez w obecnos$ci bialek serwatkowych w podtozu. Zasto-
sowanie natomiast oliwy z oliwek prowadzito do alkalizacji podtoza hodowlanego i inten-
syfikacji syntezy proteinazy serynowej. Oliwa z oliwek oraz pozostale oleje roslinne
dynamizowaty takze produkcj¢ enzymow lipolitycznych.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, proteinazy, lipazy, biosynteza

* Praca wykonana w ramach projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr 2 PO6T 050 28.
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coOw Zwierzecych i Zarzadzania Jakos$cia, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K.
Norwida 25/27 50-375 Wroctaw, e-mail: marek.szoltysik@up.wroc.pl
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WSTEP

Hydrolazy, a wérdd nich proteazy i lipazy stanowia wazna grupg enzymow wyko-
rzystywanych w przemysle zywnosciowym. Prowadzone przy ich udziale modyfikacje
biatek i tluszczu umozliwiajg przebieg wielu operacji technologicznych, a takze przy-
czyniaja si¢ do otrzymywania nowych produktéw [Fox 1995, Vakhlu, Kour 2006].
Waznym zrodlem pozyskiwania enzymow staty si¢ mikroorganizmy [Kumar i Talagi
1999, Nasciemento i Martins 2004, 2006]. Szczegoélnie atrakcyjnym gatunkiem wyka-
zujacym zdolno$¢ do biosyntezy hydrolaz sa drozdze Yarrowia lipolytica. Dotychczas
ich zastosowanie w praktyce sprowadzato si¢ jednak gléwnie do otrzymywania kwasu
cytrynowego [Forster i in. 2007, Crolla, Kennedy 2004, Komzolova i in. 2003]. Wiele
szczepow tych drozdzy, izolowanych z produktéw zywnosciowych bogatych w biatko
i thuszcz, moze by¢ zrédtem pozakomoérkowych enzymdw hydrolizujacych te sktadniki
[van den Tempel, Jacobson 1998, Czajgucka 2003]. Wsrdd nich obecne sa: proteinaza
serynowa, aktywna w S$rodowisku zasadowym i proteinaza aspartylowa, dzialajaca
w srodowisku kwasnym [Ogrydziak 1988, 1993, Gloger i in. 1997, Motaba i in. 1997],
a u niektorych szczepdw proteinaza aktywna w neutralnym pH [Ogrydziak 1993]. Obok
enzymow proteolitycznych drozdze te syntezuja takze enzymy lipolityczne, hydrolizu-
jace triacyloglicerole, gtéwnie w srodowisku zasadowym [Navotny i in. 1988, Corzo,
Revah 1999, Destan i in. 1997, Aloulou i in. 2007, Yu i in. 2007a, b].

Obok warunkow srodowiskowych takich jak: pH, temperatura prowadzenia hodowli,
obecnos¢ jondow metali czy stgzenie tlenu rozpuszczalnego waznym czynnikiem wpty-
wajacym na poziom biosyntezy pozakomdrkowych enzymoéw u drozdzy jest rodzaj
i stezenie zrodet wegla 1 azotu w podtozu [Singaglia i in. 1994, Corzo, Revah 1999,
Kumar, Talagi 1999, Guerzoni i in. 2001, Gdula i in. 2002, Fickers i in. 2004, Lopes
i in. 2008]. Jak wykazano w licznych badaniach, dobdr odpowiednich warunkéw ho-
dowli drobnoustrojéw umozliwia otrzymywanie nowych i tanszych preparatow enzy-
matycznych, ktore moga znalez¢ zastosowanie w wielu galeziach przemyshu [Ikram-ul-
-Haq i in. 2003, Nescimento, Martins 2004, 2006].

Celem podjetych badan byta ocena zdolnosci produkcji pozakomorkowych proteaz
i lipaz, o zréznicowanej swoistosci wobec wybranych substratéw, przez drozdze
Y. lipolytica wyizolowane z polskich serow plesniowych, co pozwolitoby na wyboér
sposrod nich najlepszego szczepu do otrzymywania preparatdéw enzymatycznych przy-
datnych w przemysle zywnosciowym, szczegdlnie mleczarskim.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byto pig¢ szczepdéw drozdzy Yarrowia lipolytica: Jlla, JII1b,
JIlc, PIl6a, PII6b wyizolowanych z seréw z przerostem plesniowym Rokpol [Wojta-
towicz i in. 2001], pochodzacych z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Hodowle drozdzy prowadzono na pozywkach przygotowanych poprzez wymiang
jednego ze sktadnikéw podtoza YCG o sktadzie (g L™): ekstrakt drozdzowy (YE) (1,7),
kazeina (2,0), glukoza (10,0). W miejsce glukozy, jako zrodio wegla, wprowadzano:
oliwg z oliwek, olej stonecznikowy, olej kukurydziany, olej rzepakowy, olej maslany
lub glicerol, a w migjsce kazeiny, stanowiacej zrodto azotu, wprowadzano: bactopepton
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(Oxoid, UK), soyton, tryptose, casamino acids (Difco, USA) i bialka serwatkowe.
Hodowlg prowadzona w niemodyfikowanym podtozu YCG przyjeto jako standardowa.

Jako inokulum zastosowano 24 h hodowl¢ drozdzy prowadzona w wytrzasarce,
w podiozu YM (o sktadzie (g L™): ekstrakt drozdzowy (3,0), ekstrakt stodowy (3,0),
bactopepton (5,0), glukoza (20,0), ktéra dodawano w ilosci 2% do hodowli wiasciwe;j.
Hodowle wlasciwe drozdzy prowadzono w 50 mL podtoza w kolbach o objetosci 300 mL
na wytrzasarce (160 rpm) przez 48 h, w temp. 28°C, a kazdy wariant przygotowano
w trzech powtorzeniach. Po zakonczeniu okresu inkubacji w zawiesinach oznaczano
poziom komdrek drozdzowych poprzez ich zliczanie w komorze Thoma, a nastgpnie
hodowle wirowano (7000 g, 15 min, temp. 4°C). W klarownym supernatancie oznacza-
no poziomy aktywnosci proteolitycznej i lipolityczne;j.

Aktywnos¢ proteolityczng wzgledem kazeiny oraz kwasowo denaturowanej hemo-
globiny jako substratow, odpowiednio w pH 7,5 i 3,0, badano wg Chrzanowskiej
i Kotaczkowskiej [1998]. Za jednostke aktywnosci proteolitycznej (1 U) w warunkach
eksperymentu przyjeto przyrost absorbancji AA = 0,01, oznaczanej w spektrofotometrze
Beckman DU 640.

Aktywnos¢ lipolityczna oznaczano testem dyfuzyjnym [Sztajer i in. 1988] wobec
1% tributyryny (Sigma) i 1% oleju maslanego z Victoria blue jako substratdéw, nanoszac
100 pl preparatu enzymatycznego do studzienek w podlozu agarowym z odpowiednim
substratem i inkubowano w temp. 37°C. Po 72 godzinach dokonywano pomiaru strefy
przejasnien wokol studzienek. Poziom aktywnosci lipolitycznej okreslano w oparciu
o krzywa standardowa sporzadzong dla lipazy z Candida cylindracea (Sigma) o aktyw-
nosci 5390 U mg™.

Pomiary aktywnosci przeprowadzono w trzech powtdrzeniach, a prezentowane wy-
niki stanowig $rednig z uzyskanych podczas pomiaréw wartosci.

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Gatunek Y. lipolytica nalezy do niekonwencjonalnych drozdzy wykazujacych zdol-
no$¢ wzrostu w srodowisku bogatym w hydrofobowe zwiazki takie jak alkany, kwasy
thuszczowe czy oleje [Spencer i in. 2002]. Izolowane sa one m.in. z produktow zywno-
sciowych bogatych w biatko i tluszcz, jak np. sery [Wojtatowicz i in. 2001]. Mozliwos¢
wykorzystywania réznych substratow wiagze si¢ z duza zdolno$cig tych drozdzy do
produkcji zewnatrzkomdrkowych enzymoéw proteolitycznych i lipolitycznych, umozli-
wiajacych im pozyskiwanie niezbgdnych sktadnikéw odzywczych z réznych prekurso-
row obecnych w Srodowisku [Barth, Galibardin 1997, Fickers i in. 2003]. Poszczegolne
szczepy Y. lipolytica wykazuja jednak duze zréznicowanie w rodzaju i ilosci syntety-
zowanych enzymdw, na co wplyw maja rowniez warunki srodowiska, w ktorym wyste-
puja [Kumar, Talagi 1999, Fickers i in. 2003]. Wtasciwy dobor warunkdéw hodowli oraz
sktadnikéw podloza hodowlanego jest jednym z najtanszych i najwydajniejszych spo-
sobow stymulacji produkcji enzymow przez mikroorganizmy [Kumar i Talagi 1999].
Potencjalne zastosowanie drozdzy Y. lipolytica w biotechnologii, jako zrodla enzymow
hydrolitycznych, wymaga zatem doktadnego scharakteryzowania warunkow ich hodowli,
umozliwiajacego optymalny wzrost oraz pozyskiwanie preparatdw enzymatycznych
o pozadanej swoistosci.

Pochodzace z serow szczepy Y. lipolytica Jllla, JII1b, Jll1c, PIl6a i PII6b kultywo-
wane na podtozu YCG (przyjetym jako standardowe) zawierajacym glukozg i kazeing,
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jako zrédlo odpowiednio wegla i azotu, osiagaly najwyzszy wzrost na poziomie 1,5—
2,1 - 10* kom - mL™" (rys. 1, 2). Wprowadzenie w miejsce glukozy olejow roslinnych
spowodowalo obnizenie poziomu wzrostu badanych szczepow (rys. 1). Jakkolwiek
spadek ten byl najmniejszy w obecnosci oliwy z oliwek. Populacja szczepu Jllla
w obecnosci tego zamiennika glukozy osiagneta liczebnos¢ rzedu 10° kom - mL™, na-
tomiast plon biomasy pozostatych badanych drozdzy byt nizszy, w przedziale 5,6-6,02 -
10" kom - mL™. Dobre efekty przyniosto tez wprowadzenie oleju kukurydzianego.
W hodowli zawierajacej ten substytut glukozy najlepiej rozwijat si¢ szczep Jll1a, osia-
gajac liczebnos$é¢ 7,08 - 107 kom - mL™', najstabiej natomiast szczep PIl6a (3,98 - 10’
kom - mL™). Wprowadzenie do medium hodowlanego olejow: stonecznikowego, ma-
slanego czy rzepakowego skutkowato znaczaco stabszym wzrostem badanych drozdzy
w pordéwnaniu z podtozem YCG. W obecnosci tych zrodet wegla najwicksza liczebnosé
3,97 - 10’ kom - mL" odnotowano dla szczepéw JIIla i JIIlc w podtozu odpowiednio
z olejem stonecznikowym i rzepakowym. Najstabszy przyrost populacji osiagajacy
poziom 1,07 - 10" kom - mL™" odnotowano natomiast dla szczepéw JlI1c i JII1b, rosna-
cych na podtozach zawierajacych odpowiednio olej stonecznikowy i maslany.
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Rys. 1. Wielkos¢ populacji drozdzy Y. lipolytica w hodowlach zawierajacych rézne zrodta wegla
Fig. 1. Y. lipolytica yeast population number in cultures containing different carbon source
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Rys. 2. Wielkos¢ populacji drozdzy Y. lipolytica w hodowlach zawierajacych roézne zrodta azotu
Fig. 2. Y. lipolytica yeast population number in cultures containing different nitrogen source

Wymiana kazeiny na inne zrodto azotu takie jak bactopepton, soyton, tryptose,
casamino acids czy biatka serwatkowe wplywata na obnizenie poziomu wzrostu (rys. 2).
Wyjatek stanowit szczep Jll1c, ktdry niezaleznie od wprowadzonego zrédta azotu osia-
gat liczebno$é rzedu 10°kom - mL™'. W przypadku pozostatych szczepdéw zmiana zrodia
azotu w pozywce powodowalta obnizenie namnozenia komorek. Stosunkowo najlep-
szym substytutem kazeiny okazat si¢ bactopepton, w obecnosci ktdrego poziom wzrostu
szczepow JI1a i JII1c wynosit odpowiednio 1,12 - 10* i 1,58 - 10® kom - mL™'. Poziom
wzrostu pozostatych szczepow na tym podlozu byt nizszy $rednio o jeden rzad logaryt-
miczny i zawierat si¢ w granicach od 4,46 - 10’ kom - mL" dla szczepu PII6a do
7,07 - 10" kom - mL™dla szczepu PII6b. W obecnosci pozostatych substytutow kazeiny
szczepy Jllla, JII1b, PIl6a i PII6b wykazywaly znaczaco nizszy poziom wzrostu.
Wsréd tych hodowli najwyzsze liczebno$ci wynoszace 7,07 - 10" kom - mL™ i 5,6 - 10’
kom - mL™" odnotowano odpowiednio dla szczepu JIl1a rosnacego na podtozu zawiera-
jacym tryptose oraz dla szczepu PII6b rosnacego na podlozu zawierajacym biatka
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serwatkowe. Najstabszy natomiast wzrost badane szczepy Y. lipolytica wykazywaly na
podtozu zawierajacym casamino acids.

We wszystkich badanych hodowlach drozdzy Y. lipolytica oceniono poziom ze-
wnatrzkomoérkowej aktywnosci proteolitycznej i lipolitycznej. Wykazano wyrazny
wplyw skladnikéw podtoza hodowlanego na rodzaj i poziom generowanej aktywnos$ci
proteolitycznej, podczas gdy zroznicowanie pomiedzy poszczegdlnymi szczepami
w danym podlozu czgsto nie bylo znaczace. Aktywnos$¢ enzyméw proteolitycznych
oznaczano w pH 3,0 i 7,5 (tab. 1, 2). W przypadku wszystkich badanych szczepoéw
zmiana zrédta wegla z glukozy na oleje roslinne, szczegdlnie oliwg z oliwek, stymulo-
wata biosyntez¢ proteinazy serynowej, aktywnej w pH 7,5, natomiast niekorzystnie
wplywala na biosyntezg proteinazy aspartylowej, dziatajacej w pH 3,0 (tab. 1). Zwiazane
jest to prawdopodobnie z regulatorowym wptywem pH na ekspresje proteaz Y. lipolytica
[Gloger i in. 1997]. Zastosowanie olejow roslinnych jako zrddet wegla prowadzito do
wyraznej alkalizacji $rodowiska (pH > 7,8), promujac ekspresj¢ proteinazy serynowej
(tab. 1). Podobna zaleznos¢ pomigdzy poziomem syntezy alkalicznej proteinazy przez
mikroorganizmy, a stopniem alkalizacji medium hodowlanego obserwowano w wielu
innych badaniach [Glazer i Nikaido 1995, Kumar, Talagi 1999]. Takze w badaniach
Gduli i in. [2002], prowadzonych na szczepach Y. lipolytica izolowanych z gleby i ho-
dowanych na pozywkach zawierajacych rézne stgzenie glukozy, wykazano, ze podwyz-
szenie st¢zenia tego sktadnika prowadzi do obnizenia koncowego pH, co stymulowato
produkcj¢ proteinazy aspartylowej, hamujac jednoczesnie produkcj¢ proteinazy sery-
nowe;j.

Z kolei w hodowlach na podtozach o niskim pH wyraznie dominowata aktywnos$¢
proteolityczna w pH 3,0 (tab. 2). Najwyzszy poziom proteinazy aktywnej w §rodowisku
kwasnym odnotowano w hodowli prowadzonej z dodatkiem biatek serwatkowych.
Poziom aktywnosci tego enzymu oznaczony dla szczepu JII1b, Pll6a i PII6b przewyz-
szal wartosci odnotowane w hodowli prowadzonej na podtozu YCG i zamykat si¢
w granicach 440-570 UmL™. Obecno$¢ w podlozu tryptose czy bactopeptonu réwniez
stymulowata produkcje¢ kwasnej proteinazy. Wprowadzenie bialek innych niz kazeina
powodowato znaczace obnizenie aktywnosci ujawniajacej si¢ w pH 7,5 badz tez jej
catkowity zanik. Najnizszy poziom sekrecji pozakomorkowych proteinaz zaroéwno
serynowej, jak i aspartylowej zaobserwowano w hodowlach, w ktérych wykorzystano
fatwo dostgpne substraty peptonowe takie jak: soyton i casamino acids. Podobny, hamu-
jacy wptyw sktadnikow peptonowych podloza na biosynteze zewnatrzkomoérkowych
proteinaz przez mikroorganizmy obserwowali takze inni badacze [Kumar, Talagi 1999,
Gdula i in. 2002].

W badanych hodowlach drozdzy oceniono takze poziom zewnatrzkomorkowe;j
aktywnosci lipolitycznej. Podobnie jak w przypadku enzyméw proteolitycznych zauwa-
zono wyrazny wptyw skladnikow podtoza hodowlanego na poziom ich biosyntezy.
Znacznie wyrazniej natomiast widoczne byly réznice pomigdzy szczepami Y. lipolytica
w ich wrazliwosci na sktadniki podloza, zwtaszcza w przypadku zrédet wegla. Zaob-
serwowano takze réznice w swoistosci produkowanych lipaz, oznaczanych wobec
dwach substratéw: oleju maslanego i tributyryny.

Stosunkowo najlepszym zamiennikiem glukozy, stymulujacym aktywno$¢ lipoli-
tyczna, okazala si¢ oliwa z oliwek (tab. 1). W hodowlach wszystkich szczepdw, z wy-
jatkiem JII1a, odnotowano od kilku do kilkudziesigciu razy wyzsza niz w hodowli na
podtozu standardowym aktywnos¢ lipolityczng wobec oleju maslanego. Szczegélnie
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wysoki poziom aktywnosci lipazy, wynoszacy 389 UmL™, oznaczono dla szczepu
PII6b, natomiast w hodowlach szczepdw JII1b i PlI6a jej poziom wynosil odpowiednio
62 i 80 UmL™. Szczep PII6a, hodowany na podlozu zawierajacym oliwe z oliwek, wy-
kazywal natomiast najwyzsza aktywno$é, wynoszaca 136 UmL™, wobec tributyryny
jako substratu.. Wprowadzenie do podtozy hodowlanych innych olejow roslinnych
bardzo réznie wptywalo na poziom generowanej aktywnosci lipolitycznej przez po-
szczegolne szczepy. Przyktadowo, obecnosc oleju stonecznikowego w medium hodow-
lanym stymulowata biosyntezg¢ zewnatrzkomorkowej lipazy przez szczepy PII6b i JI1c.
W tych hodowlach aktywno$¢ lipolityczna, oznaczana wobec oleju maslanego, wynosi-
ta odpowiednio 108 UmL™ i 73 UmL™". Zastosowanie oleju stonecznikowego jako
zrddla wegla nie powodowato natomiast wzmozonej syntezy lipazy zewnatrzkomoérko-
wej przez inne szczepy (tab. 1). Wprowadzenie do medium hodowlanego oleju rzepa-
kowego stymulowato sekrecj¢ lipaz przez szczepy Jlllc i PIl6a. w ktérych hodowlach
aktywnos¢ tego enzymu, oznaczana wobec oleju maslanego, osiagneta wartos¢ odpo-
wiednio 86 i 59 UmL™. Z kolei zastosowanie jako zrodta wegla oleju maslanego stymu-
lowato aktywnos¢ lipolityczna szczepu Pll6a, osiagajacego w tej hodowli aktywnosé
wynoszaca 63 UmL™". Znaczacego przyrostu aktywnosci lipolitycznej pod wpltywem
olejow: stonecznikowego, kukurydzianego, maslanego czy rzepakowego nie obserwo-
wano jednak w oznaczeniach, w ktérych stosowano jako substrat tributyryng (tab. 1).

Otrzymane wyniki potwierdzaja badania innych autorow [Nowotny i in. 1993,
Destain i in. 1994, Corzo, Revah 1999, Gdula i in. 2002], ktérzy wykazali, ze substraty
thuszczowe takie jak oleje roslinne, w tym oliwa z oliwek czy tripalmitynian i tristeary-
nian [Janssen i in. 1994] sa dobrymi induktorami syntezy enzymdw lipolitycznych
u drozdzy Y. lipolytica. Z kolei glukoza, obecna w podtozu hodowlanym, uwazana jest
za czynnik obnizajacy biosynteze lipaz przez te drozdze [Gdula i in. 2002, Fickers i in.
2003, 2004]. Oliwa z oliwek byta dobrym stymulatorem produkcji lipaz takze w przy-
padku innych gatunkow drozdzy izolowanych z serdéw, np. Geotrichum candidum
[Jacobson i in. 1995].

Modyfikacja zrédet azotu w mniejszym stopniu wptywala na poziom generowanej
aktywnosci lipolitycznej (tab. 2). W kilku przypadkach zaobserwowano znaczacy
wzrost tej aktywnosci w poréwnaniu z aktywnoscia w hodowli prowadzonej w podtozu
standardowym z kazeing. Szczep PIl6a rosnacy na podlozu zawierajacym biatka serwat-
kowe generowal ponad 10-krotnie wyzsza aktywnos$¢ wobec tributyryny, wynoszaca
108 UmL", niz podczas wzrostu na podtozu YCG (tab. 2). Najwyzszy natomiast
poziom (45 UmL™) aktywnosci oznaczanej wobec oleju maslanego odnotowano dla
szczepu Jll1a rosnacego w medium zawierajacym bactopepton. Wprowadzenie hydroli-
zatu biatek sojowych (soyton) takze powodowato kilkakrotny wzrost aktywnosci lipoli-
tycznej, oznaczanej wobec tributyryny, u wszystkich badanych szczepow Y. lipolytica.
Z kolei w hodowlach szczepdw Jll1a i JII1c zawierajacych casamino acids obserwowa-
no kilkakrotny wzrost aktywnosci lipolitycznej oznaczanej wobec oleju maslanego.
Podobnie Fickers i in. [2004] zaobserwowali najwyzszy poziom produkcji zewnatrzko-
morkowej lipazy przez szczep Y. lipolytica rosnacy na podtozu zawierajacym hydrolizaty
kazeiny. Skladniki peptydowe stymulowaly takze produkcje zewnatrzkomoérkowych
enzymo6w lipolitycznych przez inne mikroorganizmy, np. Geotrichum candidum
[Jacobson 1995] czy Penicillium roqueforti [Eitenmiller i in. 1970].
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Tabela 1. Wptyw zrodet wegla na poziom aktywnosci zewnatrzkomorkowych enzyméw hydroli-
tycznych u szczepdw Y. lipolytica wyizolowanych z sera

Table 1. The effect of the carbon sources on activity of extracellular hydrolytic enzymes of
Y. lipolytica strains isolated from cheese

Aktywnosé proteolityczna [UmL™']  Aktywnos¢ lipolityczna [UmL™]

Zrodlo wegla Szczep Proteolytic activity [UmL"'] Lipolytic activity [UmL™"]
. pH P ;
Carbon source Strain 3.0 H75 Olej maslany Tributyryna
pH S, PEL, Butter oil Tributyrin
Jlla 5,4 410 18 6 14
JII1b 6,8 365 8 10 17
Glukoza HMlc 66 338 7 9 17
Glucose
Pll6a 5,9 438 27 13 10
PII6b 53 400 84 15 24
Jl1a 7,8 60 273 9 16
JII1b 7,9 45 315 62 11
Oliwa z oliwek Mie 7.9 35 304 2 82
Olive oil
Pll6a 8,0 60 248 80 136
PII6b 8,0 20 251 389 6
Jlla 8,2 nd 223 7 12
JII1b 8,3 nd 260 73 9
Olej stonecznikowy — ypy o g3 nd 253 10 12
Sunflower oli ’
Pll6a 8,3 nd 228 10 12
PII6b 8,3 nd 227 108 4
Jlla 8,2 42 240 37 7
JII1b 8,2 40 270 25 13
Olej kukurydziany o g 50 202 17 14
Maize oil
Pll6a 8,3 65 230 25 9
PII6b 8,3 50 243 12 10
Jl1a 8,4 10 163 23 9
JII1b 8,3 5 223 49 27
Olej maslany Mic 84 20 280 22 8
Butter oil
Pll6a 8,4 10 150 62 11
PII6b 8,4 5 143 48 26
Jla 8,3 20 165 19 15
JII1b 8,2 10 200 19 15
Olej rzepakowy Mle 83 10 308 86 15
Rapeseed oil
Pll6a 8,3 0 180 59 7
PII6b 8,3 15 237 16 8
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Tabela 2. Wptyw zrédet azotu na poziom aktywnosci zewnatrzkomérkowych enzymow hydroli-
tycznych u szczepdw Y. lipolytica wyizolowanych z sera

Table 2. The effect of the nitrogen sources on activity of extracellular hydrolytic enzymes
of Y. lipolytica strains isolated from cheese

Aktywno$é proteolityczna [UmL™"']  Aktywno$é lipolityczna [UmL™"]

Zrédto azotu Szczep Proteolytic activity [UmL"] Lipolytic activity [UmL™"]
Nitrogen source  Strain pH Olej maslany Tributyryna
pH 3.0 PH7.5 Butter oil Tributyrin
Jlla 54 410 18 6 14
Jlb 6,8 365 8 10 17
E::;lr‘l‘a Mic 66 338 7 9 17
Pll6a 5,9 438 27 13 10
PII6b 5,3 400 84 15 24
JIla 6,0 260 13 45 12
JIlb 6,7 100 10 5 13
Bacto pepton JIlc 6,6 100 0 13 21
Pll6a 5,8 280 27 14 53
PII6b 5,9 140 17 10 56
Jilla 6,3 125 33 21 78
JIIlb 6,4 20 7 19 47
Soyton Jlle 6,5 30 5 24 19
Pll6a 6,5 38 nd 13 69
PII6b 6,8 43 nd 14 35
Jllla 5,84 265 nd 9 0
J1b 6,6 190 nd 5 4
Tryptose JIlc 6,6 145 10 14 4
Pll6a 6,3 155 nd 20 11
PII6b 6,2 150 nd 29 11
JIla 53 41 nd 33 24
J1b 6,1 39 nd 15 8
Casamino acids Jlc 6,3 20 nd 22 12
Pll6a 6,1 15 nd 14 11
PII6b 6,0 50 nd 15 18
Jilla 23 180 nd 25 11
Jib 2,0 460 nd 10 5
f'j\jflg‘ya;gt‘;’fgl“’we e 20 120 nd 16 62
Pll6a 2,1 440 nd 12 108
PII6b 2,0 570 nd 12 6

nd — nie oznaczone
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Podobnie jak w przypadku biosyntezy enzymdw proteolitycznych tak i lipaz mozna
zaobserwowaé zwiazek pomigdzy pH podilozy hodowlanych a poziomem syntezy
enzymo6w lipolitycznych. Alkalizacja $rodowiska sprzyja produkcji enzyméw lipoli-
tycznych. Wyniki te sg zgodne z doniesieniami innych autoréw, ktérzy takze obserwo-
wali maksymalng aktywnos¢ lipolityczna roznych gatunkéw drozdzy, w tym Y. lipolytica,
w pH > 6,5 [Destain i in. 1997, Corzo, Revah 1999, Aloulou i in. 2007, Yu i in. 2007].
Guerzoni i in. [2001] réwniez wykazali hamujacy wpltyw wysokiego stgzenia kwasu
mlekowego na tempo uwalniania kwasu oleinowego z triacylogliceroli thuszczu mleka
przez lipazy z Y. lipolytica.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie w podiozu hodowlanym réznych zrodet wegla i azotu wptywato istot-
nie na poziom wzrostu badanych szczepow Y. lipolytica izolowanych z polskich serow
plesniowych, znaczaco natomiast oddzialywalo na poziom sekrecji zewnatrzkomoérko-
wych enzymdéw hydrolitycznych. Zastosowanie jako zrodet wegla olejow roslinnych,
a szczegolnie oliwy z oliwek, wptywato pozytywnie na biosyntez¢ zasadowej proteina-
zy oraz enzymdw lipolitycznych, hamowato natomiast produkcj¢ kwasnej proteinazy,
ktérej najwyzszy poziom odnotowano w hodowli zawierajacej glukoze jako zrodto
wegla. Produkeji tego enzymu sprzyjato takze zastosowanie jako zrodet azotu kazeiny
i biatek serwatkowych.
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PRODUCTION OF EXTRACELLULAR HYDROLASES BY THE STRAINS
OF YARROWIA LIPOLYTICA ORIGINATED FROM CHEESE

Abstract. The purpose of this study was to evaluate the ability of five strains of yeasts
Yarrowia lipolytica J111a, JI11b, Jll1c, Pll6a, PI16b, isolated from Polish mould cheese, to
secrete extracellular proteolytic and lipolytic enzymes. After their cultivation for 48 hours
in media containing different carbon and nitrogen sources the level of population growth
as well as the activities of proteolitic enzymes (at pH 3,0 and 7,5 against hemoglobin and
casein, respectively) and lipolytic enzymes (against butter oil and tributyrine) were de-
termined.

It was shown that investigated strains of Y. lipolytica exhibited different growth and en-
zyme biosynthesis pattern depending on the carbon and nitrogen source present in me-
dium. Populations of all studied strains reached the level of 1,5-2,1 - 10% cells mL™! in
medium containing glucose and casein as the carbon and nitrogen sources, respectively.
Substitution of glucose by plant oils resulted in decrease of their growth. Similar effect
was observed when casein was substituted by more simple nitrogen sources. The excep-
tion was strain JII1 ¢, which growth was not affected by nitrogen component replace-
ment. The changes in composition of growth medium influenced on the biosynthesis level
of hydrolytic enzymes. The presence of glucose stimulated the production of extracellular
aspartic proteinase. Also whey proteins favoured the biosynthesis of this proteinase.
Whereas applying of the olive oil enhanced biosynthesis of serine proteinase. The pres-
ence of plant oils, including olive oil, in growth medium promoted the secretion of lipo-
lytic enzymes.

Key words: Yarrowia lipolytica, proteinases, lipases, biosynthesis
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