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Summary

Biotransformation of L-arabinose to arabitol by selected yeasts was de-
scribed. P. stipitis CCY 39501, P. guilliermondii DSM 70052, C. shehatae 3504,
C. shehatae ATCC 22984, C. pseudotropicalis IPF 65, C. parapsilosis DSM 70125
were investigated to produce L-arabitol. C. parapsilosis DSM 70125 was the best
producer of arabitol that was detected in concentrations 10-14 gdm-" in the me-
dium. The highest yield (0,78 gg ’) and productivity (0,036 g(gxh) i) were also
obtained for this strain. The other quite good producers of arabitol were
P. guilliermondii DSM 70052 and C. shehatae ATCC 22984 that produced poliol
with yields 0,43 gg ' and 0,50 gg ', respectively, in optimal conditions. Rotation
conditions of shaker on the level 150 rpm and temperature of incubation 28°C
were selected to be optimal for biotransformation by all yeasts.
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1. Wstep

Jednym z cukrow wchodzacych w sktad hemicelulozowej
frakcji tigninocelulozy Jest L-arabinoza. Ta pentoza wchodzi w skiad
np. arabinoglukuronoksylanéw i arabinogalaktanéw. W zalezno-
éci od pochodzenia hemiceluloz moze stanowi¢ od ok. 1%
w drewnie brzozy do ok. 45% frakcji ksylanu otrgb ryzowych (1),
Arabinoze mozna uzyska¢ na drodze chemicznej lub enzyma-
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tycznej hydrolizy hemiceluloz, oczyszczenia, a nastepnie w postaci roztworu moze
stanowi¢ Zrédto wegla dla mikroorganizméw asymilujgcych L-arabinoze. Chemiczna
transformacja arabinozy do arabitolu wymaga obecnosci katalizatora Ru/C i przebie-
ga w temperaturze 240°C przy cisnieniu wodoru wynoszacym 100 baréw, a zatem
w dos¢ drastycznych warunkach jak na cukry (2). Drogi komérkowego katabolizmu
tej pentozy przebiegaja w kierunku transformacji do arabitolu, ksylitolu lub fermen-
tacji do etanolu (3-5). W komérkach grzybow L-arabinoza jest przeksztalcana przez
reduktaze aldozy do arabitolu, ktéry w kolejnych etapach przemian wchodzi do cy-
klu pentozofosforanowego, a nastepnie w zaleznosci od warunkéw Srodowiska
i zdolnosci metabolicznych drobnoustroju wchodzi do cyklu Krebsa lub ulega prze-
mianie do etanolu. Niektére drozdze wykazujace zdolno$¢ do asymilacji L-arabino-
zy, wydzielajg jako gtéwny produkt arabitol i tylko nieliczne produkujg niewielkie
ilosci etanolu. Zjawisko akumulacji arabitolu badacze ttumaczag nieréwnowagaq ko-
faktorowg (NADPH/NADP lub NADH/NAD) poczatkowych przemian metabolicznych
L-arabinozy w komérkach mikroorganizmoéw (4,5).

W badaniach Saha i Bothast wsréd 49 szczepow drozdzy najbardziej wydajne
w produkcji arabitolu byly Candida entomaea NRRL-Y-7785 i Pichia guilliermondii
NRRL-Y-2075 (6). Réwniez Debaryomyces hansenii badane przez Girio i wsp. miaty zdol-
nos¢ transformacji L-arabinozy do arabitolu (7). Z kolei drozdze Candida arabinofermentans,
Ambrosiozyma monospora, Candida siicciphila i C. auringensis wytwarzaty etanol na pod-
tozu zawierajacym L-arabinoze jako zrédto wegla (8,9).

Wydzielany arabitol mégtby by¢ wykorzystany podobnie jak ksylitol w przemysle
spozywczym jako niskokaloryczny stodzik dobrze tolerowany przez diabetykow,
stabilizator wilgotnosci, sktadnik polew jadalnych lub w przemysle farmaceutycz-
nym jako komponent farmaceutykow (6,10). jednak pomimo tych mozliwosci arabi-
tol jest w niewielkim stopniu wykorzystywany ze wzgledu na wysokie koszty pro-
dukcji i trudng dostepnos¢. Dlatego tez prowadzone sg poszukiwania nowych
szczepbw wydajnie produkujacych arabitol oraz optymalizacja zaréwno proceséw
rozktadu hemiceluloz jak i biotransformaciji.

Celem pracy byla selekcja szczepu z dzikich drozdzy z rodzaju Pichia i Candida
zdolnych do wydajnej transformacji L-arabinozy do arabitolu z jednoczesnym okres-
leniem wpl)Avu szybkosSci rotacji wytrzgsarki, w ktérej prowadzono hodowle oraz
temperatury procesu.

2. Materialy i metody

2.1. Mikroorganizmy

W badaniach uzyto nastepujacych szczepéw drozdzy znajdujacych sie w kolekcji
Katedry Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnosci Akademii
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Rolniczej w Lublinie, a zakupionych w réznych kolekcjach szczepéw na Swiecie:
Pichia stipitis CCY 39501, P. guilliermondii DSM 70052, Candida shehatae 3504,
C. shehatae ATCC 22984, C. pseudotropicalis IPF 65, C. parapsilosis DSM 70125. Droz-
dze te wstepnie sprawdzono pod katem zdolnosci do asymilacji L-arabinozy. Szcze-
py przechowywano na skosach agarowych YPG w temp. 4°C i okresowo je prze-
szczepiano.

2.2. Podtoze hodowlane

Do przygotowania inokulum drozdzy i hodowli wkasciwych wykorzystano po-
zywke plynng o nastepujgcym skiladzie (gdnr?): L-arabinoza 20; ekstrakt drozdzo-
wy 3; ekstrakt stodowy 3; (NH4)2S04 5; KH2PO4 3; o pH 5,5.

2.3. Techniki hodowlane

Podtoze inokulacyjne w probéwkach szczepiono drozdzami ze skoséw agaro-
wych i inkubowano przez | dobe w temperaturze 28°C.

Podtoze hodowlane w ilosci 100 cm” w kolbach stozkowych na 250 cm” zaszcze-
piono inokulum tak, aby uzyskac stezenie wyjsciowe 2% obj. Hodowle umieszczono
na wstrzasarce Centromat R (B Brown International) i inkubowano w temperaturze
28°C przez 4 doby stosujac rézne szybkosci wstrzasania: 50, 100, 150, 200 rpm.
W kolejnym etapie badan zastosowano temperatury inkubacji 24 i 32°C przy wstrza-
saniu na poziomie 150 rpm. Kazdej doby pobierano z hodowli prébki do badan ana-
litycznych.

2.4. Metody analityczne

Biomase komorek drozdzy oznaczano na podstawie pomiaru gestosci optycznej
(OD) na spektrofotometrze Specol 11 przy diugosci fali A, = 600 nm. Uzyskane wyni-
ki przeliczano na suchg mase drozdzy na podstawie przygotowanych krzywych
wzorcowych zaleznosci suchej masy od gestosci optycznej. Na podstawie zawartos-
ci suchej masy drozdzy obliczano wydajnos¢ biomasy z | g zasymilowanego przez
drobnoustroje cukru [Yb gg"’].

Do oznaczenia stezeh L-arabinozy i L-arabitolu pobrane probki hodowli drozdzy
odwirowano w wiréwce Sigma typ 4K15 przy 9000 rpm przez 10 min. W superna-
tantach oznaczano zawartos¢ wymienionych zwigzkéw metodg wysoko sprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Rozdziat prowadzono na kolumnie Aminex HPX
42C Bio Rad poprzedzonej prekolumna, a do detekcji stosowano detektor refrakto-
metryczny (RID) Knauer. Jako eluent stuzyta woda DDI o temperaturze 85°C i prze-
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piywie 0,5 cm”min ’. Jako wzorcow do identyfikacji zwigzkow i oznaczenia ich ste-
zeh w prébkach uzyto 0,125% roztworéw L-arabinozy (POCh) i L-arabitolu (Sigma).
Na podstawie zawartosci cukru i polialkoholu w poszczegoinych dobach hodowli
obliczono maksymalne wydajnosci proceséw fermentacyjnych, okreslajac ilosci gra-
mow L-arabitolu wyprodukowanych z | g arabinozy przez drozdze [Y" gg'*] oraz
stopien zuzycia cukru [Sa%] w czasie odpowiadajgcym maksymalnemu stezeniu
L-arabitolu. Produktywnos$¢ arabitolu wyliczono na podstawie uzyskanej wydajnosci
tego poliolu przypadajacej na jednostke czasu (q* g(gxh)”].

Podczas pobierania prob oznaczano ich odczyn (pH) stosujgc pehametr pH-Me-
ter CG840 wyposazony w elektrode zespolong kalomelowo-szklang.

3. Wyniki i dyskusja

Biotransformacja L-arabinozy do L-arabitolu jest procesem dos¢ rzadko opisywa-
nym przez badaczy. McMillan i Boynton (11), Dien i wsp. (8), Saha i Bothast (6), Girio
i wsp. (7) prowadzili badania na drozdzach z rodzaju Candida, Pichia oraz Debaryomyces
i sposrod wielu szczepow wyselekcjonowali tylko kilku producentéw tego poliolu
(6-8,11). W prezentowanej pracy wykazano, ze wszystkie badane szczepy drozdzy
asymilowaty L-arabinoze i wytwarzaly L-arabitol, a dynamika asymilacji i biotransfor-
macji uzalezniona byta od szybkosci wstrzasania hodowli na wytrzasarce. Doktadny
przebieg procesu asymilacji arabinozy przedstawiono na rysunkach 1A-6A. Tempo
asymilacji rosto wraz ze wzrostem szybkosci mieszania hodowli, a tym samym zwie-
kszonym dostepem tlenu. Pentoza byta najszybciej wykorzystywana przez C. parapsilosis
DSM 70125, zwlaszcza przy 150 i 200 rpm wytrzgsarki (rys. 6A). Przy wspomnianych
szybkosciach wstrzgsania prawie wszystkie szczepy zuzyly arabinoze catkowicie lub
pozostato jej ok. 1-2% po 4 dobach hodowli, za$ przy szybkosci wstrzgsania na po-
ziomie 50 rpm drozdze zuzyly tylko 5-7,5 gdm"* cukru. Drozdze C. pseudotropicalis
IPF 65 asymilowaly arabinoze z najwieksza szybkoscig przy 100 rpm (rys. 5A), kiedy
to po 4 dobach stwierdzono brak tego cukru w podtozu. Natomiast w hodowlach
pozostatych szczepow w pozywce zostato 4-7 gdnr™ L-arabinozy. Drozdze wykorzy-
stywaly L-arabinoze do produkcji biomasy oraz wydzielaly polialkohol L-arabitol do
Srodowiska (tab.). Z reguty najwyzsze stezenia polialkoholu oznaczano w hodow-
lach drozdzy prowadzonych przy 150 rpm (rys. 1B-6B). Najwyzsze stezenia i wydaj-
nosci arabitolu uzyskano w hodowli szczepu C. parapsilosis DSM 70125 (10-14 gdm'™
poliolu, wydajnosci 0,51-0,78 gg™) (rys. 6B. tab.). Réwniez w hodowlach C. shehatae
ATCC 22984 oraz P. guilliermondii NRRL Y-2075 odnotowano wysokie stezenia i wy-
dajnosci tego polialkoholu, odpowiednio 8,57 gdm” przy 150 rpm i wydajnosci
0,50 gg” oraz 6,41 gdm™" przy 200 rpm i wydajnosci 0,43 gg”* (rys. 2B, 4B, tab.). Wy-
brane parametry procesu produkcji arabitolu z L-arabinozy przez wszystkie badane
mikroorganizmy przedstawiono w tabeli. Saha i Bothast przeprowadzili screening
49 szczepbw drozdzy asymilujacych L-arabinoze i sposrod wielu producentéw L-arabi-
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tolu najwydajniejsze byly: Candida entomaea NRRL Y-7785 i Pichia guilliermondii NRRL
Y-2075 (6). W wyniku hodowli C. entomaea z 50 gdm" L-arabinozy uzyskano
33,0 = 0,9 gdm™ poliolu osiagajac wydajnos¢ 0,66 gg ' w temperaturze 34°C i przy
200 rpm wytrzgsarki. Natomiast drozdze P. guilliermondii w tych samych warunkach
wytworzyty 31,5 + 0,8 gdm™ potiolu z wydajnoscig 0,63 gg ™ W temperaturze 28°C
te same szczepy produkowaty arabitol z wydajnosciami 0,56-0,57 ggm” a zatem nie-
co wyzszymi od uzyskiwanych w tej pracy. W hodowlach prowadzonych na wytrza-
sarce przy 400 rpm efektywny czas biotransformacji byt skrocony, ale drozdze
C. entomaea wytwarzaly potiol z mniejszg wydajnoscia wynoszaca 0,43 gg”* (po | do-
bie), za$ P. guilliermondii z wydajnoscig 0,58 gg” (po 1,5 doby). Stosujgc szybkosé
wytrzasarki wynoszaca 200 rpm wspomniani badacze uzyskali najwyzsze wydajnos-
ci arabitolu - ok. 0,7 gg* po 4 dobach dla C. entomaea i po 5 dobach dla P. guilliermondii
w zaleznos$ci od poczatkowego odczynu podioza, ktérego pH wynosito odpowied-
nio 5 i 4 (6). Fonseca i wsp. (4) w badaniach metabolizmu L-arabinozy stwierdzili, ze
drozdze C. arabinofermentans PYCC 5603 wytwarzaly z tej pentozy, w zaleznosci od
jej poczatkowego stezenia, zaréwno etanol, jak i arabitol. Przy stezeniu 80 gdm™
arabinozy w podtozu produkowaty arabitol z wydajnoscia 0,63 + 0,06 gg'\ za$, gdy
w podiozu bylo 20 gdnr® pentozy, drozdze te wytwarzaly etanol i tylko Sladowe
ilosci arabitolu w warunkach umiarkowanego napowietrzania. Z kolei w pracach ze
szczepem P. guilliermondii PYCC 3012 wykazano, ze niezaleznie od poczgtkowego
stezenia L-arabinozy wydzielat on L-arabitol do Srodowiska hodowlanego z wydaj-
noscig 0,47-0,58 gg ' podczas ograniczonego napowietrzania (4). Badane w prezen-
towanej pracy drozdze P. guilliermondii uzyskiwaty nieco nizsze wydajnosci (0,4-0,43
gg ). Natomiast Girio i wsp. (7) uzyskali maksymalne stezenie 2,86 gdnr” L-arabitolu
po 5 dobach hodowli Debaryomyces hansenii w podtozu zawierajgcym 35 g dm' L-ara-
binozy o pH 5,5, przy obrotach wytrzgsarki 150 rpm, w temperaturze 30°C,
uzyskujac wydajno$¢ procesu na poziomie 0,1 gg* i produktywnos¢ réwna
0,003 g(gxh)".
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Rys. 1. Wplyw szybkos$ci wstrzgsania (rpm) na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitoiu (B)
przez P. stipitis CCY 39501.

Rys. 2. Wplyw szybkosci wstrzgsania (rpm) na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitoiu (B)
przez P. guilliermondi DSM 70052.
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Rys. 3. Wplyw szybkos$ci wstrzasania (rpm) na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitolu (B)
przez C. sbehatae 3504.

czas [doby] czas [doby]

Rys. 4. Wplyw szybkosci wstrzasania (rpm) na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitolu (B)
przez C. shehatae ATCC 22984.
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Rys. 5. Wplyw szybkos$ci wstrzgsania (rpm) na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitolu (B)
przez C. pseudotropicalis tPF 65.

Rys. 6. Wplyw szybkosci wstrzgsania (rpm) na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitolu (B)
przez C. parapsilosis DSM 70125.
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Tabela

Parametry procesu biotransforniacji L-arabinozy do L-arabitolu przez drozdze w zaleznosci od warunkéw

hodowli
Szczep Warunki SA 1%] Ya [gg-‘I [g9(gxh)-] Vb [gg M

P. stipitis CCY 39501 28°C, 50 rpm 26,00 0,23 0,004 0,58
C. shehatae ATCC 22984 28°C, 50 rpm 37,30 0,08 0,003 0,42
C. pseudotropicalis IPF 65 28°C, 50 rpm 35,00 0,008 0,0002 0,44
C. parapsilosis DSM 70125 28°C, 50 rpm 41,35 0,03 0,0006 0,45
P. stipitis CCY 39501 28°C, 100 rpm 57,4 0,21 0,005 0,45
P. guilliermondii DSM 70052 28°C, 100 rpm 36,3 0,25 0,007 0,42
C. shehatae 3504 28°C, 100 rpm 74,50 0,22 0,007 0,34
C. shehatae ATCC 22984 28°C, 100 rpm 82,00 0,30 0,009 0,37
C. pseudotropicalis IPF 65 28°C, 100 rpm 88,15 0,16 0,007 0,35
C. parapsilosis DSM 70123 28°C, 100 rpm 84,8 0,28 0,009 0,33
P. stipitis CCI' 39501 28°C, 150 rpm 75,85 0,33 0,009 0,40
P. guilliermondii DSM 70052 28°C, 150 rpm 80,65 0,43 0,023 0,44
C. shehatae 3504 28°C, 150 rpm 82,50 0,33 0,013 0,39
C. shehatae ATCC 22984 28°C, 150 rpm 85,10 0,50 0,017 0,43
C. pseudotropicalis IPF 65 28°C, 150 rpm 89,60 0,35 0,014 0,35
C. parapsilosis DSM 70125 28°C, 150 rpm 90,05 0,78 0,036 0,46
P. stipitis CCY 39501 28°C, 200 rpm 91,85 0,24 0,007 0,35
P. guilliermondii DSM 70052 28°C, 200 rpm 80,35 0,40 0,015 0,46
C. shehatae 3504 28°C, 200 rpm 95,30 0,15 0,004 0,40
C. shehatae ATCC 22984 28°C, 200 rpm 75,60 0,25 0,008 0,40
C. pseudotropicalis IPF 65 28°C, 200 rpm 91,40 0,15 0,006 0,35
C. parapsilosis DSM 70125 28°C, 200 rpm 99,50 0,51 0,016 0,19
C. shehatae ATCC 22984 24°C, 150 rpm 43,5 0,07 0,003 0,45
C. parapsilosis DSM 70125 24°C, 150 rpm 68,25 0,13 0,007 0,36
C. shehatae ATCC 22984 32°C, 150 rpm 59,2 0,24 0,011 0,45
C. parapsilosis DSM 70125 32°C, 150 rpm 83,65 0,20 0,011 0,40
Objasnienia: - stopien zuzycia arabinozy przypadajgcy na maksymalne stezenie arabitolu [%1,Ya wydajnoé¢ arabi-
toki obliczona dla maksymalnego stezenia poliolu lgg '1, g\ ~ produktywnos$¢ arabitolu Ig(gxh)], Yr g 'l - wydajnos¢

biomasy obliczona dla maksymalnego stezenia biomasy |gg ‘I-
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W prezentowanych badaniach proces biotransformacji przebiegat znacznie wol-
niej przy szybkosci wytrzgsania 50 i 100 rpm, gdzie maksymalne stezenia arabitolu
wynosity odpowiednio 1,18 gdnr” (P. stipitis CCY 39501) i 5 gdm™ (C. shehatae ATCC
22984) (rys. 1B, 4B). Dwa szczepy, tj. P. guilliermondii DSM 70052 i C. shehatae 3504
w ogole nie produkowaty L-arabitolu przy najnizszej szybkosci wstrzasania (rys. 2B i
3B). W hodowlach badanych szczepéw drozdzy obserwowano spadek odczynu
poditoza hodowlanego, ktéry zalezat od szybkosci zuzywania cukru. W hodowlach
prowadzonych przy szybkosciach obrotéw wytrzasarki 150 i 200 rpm pH byto zbli-
zone do 3 lub ponizej tej wartosci, co mogto wptywaé niekorzystnie na aktywnos¢
drozdzy i ogranicza¢ wydajnosci arabitolu. Saha i Bothast (6) badajgc wptyw kwaso-
wosci podtoza na produkcje arabitolu przez badane drozdze Pichia i Candida row-
niez zaobserwowali spadek aktywnosci drozdzy przy pH 3.

W nastepnym etapie badan najefektywniejsze szczepy: C. shehatae ATCC 22984
i C. paropsilosis DSM 70125 wykorzystano do produkcji L-arabitolu w temperaturach
24 i 32°C, stosujac szybkos$¢ wstrzgsania rowng 150 rpm. Okazalo sie, ze w hodow-
lach prowadzonych w obu tych temperaturach drozdze produkowaly mniejsze ilosci
L-arabitolu niz w badanej wczesniej temperaturze 28°C. Proces asymilacji pentozy
przebiegat nieco wolniej i uzyskano zdecydowanie nizsze stezenia L-arabitolu:
0 5,77 gdnr™ w hodowli C. shehatae i o 10,58 gdm” w przypadku C. parapsilosis
w temp. 32°C (rys. 7A i B, 8A i B). Stezenia poliolu w cieczach pohodowlanych droz-
dzy C. shehatae i C. parapsilosis inkubowanych w temp. 24°C byly nizsze odpowiednio
07,92 gdm™” i o0 12,23 gdnr® w stosunku do hodowli w temp. 28°C (rys. 7B i 8B). Wy-
dajnosci i produktywnosci uzyskane przez te szczepy w hodowlach prowadzonych
w 32°C osiggnety wartosci 0,2-0,24 gg** i 0,011 g(gxh) °, w temperaturze 24°C byly
jeszcze nizsze (tab.). Natomiast w badaniach Saha i Bothast (6) drozdze C. entomaea
I P. guilliermondii w zakresie temperatur 22-34°C nie wykazaly znacznych roznic
w swojej aktywnosci.

Stwierdzono, ze stezenie arabitolu zmniejszato sie po zuzyciu arabinozy, co
mozna interpretowac jego wtérng asymilacja, gdyz stezenie biomasy drozdzy wcigz
rosto. Podobne obserwacje poczynili Saha i Bothast (6), Girio i wsp. (7) oraz Fonseca
i wsp. (4).
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Rys. 7. Wplyw temperatury na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitolu (B) przez C. shehatae
ATCC 22984.

Rys. 8. Wplyw temperatury na asymilacje L-arabinozy (A) i produkcje arabitolu (B) przez C. parapsilosis
DSM 70125.
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4. WhniosKki

1. Najwyzsze stezenia, wydajnosci i produktywnosci L-arabitolu uzyslano w ho-
dowli Candida parapsilosis DSM 70125.

2. W temperaturze 28°C uzyskano najwieksze wydajnosci L-arabitolu z jrabinozy.

3. Szybkos¢ asymilacji L-arabinozy przez drozdze i przyrosty biomasy komaorko-
wej na ogol zwiekszaly sie wraz ze wzrostem szybkosci wstrzgsania hod)wli i zwy-
kle byly najwyzsze przy 200 rpm.

4. L-arabitol byt produkowany w najwyzszych stezeniach przez wszystcie badane
szczepy podczas hodowli wstrzgsanych przy 150 rpm.

5. Najwyzsze wydajnosci (0,33-0,78 g g") i produktywnosci (0,009-0,0'6 g(gxh)*”)
L-arabitolu osiggnieto stosujgc szybkos¢ wstrzgsania rowng 150 rpm.

6. Badane drozdze byly zdolne do reasymilacji wytworzonego L-ara”itolu.
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