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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania erytrytolu. Wynalazek moze znalez¢ zastoso-
wanie w przemysle spozywczym.

Znane sg sposoby otrzymywania erytrytolu z czystej glukozy, sacharozy i mieszaniny glukozy
i fruktozy lub mieszaniny glicerolu i melasy buraczanej przy udziale drozdzy w hodowlach okresowych,
okresowych zasilanych i okresowych powtérzeniowych.

W innym sposobie produkcji erytrytolu z glukozy przez drozdze z gatunku Pseudozyma tsuku-
baensis KN75 w hodowli okresowej zasilanej prowadzonej przez okoto 90 godzin w bioreaktorze, otrzy-
mano 245 g/l erytrytolu, z szybkos$cig objetosciowg produkcji erytrytolu 2,86 g/lh i wydajnoscia erytry-
tolu 0,61 g/g (Marimuthu Jeya, Kyoung-Mi Lee, Manish Kumar Tiwari, Jung-Soo Kim, Paramasamy
Gunasekaran, Sang-Yong Kim, In-Won Kim, Jung-Kul Lee, Applied Microbiology and Biotechnology,
2009, 83, str. 225).

Znany jest rowniez sposob okresowej produkciji erytrytolu zasilanej syropem glukozowym przez
szczep Trichosporon sp. W hodowli wgtebnej w 5 litrowym bioreaktorze, w temperaturze 35°C, przy
szybkosci mieszania réwnej 600 obr/min otrzymywano do 240 g/l erytrytolu z wydajnoscig od 0,40 do
0,45 g/g (Jinbyung Park, Byungcheol Seo, Jungryul Kim, Yongkun Park, Journal of Fermentation and
Bioengineering, 1998, 86 (6), str. 577).

W innym sposobie produkciji erytrytolu z glukozy przez drozdze z rodzaju Moniliella sp. N61188-12,
w 144 godzinnej hodowli okresowej zasilanej prowadzonej w 2000 litrowym bioreaktorze, gdzie zastoso-
wano wysokie stezenie catkowite glukozy rowne 400 g/l otrzymano 237,8 g/l erytrytolu z szybkoscig ob-
jetosciowg produkgiji erytrytolu 1,98 g/lh i z wydajnoscig 0,595 g/g (Shie-Jea Lin, Chiou-Yen Wen, Pei-
-Ming Wang, Jang-Cheng Huang, Chi-Liang Wei, Jin-Wei Chang, Wen-Shen Chu, Process Biochemistry,
2010, 45, str. 973).

Znany jest rowniez proces okresowej produkcji erytrytolu w pozywkach syntetycznych zawieraja-
cych glicerol i melase buraczang przez drozdze z gatunku Yarrowia lipolytica. Po 144 godzinach hodowli
z 200 g/l glicerolu uzyskano 114 g/l erytrytolu z szybkoscig objeto$ciowg produkciji erytrytolu 1,04 g/lh
i wydajnoscig 0,57 g/g (MirohAczuk Aleksandra, Rakicka Magdalena, Biegalska Anna, Rymowicz Walde-
mar, Dobrowolski Adam, Bioresource Technology, 2015, 198, str. 445).

Jednym ze sposobéw jest produkcja erytrytolu z glicerolu przez szczep Yarrowia lipolytica Wra-
tislavia MK1. Produkcje przy udziale tego szczepu prowadzi sie w bioreaktorze w systemie periodycz-
nym lub periodycznym powtdrzeniowym. W 96 godzinnej hodowli periodycznej uzyskuje sie 79,5 g/l
erytrytolu z wydajnoscig 0,53 g/g, a w hodowli periodycznej powtérzeniowej 224 g/l erytrytolu z wydaj-
noscig 0,77 g/g (Mironczuk Aleksandra, Dobrowolski Adam, Rakicka Magdalena, Rywinska Anita, Ry-
mowicz Waldemar, Process Biochemistry, 2015, 50, str. 61).

Nieznane sg natomiast sposoby ciggtej produkc;ji erytrytolu w pozywkach zawierajgcych w swoim
skfadzie gliceryne.

Okazato sie, ze drozdze Yarrowia lipolytica potrafig syntetyzowac efektywnie erytrytol w dtugo-
terminowych systemach hodowlanych, w bardzo niskim pH. Celem wynalazku byto zatem opracowanie
jednostopniowej ciggtej hodowli produkciji erytrytolu prowadzone na zasadzie chemostatu.

Gliceryna o réznej czystosci jest otrzymywana jako produkt uboczny w takich procesach jak:
(i) transestryfikacja kwasow ttuszczowych w procesie produkciji biodiesla, (ii) w procesie hydrolizy wod-
nej ttuszczéw zwierzecych lub roslinnych, (iii) w procesach biosyntezy przez drozdze. Gliceryna surowa
zawiera rézne zanieczyszczenia (resztki kwaséw ttuszczowych, metanol, mydta, makroelementy takie
jak séd, potas, fosfor lub mikroelementy takie jak zelazo, miedz, cynk). Zawarto$¢ zanieczyszczen w su-
rowej glicerynie zalezy od metody jej otrzymywania.

Istotg wynalazku jest to, ze na 1 litr objetosci miesza sie gliceryne w ilosci od 10 do 30 g, ekstrakt
drozdzowy w ilosci od 0,1 do 5,0 g, bakto-pepton od 0,5 do 5 g, oraz pozostatg ilos¢ wody. Ustala sie
pH na poziomie od 4 do 6, nastepnie tak przygotowane podtoze wprowadza sie do naczynia w ilosci od
20 do 30% jego objetosci. Catos¢ sterylizuje sie, chtodzi sie do temperatury pokojowej, a nastepnie
zaszczepia sie podtoze czystg kulturg drozdzy Yarrowia lipolityca. Kolejno wszystko wytrzgsa z predko-
$cig od 150 do 200 obr/min, w temperaturze co najmniej 26°C przez co najmniej dwie doby. Tak uzy-
skane inokulum wprowadza sie do bioreaktora w iloéci od 5 do 20% objetosci roboczej, gdzie pozostatg
objetos¢ stanowig gliceryna w ilosci od 60 do 200 g/l, (NH4)2SO4 w ilosci od 1,0 do 10,0 g/L,
MgS04-7H20 w ilosci od 0,2 do 2 g/L, KH2PO4 w iloéci od 0,1 do 1,5 g/l, ekstrakt drozdzowy w ilo$ci od
0,1 do 5,0 g oraz pozostata ilos¢ wody. Hodowle prowadzi sie w temperaturze co najmniej 26°C, przy
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obrotach mieszadta na minute od 400 do 1000, szybkosci napowietrzania od 100 do 800 ml/min. Po
uptywie co najmniej dwoch ddb rozpoczyna sie proces ciggtej produkcji erytrytolu, w tym celu do biore-
aktora wprowadza sie poditoze zasilajgce o sktadzie: gliceryna w ilosci od 200 do 400 g, ekstrakt droz-
dzowy w ilosci od 0,1 do 15,0 g, (NH4)2SO4 w ilosci od 1,0 do 10,0 g/L, MgSOa4-7H20 w ilosci od 0,2 do
2 g/L, NaCl wilosci od 1 do 40 g/L, KH2PO4 w ilosci od 0,1 do 1,5 g/l oraz pozostatg ilos¢ wody, z szyb-
koscig wprowadzania od 6 do 30 ml/h, przy objetosci roboczej bioreaktora od 1 do 4 litréw. Poziom pH
utrzymuje sie na poziomie 2,5-3,0 przez caty czas prowadzenia procesu biosyntezy erytrytolu. Wypty-
wajgcy z bioreaktora ptyn fermentacyjny z komérkami drozdzy gromadzi sie w zbiorniku z szybkoscig
odbioru ptynu od 6 do 30 ml/h, po czym oddziela sie biomase drozdzy od cieczy poprzez filtracje, ptyn
fermentacyjny poddaje sie dekoloryzacji na weglu aktywnym, a jony usuwa na wymieniaczach jono-
wych, nastepnie ptyn zawierajgcy erytrytol zateza sie do okoto 50% suchej masy.

Korzystnie jest, gdy glicerolem jest gliceryna surowa z produkcji biodiesla i/lub z hydrolizy ttusz-
czow roslinnych i/lub zwierzecych.

Korzystnie inokulum wprowadza sie do bioreaktora w ilosci 10% objetosci robocze;j.

Proces ciggtej biosyntezy erytrytolu prowadzi sie w warunkach chemostatu, gdzie przy nadmiarze
gliceryny czynnikiem limitujgcym wzrost drozdzy i produkcije erytrytolu jest stezenie azotu w pozywce
zasilajgcej bioreaktor, ktérg dozuje sie do bioreaktora w sposéb ciggty z odpowiednig szybkoscia i od-
biera sie ptyn fermentacyjny z komérkami drozdzy i erytrytolem do zbiornika takze z odpowiednig szyb-
koscig. Szybkosci dozowania $wiezej pozywki i odbioér ptynu fermentacyjnego sg jednakowe, co powo-
duje, ze objetos¢ pozywki w bioreaktorze jest stata przez caly czas prowadzenia procesu ciggtego.
W stanie ustalonym dochodzi do rownowagi i stezenie erytrytolu, niewykorzystanej gliceryny oraz bio-
masy sg state przez caty czas procesu ciggtego.

Zaletg sposobu weditug wynalazku jest wysoka selektywnosc¢ procesu, w wyniku czego otrzymuje
sie duze ilosci erytrytolu przy niewielkich ilosciach produktéw ubocznych.

Fig. 1 przedstawia schemat poglagdowy prowadzenia procesu produkcji erytrytolu w systemie cia-
gtym jednostopniowym.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest na przykfadach.

Przyktad 1

Podtoze inokulacyjne o objetosci 50 ml zawierajgce: glicerol — 20 g/l; ekstrakt drozdzowy — 2 g/l;
bakto-pepton — 3 g/l; woda wodociggowa do 1 litra, zaszczepia sie szczepem Yarrowia lipolytica Wra-
tislavia K1 i prowadzi hodowle przez 48 godzin w kolbie stozkowej o objetosci 300 ml, w temperaturze
29°C na wstrzgsarce rotacyjnej przy 160 obr/min. Hodowla ta stanowi materiat szczepienny wiasciwej
hodowli produkcyjnej, ktérg przeprowadza sie w 5-litrowym bioreaktorze 3, zawierajgcym 1,5 litra pod-
toza produkcyjnego o sktadzie: glicerol — 100 g/l; (NH4)2SO4 — 4,6 g/l; MgS0O4-7H20 — 0,3 g/l; NaCl —
25 g/l; KH2PO4 — 0,25 g/l; ekstrakt drozdzowy — 1 g/I; woda wodociggowa do 1 litra. Do utrzymania pH
Srodowiska hodowlanego na poziomie 2,9 stosuje sie 10 M NaOH. W trakcie procesu utrzymuje sie
statg temperature 30°C, szybko$¢ obrotowg mieszadta 800 obr/min i szybkos¢ napowietrzania 0,6 litra
powietrza/min. Po 48 godzinach prowadzenia hodowli, wprowadza sie za pomocg pompy zasilajgcej
bioreaktor 2, w sposoéb ciggly pozywke zasilajgcg o sktadzie: glicerol — 300 g/l; (NH4)2SO4 — 4,6 g/l;
MgS04-7H20 — 0,3 g/l; NaCl — 25 g/l; KH2PO4 — 0,25 g/l; ekstrakt drozdzowy — 1 g/I; woda wodociggowa
do 1 litra, z szybkoscig 15 ml/h. Proces ciggtej biosyntezy erytrytolu prowadzi sie 700 godzin. W stanie
ustalonym w 1 litrze wyptywajgcego ptynu fermentacyjnego, otrzymuje sie 115 g/l erytrytolu, 3 g/l pro-
duktéw ubocznych, 5 g/l niewykorzystanej gliceryny oraz dodatkowo 25 g/l suchej biomasy drozdzy
0 zawarto$ci biatka 42%. Objetosciowa szybkos¢ produkcji erytrytolu wynosi 1,15 g/l-h. Nastepnie otrzy-
many ptyn fermentacyjny wiruje sie, przeprowadza dekoloryzacje na weglu aktywnym oraz usuwa jony
na wymieniaczach jonowych. Kolejno ptyn zageszcza sie na wyparce prézniowej do 50% zawarto$ci
suchej masy.

Przyktad 2

Przygotowuje sie inokulum i prowadzi proces jak w przyktadzie 1, z tym, Ze biosynteze erytrytolu
prowadzi sie ze szczepem Yarrowia lipolytica Wratislavia MK1 w pH réwnym 3,0, a szybko$¢ dozowane;j
pozywki zasilajgcej wynosi 20 ml/h. Proces ciggtej biosyntezy erytrytolu prowadzi sie 600 godzin. W sta-
nie ustalonym w 1 litrze wyptywajgcej brzeczki fermentacyjnej, otrzymuje sie 90 g/l erytrytolu, 3 g/l pro-
duktéw ubocznych, 7 g/l niewykorzystanej gliceryny oraz dodatkowo 23 g/l suchej biomasy drozdzy
0 zawartosci biatka 38%. Objetosciowa szybkos¢ produkcji erytrytolu wynosi 1,2 g/l-h. Dalej postepuje
sie jak w przyktadzie 1.
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Przyktad 3

Przygotowuje sie inokulum i prowadzi proces jak w przykfadzie 1, z tym, ze po 48 godzinach
prowadzenia hodowli, wprowadza sie w sposoéb cigglty pozywke zasilajgcg o sktadzie: glicerol — 250 g/l;
ekstrakt drozdzowy — 9,8 g/l; NaCl — 26,5 g/l; woda wodociggowa do 1 litra, z szybkos$cig 14 ml/h. Proces
ciggtej biosyntezy erytrytolu prowadzi sie 800 godzin. W stanie ustalonym w 1 litrze wyptywajgcego
ptynu fermentacyjnego, otrzymuje sie 89 g/l erytrytolu, 2 g/l produktéw ubocznych, 1 g/l niewykorzysta-
nej gliceryny oraz dodatkowo 28 g/l suchej biomasy drozdzy o zawartosci 39% biatka. Objetosciowa
szybkos¢ produkciji erytrytolu wynosi 0,83 g/l-h, a wydajnos$é procesu produkcji erytrytolu 0,36 g/g. Dalej
postepuje sie jak w przyktadzie 1.

Przyktad 4

Przygotowuje sie inokulum i prowadzi proces jak w przyktadzie 1, z tym, ze biosynteze erytrytolu
prowadzi sie w 5-litrowym bioreaktorze 3, zawierajacym 2,0 litry podtoza produkcyjnego, a po 48 godzi-
nach prowadzenia hodowli, wprowadza sie w sposéb ciggty pozywke zasilajgcg o sktadzie: glicerol —
200 g/l; (NH4)2S04 — 4,6 g/l; MgS0a4-7H20 — 0,3 g/l; NaCl — 25 g/l; KH2PO4 — 0,25 g/l; ekstrakt droz-
dzowy — 0,5 g/I; woda wodociggowa do 1 litra, z szybkoscig 25 mi/h. Proces ciggtej biosyntezy erytrytolu
prowadzi sie 750 godzin. W stanie ustalonym w 1 litrze wyptywajgcego ptynu fermentacyjnego, otrzymuje
sie 90 g/l erytrytolu, 4 g/l produktéw ubocznych, 2 g/l niewykorzystanej gliceryny oraz dodatkowo 23 g/l
suchej biomasy drozdzy o zawartosci 38% biatka. Objetosciowa szybkos¢ produkcji erytrytolu wynosi
1,13 g/I-h, a wydajnos¢ procesu produkgiji erytrytolu 0,45 g/g. Dalej postepuje sie jak w przyktadzie 1.

Wykaz oznaczeh

1 — zbiornik z pozywka zasilajgca

2 — pompa zasilajgca bioreaktor

3 — bioreaktor

4 — pompa odbierajgca ptyn fermentacyjny
5 — zbiornik z ptynem fermentacyjnym

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdéb otrzymywania erytrytolu drogg biosyntezy z wykorzystaniem kultur drozdzy Yarrowia
lipolytica, znamienny tym, ze przygotowuje sie podfoze w taki sposob, ze na 1 litr objetosci
miesza sie gliceryne w ilosci od 10 do 30 g, ekstrakt drozdzowy w iloéci od 0,1 do 5,0 g,
bakto-pepton od 0,5 do 5 g, oraz pozostatg ilo§¢ wody, po czym ustala sie pH na poziomie
od 4 do 6, nastepnie tak przygotowane podtoze wprowadza sie do zbiornika z pozywkg zasi-
lajaca (1) w ilosci od 20 do 30% jego objetosci, cato$¢ sterylizuje sie, chtodzi sie do tempe-
ratury pokojowej, a nastepnie zaszczepia sie podfoze czystg kulturg drozdzy Yarrowia lipoli-
tyca, wytrzgsa z predkoscig od 150 do 200 obr/min, w temperaturze co najmniej 26°C przez
€0 najmniej dwie doby, po czym tak uzyskane inokulum wprowadza sie do bioreaktora (3)
w ilosci od 5 do 20% objetosci roboczej, gdzie pozostatg objeto$¢ stanowig gliceryna w iloSci
od 60 do 200 g/l, (NH4)2S04 w ilosci od 1,0 do 10,0 g/L, MgSOa-7H20 w ilosci od 0,2 do 2 g/L,
KH2PO4 w ilosci od 0,1 do 1,5 g/l, ekstrakt drozdZzowy w ilosci od 0,1 do 5,0 g oraz pozostata
ilos¢ wody i prowadzi hodowle w temperaturze co najmniej 26°C, przy obrotach mieszadta
na minute od 400 do 1000, szybkosci napowietrzania od 100 do 800 ml/min, po czym po
uptywie co najmniej dwdch déb rozpoczyna sie proces ciagtej produkcji erytrytolu, w tym celu
do bioreaktora (3) wprowadza sie podtoze zasilajgce o skfadzie: gliceryna w ilosci od 200 do
400 g, ekstrakt drozdZzowy w ilosci od 0,1 do 15,0 g, (NH4)2S0a4 w ilosci od 1,0 do 10,0 g/L,
MgSOa4-7H20 w ilosci od 0,2 do 2 g/L, NaCl w ilosci od 1 do 40 g/L, KH2PO4 w ilosci od 0,1
do 1,5 g/l oraz pozostata ilos¢ wody, z szybkoscig wprowadzania od 6 do 30 ml/h, przy obje-
tosci roboczej bioreaktora (3) od 1 do 4 litréw, przy czym poziom pH utrzymuje sie na pozio-
mie 2,5-3,0 przez caty czas prowadzenia procesu biosyntezy erytrytolu, nastepnie wyptywa-
jacy z bioreaktora (3) ptyn fermentacyjny z komérkami drozdzy gromadzi sie przy pomocy
pompy odbierajgcej ptyn fermentacyjny (4) w zbiorniku z ptynem fermentacyjnym (5) z szyb-
koscig odbioru ptynu od 6 do 30 ml/h, po czym oddziela sie biomase drozdzy od cieczy po-
przez filtracje, ptyn fermentacyjny poddaje sie dekoloryzacji na weglu aktywnym, a jony
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usuwa na wymieniaczach jonowych, nastepnie ptyn zawierajacy erytrytol zateza sie do okoto
50% suchej masy.

. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze glicerolem jest gliceryna surowa z produkcji
biodiesla i/lub z hydrolizy ttuszczéw roslinnych i/lub zwierzecych.

. Sposoéb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze inokulum wprowadza sie do bioreaktora (3)
w ilosci 10% objetosci roboczej.
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Fig. 1
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