Sposob wytwarzania 2-fenyloetanolu

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania 2-fenyloetanolu z
wykorzystaniem oleju rzepakowego do in situ wydzielania produktu 2-fenyloetanolu
(ang. 2-phenylethanol, 2-PE) z hodowli w trakcie biotechnologicznego procesu
wytwarzania 2-PE z udziatem drozdzy.

2-PE to aromatyczny alkohol o rdézanym zapachu o szerokim spektrum
zastosowania (gtownie w przemysle spozywczym, perfumeryjnym i kosmetycznym).
Na skale przemystowa, 2-PE mozna otrzymac poprzez ekstrakcje z ptatkdw rdzy lub
na drodze syntezy chemicznej, jednak tylko 2-PE uzyskany w wyniku ekstrakcji ze
zrédet naturalnych posiada status produktu naturalnego i moze stanowi¢ dodatek np.
do zywnosci. Poniewaz ekstrakcja z ptatkdw réz jest bardzo kosztowna, a synteza
chemiczna generuje toksyczne odpady, potrzebne sg alternatywne sposoby produkciji
2-PE. Obiecujgcym rozwigzaniem moze byC wykorzystanie proceséw
biotechnologicznych w celu uzyskania 2-PE, ktory bedzie spetniaé kryteria dla
produktu naturalnego, zgodnie z prawodawstwem europejskim i $wiatowym.
Produkcja tego zwigzku 2z wykorzystaniem drozdzy, jako katalizatora, jest
alternatywng metodg do ekstrakcji z ptatkédw kwiatow. Pozwala ona nie tylko na
otrzymanie naturalnego aromatu, ale i produktu o konkurencyjnej cenie.

Powszechnie wiadomo, ze drozdze mogg metabolizowaé L-fenyloalanine
(ang. L-phenylalanine; L-Phe) z wytworzeniem 2-PE, jednak stezenie 2-PE w
granicach powyzej 2 g/L jest toksyczne dla wzrostu drozdzy. Z tego powodu,
prowadzenie zwykte] hodowli okresowej drozdzy jest mato optacalne. Konieczne jest
zwiekszenie wydajnosci uzyskiwanego 2-PE i obnizenie kosztéw produkcji poprzez
zastosowanie metod in situ wydzielenia toksycznego produktu z cieczy hodowlane;.

Przedmiotem wynalazku jest sposob, w ktérym prowadzi sie dwu-fazowa
hodowle okresowg w pozywce dedykowane] do produkcji 2-fenyloetanolu z
dodatkiem oleju rzepakowego jako fazy organicznej dodawanej do medium
hodowlanego tak, aby jego stezenie wynosito 30% v/v do 50% v/v, monitorujgc
przyrost biomasy poprzez mierzenie OD600 oraz stezenie 2-fenyloetanolu w fazie
wodnej bedgcej cieczg hodowlang oraz organicznej Po zakonczeniu bioprocesu,
hodowle wiruje sie i oddziela biomase oraz faze wodng od fazy organicznej. Hodowle

korzystnie prowadzi sie w temperaturze 30°C.



Zgodnie ze zgtoszeniem patentowym, olej rzepakowy moze byc
wykorzystywany do in situ ekstrakcji 2-PE w trakcie prowadzenia hodowli drozdzy, co
umozliwia zwiekszenie wydajnosci catego procesu, co ilustruje przyktad | wykonania.
Zgodnie z wynalazkiem, prowadzi sie dwufazowg ptynng hodowle okresowg drozdzy,
poprzez dodanie do hodowli oleju rzepakowego, jako fazy organiczne] w stezeniu
kornncowym 30% (v/v). Na zakoniczenie bioprocesu, faze wodng (ciecz hodowlana)
oddziela sie od fazy organicznej. Faza organiczna, czyli olej rzepakowy zawierajacy
2,8% (w/v) 2-PE, spetnia kryteria produktu naturalnego i moze miec¢ zastosowanie w
przemysle spozywczym w branzy cukierniczo-piekarniczej, jako dodatek
aromatyzujgcy, przy produkcji kosmetykdw, np. wyrobu mydet, czy przy produkcji
$rodkdw czyszczacych.

Zastosowanie oleju rzepakowego do ekstrakcji in situ 2-PE z cieczy
hodowlanej zwiekszyto ponad trzykrotnie wydajnos¢ produkcji 2-PE przez drozdze.

Wyniki badan zostaty zilustrowane na wykresach i tabeli, gdzie Fig. 1 pokazuje
krzywg wzrostu drozdzy w dwu-fazowej hodowli okresowej, Fig. 2 pokazuje krzywa
kalibracji do oznaczenia 2-PE, a Tab. 1 pokazuje stezenie 2-PE (w/v) w cieczy
hodowlanej i w fazie organicznej, oraz produkcyjnosé w systemie dwu-fazowym.
Wynalazek ilustrujg ponizsze przyktady wykonania.

Przyktadl
Warunki prowadzenia dwu-fazowej hodowli okresowej drozdzy.

Prowadzono 72 h plynng wstrzgsang hodowle okresowg drozdzy
Saccharomyces cerevisiae AM1-d (szczep zdeponowany w Miedzynarodowe;j
Kolekgji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP2055p) w temp. 30°C w pozywce
dedykowanej do produkcji 2-fenyloetanolu o sktadzie: 15 g/L glukoza, 8 ¢g/L
sacharoza, 5 g/L L-fenyloalanina, 0,5 g/L MgS0O4 bezw.cz., 1,7 g/L YNB bez
aminokwasow i siarczanu amonu (pH=4,6). W trakcie hodowli monitorowano ilos¢
produkowanego 2-PE poprzez analize HPLC, jak opisano ponizej w Przykfadzie Il
wykonania. W trakcie hodowli monitorowano przyrost biomasy poprzez pomiary
OD600 (Fig. 1). W momencie, gdy OD600 wynosito ~0,8 stosowano dodatek oleju
rzepakowego, ktéry jest rozpuszczalnikiem posiadajgcym status GRAS (ang.
generalny recognized as safe) w stezeniu koncowym 30% (v/v). Na koniec hodowli

(48 h) pobierano 1 mL préby, aby zmonitorowaé stezenie 2-fenyloetanolu w cieczy



hodowlanej (fazie wodnej), co opisuje Przyktad Ill. Stezenie 2-PE w fazie organicznej
(oleju rzepakowym) ilustruje Przykiad IV. W tym celu, probki z dwu-fazowych hodowli
byly wirowane, aby oddzieli¢ biomase (odpad) od cieczy hodowlanej i fazy
organicznej (oleju rzepakowego).

Okres$lono takze produkcyjnosé procesu (P), jako P = % [mg/L/R], wyniki

zamieszczono w Tabeli 1.

2-PE [g/L]
stezenie Produkcyjnosé
f. wodna f. organiczna )
calkowite* [mg/L/h]
Kontrola 3,17£0,05 - 3,17£0,05 66,040,035
30% olej 1,99+0,12 28,44+3 44 9,92+0.95 206,67+19,74

* Wyznaczone na podstawie réwnania:
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Przyktadll
Oznaczanie stezenia 2-fenyloetanolu w roztworze wodnym (cieczy hodowlanej).

Stezenie 2-PE oznaczano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) (chromatograf PE NELSON NCI900) z detektorem UV/VIS (Perkin
Elmer 785A detector) i kolumng z wypetnieniem C18, 250 x 4.6 mm, 5 pm (kolumna
Cosmosil 5C18-MS-II).

Krzywa kalibracji (Fig. 2) o wspoétczynniku determinacji R? =0,998, wykonano
odwazajgc okreslong ilos¢ 2-PE (MERCK) i rozpuszczajac ja w odpowiedniej ilosci
mieszaniny acetonitryl:woda (1:1), uzywajgc acetonitrylu do HPLC (POCH) oraz
wody miliQ. Jako eluent stosowano mieszanine acetonitryl:woda w stosunku 30:70.
Pomiary prowadzono przy dtugosci fali A = 259 nm.

Przed analizg probek z cieczy pohodowlanych na HPLC rozcienczano je
acetonitrylem w stosunku 1:1. Jezeli pole powierzchni piku odpowiadajgcego 2-PE
wykraczato poza obszar krzywej kalibracji prébke dodatkowo rozcienczano.
Przyktadlil
Oznaczanie stezenia 2-fenyloetanolu w oleju rzepakowym (fazie organicznej)

Stezenie 2-PE w oleju rzepakowym analizowano wykorzystujgc ekstrakcje

oraz 2 niezalezne metody — wagowo oraz za pomocg HPLC. Do ekstrakgcji uzyto



acetonitryl cz.d.a. (POCH), rozpuszczalnik niemieszajgcy sie z fazg olejowg. Kazdag
prébke ekstrahowano minimum 6-krotnie w celu catkowitego wydzielenia 2-PE. Do
rozdzielacza wlewano 400 mL oleju rzepakowego i dodawano 150 mL acetonitrylu.
Catos¢ intensywnie wytrzgsano przez 3 min i pozostawiano do rozdzielenia faz. Po
kazdym stopniu ekstrakcji pobierano 1 mL prébki do oznaczenia zawartosci 2-PE
(HPLC). Pozostatg faze acetonitrylowg przenoszono do kolby i dodawano srodek
suszgcy - bezwodny siarczan (VI) magnezu (POCH). Ukfad pozostawiano na 20 min
w chtodni (4°C), przesaczano do zwazonej uprzednio Kkolby i odparowano
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ciSnieniem. Resztki rozpuszczalnika |
ewentualnych innych lotnych sktadnikbw usuwano na pompie olejowej (cisnienie
ponizej 1 mm Hg). Kolbe ponownie zwazono i wyliczono ilos¢ otrzymanego 2-PE,
jako réznice masy kolby z 2-PE i masy pustej kolby. Natomiast faze olejowg
zawracano do rozdzielacza i catos¢ procedury powtarzano.

Na koniec zsumowano wyniki po kazdym stopniu ekstrakcji uzyskane z
pomiarébw wagowych oraz HPLC, i wyznaczono =zawartos¢ 2-PE w oleju

rzepakowym.



