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Sposob produkcji 2-fenyloetanolu i zastosowanie permeatu serwatki do produkcji 2-
fenyloetanolu

Przedmiotem wynalazku jest sposéb mikrobiologicznego zagospodarowania permeatu
serwatki, w ktorym prowadzi si¢ hodowle okresowa lub ciagta drozdzy do produkcji 2-
fenyloetanolu, monitorujac stezenie 2-fenyloetanolu, L-fenyloalaniny i laktozy w ptynie

hodowlanym oraz parametr ChZT.

Przemyst mleczarski generuje ogromne ilos¢ odpadow o wysokim wskazniku ChZT
(chemiczne zapotrzebowanie na tlen) 1 BZT (biochemiczne zapotrzebowanie na tlen), co
czyni je niebezpiecznymi dla srodowiska. Gtéwnym odpadem jest permeat serwatki bogaty
w zwiazki organiczne oraz mineraly, ktéry powstaje w procesie wytwarzania koncentratu
biatka serwatkowego poprzez ultrafiltracj¢ serwatki. Mleczarnie na pierwszym etapie
zagospodarowania tego odpadu susza go rozpylowo, co pozwala na odzyskanie wody oraz
zmniejszenie jego objetosci. Wysuszony permeat serwatki jest bogaty w laktoze (ok. 80%
zaw.) 1 biatka maloczasteczkowe (ok. 3-5% =zaw.), dlatego czeSciowo moze by¢
wykorzystany dalej w przemysle spozywczym 1 paszowym. Jednak nie sposob jest go w
calosci zagospodarowa¢, stad koncepcja wykorzystania jako podloza dla drozdzy

produkujacych 2-fenyloetanol (2-PE).

2-PE to alifatyczny alkohol o rézanym zapachu, szeroko wykorzystywany m.in.
w aromatach dodawanych do kosmetykow 1 zywnosci. Dodatkowo posiada on takze cenne
wlasciwosci bakterio- 1 grzybobojcze, wiec moze réwniez pelni¢ role naturalnego
konserwantu. Na skale przemystowa 2-PE otrzymywany jest na drodze ekstrakcji z ptatkow
rézy lub syntezy chemicznej. Co wazne, tylko 2-PE uzyskany w wyniku ekstrakcji posiada
status produktu naturalnego i moze stanowi¢ dodatek np. do zywnosci. Poniewaz ekstrakcja
z ptatkow roz jest bardzo kosztowna, potrzebne sg alternatywne sposoby produkcji
naturalnego 2-PE. Obecnie w skali laboratoryjnej coraz czesciej stosowana technika jest
sciezka biotechnologiczna, wykorzystujaca rézne mikroorganizmy, w tym drozdze i bakterie.
Powszechnie wiadomo, ze drozdze moga metabolizowa¢ L-phe do 2-PE na drodze szlaku
Ehrlicha, w granicach stezen 2-5 g/l (Hua i Xu, 2011). Konieczne jest jednak zapewnienie
kluczowych warunkéw do produkcji, w tym wybor odpowiedniego szczepu drozdzy

1 podtoza hodowlanego.

Znane s3 réwniez sposoby wykorzystania podtéz hodowlanych na bazie serwatki lub

innych organicznych odpadow do wydajnej hodowli drozdzy, ktore beda produkowaty 2-PE.



W publikacji Chreptowicz 1 wsp., 2018 opisano, ze serwatka i1 produkty uboczne

z przetwarzania burakow cukrowych moga by¢ dobrym surowcem do bioprodukeji 2-PE.

W patencie P.227208 ujawniono sposob wytwarzania naturalnego 2-PE na podtozu
zawierajacym L-fenyloalanine przez szczep Saccharomyces cerevisiae oraz sposob

ekstrakcji uzyskanego 2-PE z ptynu pohodowlanego.

W zgloszeniu patentowym US2013/0084615 ujawniono sposdb wytwarzania etanolu
1 biatkowej paszy drozdzowej z permeatu serwatki, gdzie permeat serwatki stanowi substrat
dla szczepu drozdzy, do przeksztatcenia laktozy do dwutlenku wegla i alkoholu etylowego.

W przyktadzie wykonania szczepem drozdzy byt wybrany szczep Kluyveromyces marxianus.

W zgtoszeniu JP2014204715 ujawniono natomiast sposéb hodowli drozdzy majacych
zdolnos¢ wytwarzania substancji zapachowych w podtozu zawierajacym organiczne zrédho
azotu wybrane z grupy sktadajacej sie z ekstraktu drozdzowego, produktu degradacji biatka
sojowego 1 aminokwasu wybranego sposrod metioniny 1 fenyloalaniny. Stezenie
aminokwasu w podtozu hodowlanym wynosi 25mM lub wigcej. Przy czym substancja
zapachowa jest metionol 1 2-fenyloetanol. Substancja zapachowa akumuluje si¢ w podtozu

w stezeniu 100 ppm lub wyzszym.

Zgodnie z wynalazkiem, permeat serwatki moze by¢ wykorzystywany do produkcji 2-PE
w trakcie prowadzenia okresowych 1 ciagtych pltynnych hodowli drozdzy z gatunku
K. marxianus, co ilustruja przyktady I 1 II wykonania. Mikroorganizmy te sa drozdzami
kefirowymi, ktore wytwarzaja enzym beta-galaktozydaze 1 dzigki temu sa zdolne do
wykorzystania serwatki jako substratu w procesie fermentacji (Belem M. A. F. 1 Lee B. H,,

1998).

Zastosowanie odpadu przemystu mleczarskiego obniza koszt produkcji 2-fenyloetanolu oraz
redukuje wskaznik ChZT permeatu serwatki, czynigc go mniej toksycznym dla srodowiska.
Ponadto namnozona biomasa drozdzy GRAS K. marxianus produkujacych 2-PE moze by¢
zastosowana jako wysokobiatkowy dodatek do pasz lub do produkcji bioetanolu z odpadéw
mleczarskich. Wynalazek zapewnia biotechnologiczny sposob wytwarzania 2-fenyloetanolu,

przy czym uzyskany produkt jest naturalny.

Dla procesu realizowanego w sposob okresowy na zakonczenie bioprocesu, ptyn
hodowlany oddziela sie od biomasy, a nastepnie wydziela z niej produkt koncowy, co
ilustruje przyktad III wykonania i1 oznacza jego zawartos¢, co ilustruje przyktad IV

wykonania. Do wydzielenia 2-fenyloetanolu wykorzystano standardowa metode ekstrakcji



z uzyciem schtodzonego do 4°C octanu etylu bez intensywnego mieszania, a nastgpnie
odparowano octan etylu. Dla procesu realizowanego w sposéb ciagly, od 24 h hodowli stale
odbierany jest ptyn hodowlany zawierajacy biomase drozdzy oraz 2-PE, a do uktadu z taka
samg szybkoscig dozowana jest swieza porcja podtoza hodowlanego. Ze strumienia ptynu
hodowlanego z bioreaktora, po odfiltrowaniu biomasy, produkt koncowy jest wydzielany
poprzez ekstrakcje octanem etylu, co ilustruje przyktad III wykonania i jego ilo$¢ oznaczana

jest zgodnie z przykladem IV wykonania.

Dzigki zastosowaniu permeatu serwatki do mikrobiologicznej produkcji 2-PE z plynu
hodowlanego, mozliwe jest rowniez ponad 2-krotne (w przypadku hodowli okresowej) oraz
prawie 10-krotne (w przypadku hodowli ciaglej) zmniejszenie ChZT permeatu serwatki,

co ilustruje Tab. 3 przyktad VI wykonania.
ISTOTA WYNALAZKU

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania 2-fenyloetanolu przez drozdze z gatunku
Kluyveromyces marxianus w podlozu do produkeji 2-fenyloetanolu, w ktorym hodowle
prowadzi si¢ w podtozu bedacym niesterylizowanym roztworem wodnym wysuszonego

permeatu serwatki.
Korzystnie hodowle prowadzi si¢ w sposéb okresowy lub ciagly.
Korzystnie hodowle prowadzi si¢ w temperaturze w zakresie 25-37°C.

Korzystnie podloze do hodowli zawiera wysuszony permeat serwatki w stezeniu 1,5-3 %
(W/V).

Jeszcze bardziej korzystnie podtoze do hodowli zawiera L-fenyloalaning w stezeniu 5 g/l.
Korzystnie hodowle okresowa prowadzi si¢ przez 2-7 dni. Korzystnie hodowle ciagla
prowadzi si¢ przez 2-7 dni.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie permeatu serwatki do wytwarzania 2-
fenyloetanolu, charakteryzujace si¢ tym, ze permeat serwatki jest rozpuszczany

w niesterylnej wodzie wodociggowej w stezeniu 1,5-3 % (w/v).
Korzystnie 2-fenyloetanol jest wytwarzany przez drozdze K. marxianus.

Jeszcze bardziej korzystnie do podtoza dodawana jest L-fenyloalanina w stezeniu Sg/l.

Wyniki badan zostaly zilustrowane na rysunku, gdzie:



Fig. 1. przedstawia schemat ideowy hodowli okresowej,

Fig. 2. przedstawia schemat ideowy hodowli ciagte;j,

Fig. 3. przedstawia krzywa kalibracji do oznaczenia 2-PE,

Fig. 4. przedstawia krzywa kalibracji do oznaczenia L-phe,

Fig. 5. przedstawia krzywa kalibracji do oznaczenia laktozy,

Fig. 6. przedstawia zmiany ChZT w trakcie hodowli okresowe;j i ciagtej,
Wynalazek ilustruja ponizsze przyktady wykonania.

Przyklad 1

Warunki prowadzenia hodowli okresowej drozdzy.

W bioreaktorze o catkowitej objetosci 4,8 1 (Applikon Biotechnology) prowadzono 48-h
plynna wstrzasang (250 rpm) i napowietrzang (1,5 1/min) hodowle okresowa drozdzy
z gatunku K. marxianus w temp. 30°C w 2 | podtoza dedykowanego do produkcji
2-fenyloetanolu o sktadzie: 25 g/l suszony permeat serwatki, 5 g/l L-fenyloalanina w wodzie

wodociagowe] bez sterylizacji.

Na koniec hodowli oznaczano: ilo$¢ wyprodukowanego 2-PE oraz zuzytej L-phe poprzez
analiz¢ HPLC-DAD, jak opisano w przykladzie wykonania III, ilo$¢ zuzytej laktozy poprzez
analiz¢ HPLC-RI (przyktad IV wykonania) oraz parametr ChZT w plynie hodowlanym (fazie
wodnej) zgodnie z norma DIN ISO 15705 — H45, co opisuje przyktad wykonania V. Na

koniec procesu fermentacji (po 48 h) okreslono takze:

wlasciwa szybkos$¢ wzrostu (p), jako p = Oiizzgzt [1/h],

produkcyjnos¢ procesu (P), jako P = ACAZ% [mg/l/h],

wydajnosé produkeji (Yaee), jako Yapp = S22 + 100[%,
2PE

ACypg
ACL—;/Jhe

wspotczynnik wydajnosci produkcji 2-PE wzgledem L-phe (Yess), jako Yp/s =

oraz

zuzycie laktozy (Zipme), jako Zy—ppe = (1 - CL—ph> £ 100 [%].

L—-phe.o
Kazdy pomiar wykonywano w trzech powtorzeniach. Wyniki przedstawiono w Tabeli 1.

Tab. 1. Stezenie 2-PE, L-phe, laktozy w cieczy hodowlanej, kluczowe parametry procesowe
oraz produkcyjnos¢ w systemie okresowym po 48h.



Parametr Wartos¢

koncowe ODeoo [-] 6,26+0,07
Wilasciwa szybko§¢ wzrostu [1/h] 0,36+0,00
2-PE [g/] 2,59+0,15
2-PE [g] 5,18+0,46
L-phe [g/] 1,88+0,08
laktoza [g/1] 0,00£0,00
P [mg/I/h] 53,96
Ya-rE [-] 0,70
Yess [-] 0,52
ZL-phe [%] 62,40

Przyklad 11
Warunki prowadzenia hodowli cigglej drozdzy.

W bioreaktorze o catkowitej objetosci 4,8 1 (Applikon Biotechnology) prowadzono 72-h
plynna wstrzasang (250 rpm) i napowietrzang (1,5 1/min) hodowle drozdzy z gatunku
Kluyveromyces marxianus w temp. 30°C w 2 1 podtoza dedykowanego do produkcji
2-fenyloetanolu o sktadzie: 25 g/l suszony permeat serwatki, 5 g/l L-fenyloalaniny w wodzie

wodociagowe] bez sterylizacji.

Przez pierwsze 24 h hodowle realizowano w sposob okresowy jak w pierwszym przyktadzie
wykonania, w celu namnozenia biomasy drozdzy. Nastepnie od 24 h przechodzono w ciagly
tryb pracy, co =zostalo zrealizowane poprzez podigczenie dwukanatowe] pompy
perystaltycznej do uktadu (1,7 ml/min, pompa Lead Fluid BT50S), odbierajace; ptyn
hodowlany z przestrzeni reakcyjnej oraz dozujacej do uktadu 0,5% (w/v) roztwér wodny
permeatu serwatki (Fig. 2). Na koniec hodowli oznaczono: ilos¢ produkowanego 2-PE oraz
zuzyte] L-phe poprzez analize¢ HPLC-DAD, jak opisano ponize] w przykladzie III
wykonania, ilo$¢ laktozy poprzez analize HPLC-RI (przyktad IV wykonania) oraz parametr
ChZT w ptynie hodowlanym (fazie wodnej) zgodnie z normg DIN ISO 15705 — H45, co
opisuje przyktad V wykonania.

Na koniec procesu (po 72 h) okreslono takze:

doD600
0D600*dt

[1/h],

wlasciwa szybkos$¢ wzrostu (p), jako p =
produkcyjnos¢ procesu (P), jako P = ACAZ% [mg/l/h],

wydajnosé produkeji (Yaee), jako Yapp = S22 + 100[%,

2PE

ACypg
ACL—;/Jhe

wspotczynnik wydajnosci produkcji 2-PE wzgledem L-phe (Yess), jako Yp/s =

oraz



zuzycie laktozy (Zipme), jako Zy—ppe = (1 - CL—ph> £ 100 [%].

CL—phe.o

Kazdy pomiar wykonywano w trzech powtérzeniach. Wyniki przedstawiono w Tabeli 2.

Tab. 2. Stezenie 2-PE, L-phe i laktozy (w/v) w plynie hodowlanym, kluczowe parametry
procesowe oraz produkcyjno$¢ w systemie ciggtym po 72h.

Parametr Wartos¢
koncowe ODeoo [-] 2,65+0,06
Wilasciwa szybko§¢ wzrostu [1/h] 0,28+0,02
2-PE [g/] 1,15+0,12
2-PE [g] 8,29+0,82
L-phe [g/] 0,47+0,03
laktoza [g/1] 0,00£0,00
P [mg/I/h] 57,60
Ya-rE [-] 1,12
Yess [-] 0,83
ZL-phe [%] 90,60

Przyklad 111
Wydzielanie 2-PE z plynu pohodowlanego.

Procedura wydzielania 2-PE z ptynu pohodowlanego jest modyfikacja sposobu, opisanego
w patencie P.227208. Po zakonczeniu hodowli ptyn pohodowlany z bioreaktora zwirowano
(10 000x g, 10 min) w temperaturze 4°C w wirowce Sorval Evolution RC Centrifuge,
Thermo Scientific. Biomase komorkowa odrzucono. Supernatant zmieszano z zimnym (4°C)
octanem etylu (250 ml octanu etylu na kazde 500 ml supernatantu) i wytrzasano delikatnie
w rozdzielaczu przez okoto 3 minuty. Po rozdzieleniu sie faz, faze organiczng 1 faz¢ wodna
rozdzielono do oddzielnych kolb. Faze organiczng suszono minimum 30 minut nad
bezwodnym siarczanem (VI) magnezu (Chempur). Srodek suszacy usunieto na saczku
celulozowym. Octan etylu odparowywano nastepnie na wyparce obrotowe] Buchi, uzyskujac

2-PE.
Przyklad 1V

Oznaczanie stezenia 2-fenyloetanolu i L-fenyloalaniny w plynie hodowlanym.

Stezenie 2-PE 1 L-phe oznaczano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczcowej (HPLC) (SYKAM chromatograph, Sykam GmbH, Eresing, Germany)



z detektorem DAD i kolumng z wypelnieniem C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (kolumna Cosmosil
5C18-MS-1II).

Krzywa kalibracji 2-PE (Fig. 3) o wspolczynniku determinacji R* = 0,9994, wykonano
odwazajac okreslong ilos¢ 2-PE (MERCK) 1 rozpuszczajac ja w odpowiedniej ilosci
mieszaniny acetonitryl:woda (1:1), uzywajac acetonitrylu do HPLC (POCH) oraz wody
miliQ. Uzyskano stezenia L-phe o wartosci 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3 g/l. Tak przygotowane
probki wzorcowe nastrzykiwano po 20 ul na kolumne z wypeltnieniem C-18 1 analizowano,
uzyskujac piki o okreslonym polu powierzchni, odpowiadajace stg¢zeniu analizowanego
wzorca. Z uzyskanych wynikow wykreslono krzywa kalibracji pola powierzchni piku

w funkcji jego stezenia (Fig. 3).

Krzywa kalibracji L-phe (Fig. 4) o wspdlczynniku determinacji R* = 0,9998, wykonano
odwazajac okreslong ilos¢ L-phe (BioShop) i rozpuszczajac ja w odpowiedniej ilosci
mieszaniny acetonitryl:woda (1:1), uzywajac acetonitrylu do HPLC (POCH) oraz wody
miliQ. Uzyskano stezenia L-phe o wartosci 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 3 g/l. Tak przygotowane
probki wzorcowe nastrzykiwano po 20 ul na kolumne z wypelnieniem C-18 1 analizowano,
uzyskujac piki o okreslonym polu powierzchni, odpowiadajace stg¢zeniu analizowanego
wzorca. Z uzyskanych wynikéw wykreslono krzywa kalibracji pola powierzchni piku

w funkcji jego stezenia (Fig. 4).

Stezenie 2-PE 1 L-phe w probkach analizowano jednoczesnie, stosujac jako eluent
mieszaning acetonitryl:woda w stosunku 30:70. Pomiary prowadzono przy dlugosci fali A =
259 nm 1 szybkosci elucji 1 ml/min W tym celu 1 ml ptynu hodowlanego pobierano
z bioreaktora do 1,5-ml probowki typu Eppendorf. Nastepnie prébki wirowano (15 000xg, 1
min). Uzyskany supernatant przenoszono do czystych 1,5-ml probowek typu Eppendorf,
a osad odrzucano. Z tak przygotowanych prébek nastrzykiwano po 20 ul na kolumne

z wypelnieniem C-18 1 analizowano.

Jezeli pole powierzchni piku odpowiadajacego 2-PE lub L-phe wykraczato poza obszar
krzywej kalibracji probke dodatkowo 2-krotnie rozcienczano mieszaning acetonitryl:woda
(1:1), tak by wynik pomiaru miescit si¢ w zakresie wyznaczone] krzywej kalibracji. Przy
rozcienczeniu probek, uzyskane wyniki mnozono przez 2, uzyskujac stezenie w wyjsciowej

probee badanej.

Przyklad V

Oznaczanie stezenia laktozy w plynie hodowlanym.



Stezenie laktozy oznaczano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowe]
(HPLC) (SYKAM chromatograph, Sykam GmbH, Eresing, Germany) z detektorem
refraktometrycznym (RI) 1 kolumng SETREX IEX H+ (300 x 8 mm, Polymer IEX H form,
8 um) termostatowang w 35°C. Detektor RI réwniez termostatowano w 35°C, w celu

unikniecia fluktuacji w odpowiedzi detektora.

Krzywa kalibracji laktozy (Fig. 5) o wspotczynniku determinacji R? = 0,9984, wykonano
odwazajac okreslong ilo$¢ laktozy (POCH) i rozpuszczajac ja w odpowiedniej ilosci wody
miliQ. Uzyskano stezenia laktozy o wartosci 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 3 g/l. Tak przygotowane
probki wzorcowe nastrzykiwano po 20 ul na kolumne¢ z wypelnieniem polimerowym IEX
H+ 1 analizowano, uzyskujac piki o okreslonym polu powierzchni, odpowiadajace stezeniu
analizowanego wzorca. Z uzyskanych wynikow wykreslono krzywa kalibracji pola

powierzchni piku w funkcji jego stezenia (Fig. 5).

Stezenie laktozy w probce analizowano, stosujac jako eluent 9 mM kwas siarkowy,
i szybkosci elucji 1 ml/min. W tym celu 1 ml ptynu hodowlanego pobierano z bioreaktora do
1,5-ml probéwki typu Eppendorf. Nastepnie probki wirowano (15 000xg, 1 min). Uzyskany
supernatant przenoszono do czystych 1,5-ml probowek typu Eppendorf, a osad odrzucano.
Z tak przygotowanych probek nastrzykiwano po 20 upl na kolumne z wypelnieniem

polimerowym IEX H+ 1 analizowano.

Jezeli pole powierzchni piku odpowiadajacego laktozie wykraczato poza obszar krzywej
kalibracji probke dodatkowo 2-krotnie rozcienczano 9 mM kwasem siarkowym, tak by
wynik pomiaru miescit si¢ w zakresie wyznaczonej krzywej kalibracji. Przy rozcienczeniu

probek, uzyskane wyniki mnozono przez 2, uzyskujac stezenie w wyjsciowej probce badanej.

Przyklad VI

Oznaczanie chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) w plynie hodowlanym.

Parametr ChZT w pozywce wyjsciowe] oraz na zakonczenie hodowli okresowych 1 cigglych
analizowano z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej wedlug normy DIN ISO
15705 — H45 (Tab. 3). Procedure przeprowadzano zgodnie z instrukcja producenta testu
komercyjnego Nanocolor CDB 600 firmy Macherey-Nagel. Pobierano 15 ml plynu
hodowlanego i wirowano (5 000xg, 5 min). Supernatant przenoszono do nowych probowek
a osad odrzucano. Nastepnie przenoszono w trzech powtorzeniach po 2,0 ml supernatantu do
probowek testowych. Probowki mieszano poprzez intensywne wytrzasanie na worteksie

przez 5 sekund i inkubowano przez 30 min w 160°C. Po inkubacji prébki chtodzono



w statywie przez 10 minut, a nastepnie mieszano jak wczesniej. Gdy probki osiagnety
temperature pokojowa, umieszczano je w kompaktofotometrze Nanocolor Vario Compact
firmy Macherey-Nagel 1 mierzono warto$¢ ChZT. Jesli wartos¢ ChZT byla poza skala
odczytu, probke wyjSciowa rozcienczano 2-krotnie a nastgpnie procedure powtarzano.
W przypadku hodowli okresowej wartos¢ ChZT spadta z 33,69 do 18,50 czyli prawie
dwukrotnie, natomiast w przypadku hodowli ciaglej wartos¢ parametru ChZT spadta z 33,69
do 2,60 czyli ponad 12 krotnie (Fig. 6).

Wyniki z trzech pomiaréw parametru ChZT w podtozu przed hodowla oraz po zakoficzeniu

hodowli okresowej oraz ciagte] przedstawiono w Tabeli 3.

Tab. 3 Warto$¢ parametru ChZT dla czystego podioza oraz na zakonczenie hodowli

okresowej (po 48 h) i hodowli ciagtej (po 72 h).

ChZT [g/1]
podtoze | h. okresowa | h. ciagla
33,69+1,27| 18,50+0,75 |2,6040,40
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