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ZASTOSOWANIE WYBRANYCH ADSORBENTOW DO WYDZIELANIA
Z PODLOZA HODOWLANEGO GAMMA-DEKALAKTONU
PRODUKOWANEGO PRZEZ DROZDZE YARROWIA LIPOLYTICA

Streszczenie

Gamma-dekalakton (GDL) to cykliczny ester o intensywnym, brzoskwiniowo-olejowym zapachu,
wykrywalnym przy stezeniu ponizej 5 mg/dm’. Zwigzek ten stosuje si¢ w przemysle spozywczym do
nadania whasciwych cech sensorycznych takim produktom, jak: napoje, wyroby piekarskie, desery, stody-
cze czy gumy do zucia. GDL jest objety statusem GRAS (Generally Recognized As Safe) i uznawany za
bezpieczny dodatek do zywnosci. Lakton moze by¢ produkowany metodami chemicznymi lub biotechno-
logicznymi. Wzrost $wiadomosci konsumentow i aktualny trend w kierunku bioproduktéw przyczynia si¢
do upowszechniania biotechnologicznej syntezy y-dekalaktonu. Trudnoscig w produkcji GDL z udziatem
mikroorganizmow jest wydzielenie go z podtoza biotransformacyjnego, stanowigcego mieszaning metabo-
litbw mikroorganizmow i nieprzereagowanego substratu lipidowego (kwasu rycynolowego).

Celem niniejszej pracy byla proba wydzielenie poprzez adsorpcj¢ y-dekalaktonu (GDL) z podlozy bio-
transformacyjnych, w ktérych substratem byt olej rycynowy przeksztalcany do zwiazku zapachowego za
posrednictwem drozdzy Yarrowia lipolytica. Efektywnos$¢ adsorpcji analizowano przy zastosowaniu
dwoch adsorbentow: Amberlitu XAD-4 1 wermikulitu. Sposréd dwoch badanych adsorbentéw skutecz-
niejszym w adsorpcji laktonu z podlozy, w okresie fazy wzrostu logarytmicznego drozdzy (4. dzien bio-
transformacji), byt Amberlit XAD-4. Po 10 min od wprowadzenia tego adsorbenta do $rodowiska reakcji
mozliwe bylo zaadsorbowanie ok. 61 + 3 % laktonu. Poczatkowa szybkos¢ adsorpcji GDL na Amberlicie
XAD-4 wynosita 4,365x10° g GDL/g adsorbenta/min i byta ok. 2,8-krotnie wyzsza w poréwnaniu
z wermikulitem. Wydtuzanie czasu biotransformacji (do 7 dni) skutkowalo zmniejszeniem efektywnosci
adsorpcji.

Stowa kluczowe: y-dekalakton, adsorpcja, Amberlit XAD-4, wermikulit, Yarrowia lipolytica

Wprowadzenie

Gamma-dekalakton (C;oHi30,) (GDL) to cykliczny ester o intensywnym, brzo-
skwiniowo-olejowym zapachu, wyczuwalnym nawet w stezeniu ponizej 5 mg/dm’.
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Enancjomer R y-dekalaktonu naturalnie wystgpuje w wigkszosci owocodw, przy czym
w sposob istotny ksztaltuje on aromat brzoskwin, moreli i truskawek. Wystgpowanie
GDL odnotowuje si¢ takze w masle, mleku, serach, piwie, rumie, czerwonym i biatym
winie, mango czy $liwkach [7, 13]. Lakton jest objety statusem GRAS (Generally Re-
cognized As Safe) 1 uznawany za bezpieczny dodatek do zywnosci, dopuszczony przez
FDA (Food and Drug Administration) — Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow
[29]. Zatwierdzony przez Rade¢ Europy dodatek y-dekalaktonu do zywnosci to 20 ppm.
Stosowanie tego zwigzku zapachowego w przemysle spozywczym ma na celu nadanie
wlasciwego aromatu wyrobom czekoladowym, napojom, wyrobom piekarskim, gu-
mom do zucia, deserom czy stodyczom [14]. W tab. 1. przedstawiono dane na temat
zastosowania GDL do produkcji zywnosci.

Tabela 1. Wybrane przyklady zastosowania y-dekalaktonu do produkcji zywnosci, odnotowane przez
FEMA — Stowarzyszenie Producentéw Aromatoéw i Ekstraktow USA

Table 1. Selected examples of using y-decalactone in food production, as reported by FEMA — The
Flavor and Extract Manufacturers Association of the United States

Kategoria zywnosci Stezenie y-dekalaktonu [ppm]
Food category Concentration of y-decalactone [ppm]
Napoje alkoholowe / Alcoholic drinks 2,65
Wyroby piekarskie / Bakery products 21,06
Ser / Cheese 13,70
Guma do zucia / Chewing gum 0,30
Mrozone przetwory mleczne / Frozen milk products 15,41
Galaretki, puddingi / Jellies, puddings 7,36
Landrynki / Hard candy 0,67
Napoje bezalkoholowe / Alcohol-free drinks 8,04

GDL moze by¢ produkowany na drodze chemicznej lub biotechnologicznej [18].
Opisane w literaturze chemiczne metody jego syntezy najczesciej zawierajg etap synte-
zy kwasu 4-hydroksydekanowego, ktory z latwoscig cyklizuje do racemicznego
v-dekalaktonu [6, 8]. Udoskonalane od wielu lat metody biotechnologiczne bazujg na
procesie B-oksydacji kwasu rycynolowego lub jego estrow zachodzacym w peroksy-
somach komorek mikroorganizmow [15]. Dotychczas w badaniach nad wydajng bio-
synteza laktonu wykorzystywano m.in. takie mikroorganizmy, jak: Yarrowia lipolytica
[12, 26, 27], Pichia guilliermondii [11], Sporobolomyces odorus [19], Sporidiobolus
salmonicolor [21], Sporidiobolus ruineni [4] czy Rhodotorula aurantiaca [1], ktére
hodowano na podtozach z dodatkiem m.in. oleju rycynowego.

Waznym etapem produkcji zwigzkow zapachowych na drodze biotechnologicznej
jest ich wydzielenie w mozliwe najczystszej postaci z podtoza hodowlanego. Nie jest
to proces tatwy, a szczegolne trudnosci sprawia odzyskiwanie zwigzkow zapachowych,
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ktére charakteryzuja si¢ wysoka lotnoscig oraz niskg rozpuszczalno$cig. Ponadto me-
dium hodowlane, w ktoérym dane zwiazki aromatyczne si¢ znajduja, jest zazwyczaj
bardzo zlozone. W celu wydzielenia zwigzkéw zapachowych z podtoza stosowano
dotychczas rozne techniki, ktore polegaly m.in. na procesach: ekstrakcji, permeaciji,
destylacji oraz adsorpcji. Czgsto opisywang w literaturze metoda jest ekstrakcja roz-
puszczalnikami [10, 20]. NajczeSciej stosowana jest ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz.
Metoda ta nie sprawdza si¢ jednak w przypadku heterogenicznych podiozy biotrans-
formacyjnych. Obecno$¢ w podtozach fazy lipidowej (ma to miejsce w przypadku
biotechnologicznej syntezy y-dekalaktonu, gdzie substratem jest olej rycynowy) spra-
wia, ze wraz z pozadanym produktem reakcji do fazy organicznej ekstrahowane sg
pozostalosci substratow lipidowych. Inng stosowang metoda wydzielania laktonow jest
proces perwaporacji. Polega on na selektywnym transporcie sktadnika przez membra-
ng, np. ceramiczng, o $rednicy porow rzgdu ponizej 5 nm. Perwaporacja zachodzi
w tagodnych warunkach oraz umozliwia selektywne wydzielenie pozadanego zwiazku
[5]. Mozliwe jest rowniez zastosowanie bezposredniej separacji produktu z podloza
hodowlanego poprzez adsorpcje na weglu aktywnym, porowatym hydrofobowym po-
limerze lub porowatej zywicy. Takie rozwigzania probowano juz zastosowaé w skali
laboratoryjnej, m.in. przy wyodr¢bnianiu zwigzkoéw zapachowych z grupy estrow [9,
18, 24] a takze samego 7y-dekalaktonu [2, 3]. Materialy porowate sg powszechnie
i chetnie stosowane z uwagi na ich wlasciwosci, w tym gtownie ich duzg powierzchnig
wlasciwa, duzg porowatos¢, chtonnosé¢, nieznaczng aktywnos¢ chemiczng oraz duza
wytrzymatos¢ mechaniczng 1 mozliwos¢ regeneracji. Nalezy jednak pamigtaé, ze ad-
sorpcja w fazie cieklej, a z taka mamy do czynienia przy wyodrebniania y-dekalaktonu
z podtoza hodowlanego, jest duzo bardziej ztozonym zjawiskiem niz adsorpcja w fazie
gazowej. Obecno$¢ czastek rozpuszczalnika i tworzenie miceli przez zaadsorbowane
molekuly przyczynia si¢ do wzrostu ztozonosci adsorbowanej cieczy. Ponadto na wy-
dajno$¢ adsorpcji sktadnika z fazy ciektej wptywajg rowniez takie czynniki jak: pH
roztworu, rozpuszczalno$¢ adsorbowanego sktadnika w stosowanym rozpuszczalniku,
temperatura, w ktorej prowadzony jest proces czy samo stezenie adsorbenta. Wobec
powyzszego dobranie wlasciwego adsorbenta i warunkéw adsorpcji laktonu z wodnego
podtoza biotransformacyjnego, celem uzyskania pozadanej wydajnosci procesu, wy-
maga przeprowadzenia wielu analiz. Niemniej jednak adsorpcja uwazana jest za obie-
cujacg technike ze wzgledu na prostote wykonania, dostepnos¢ materiatow, mozliwg
do osiggnigcia wysoka wydajnosc¢ i stosunkowo niski koszt procesu [25].

Celem niniejszej pracy byta proba wydzielenia poprzez adsorpcje y-dekalaktonu
(GDL) z podtozy biotransformacyjnych, w ktorych substratem byl olej rycynowy prze-
ksztatcany do zwigzku zapachowego za posrednictwem drozdzy Yarrowia lipolytica.
Efektywno$¢ adsorpcji analizowano przy zastosowaniu dwoch adsorbentow: Amberlitu
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XAD-4 (syntetycznego kopolimeru styrenu i diwinylobenzenu) i wermikulitu (natural-
nego krzemianu warstwowego).

Material i metody badan

Material doswiadczalny stanowit szczep drozdzy Yarrowia lipolytica KKP379
pozyskany z Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie
oraz adsorbenty: Amberlit XAD-4 i wermikulit.

W celu oznaczenia poziomu adsorpcji GDL w ukladach modelowych do kolb
stozkowych o obj. 100 cm® wprowadzano 0,25 g GDL (> 98 %, Sigma-Aldrich, Niem-
cy) rozpuszczonego w 10 cm’ etanolu (96 %, POCH, Polska) oraz 15 cm® wody desty-
lowanej. Kolby wstawiano na mieszadto magnetyczne celem dobrego wymieszania
sktadnikow. Po 5 min mieszania pobierano probke kontrolna, po czym do roztworu
wprowadzano wybrany adsorbent w stezeniu 30 g/dm’. Po dodaniu adsorbentu kolby
wstawiano na wytrzasarke (IKA, Niemcy, 140 rpm) 1 w odstgpach 10 min przez okres
1 h z roztworu pobierano probki whasciwe (1,5 cm’) do oznaczen chromatograficz-
nych.

Celem oznaczenia poziomu adsorpcji GDL w podtozach biotransformacyjnych
prowadzono hodowle drozdzy Yarrowia lipolytica. Do namnozenia mikroorganizméw
przygotowywano ptynne podtoze namnazajace YPG o skladzie: ekstrakt drozdzowy
(BTL, Polska) — 10 g/dm’, pepton (BTL, Polska) — 20 g/dm’, glukoza (Chempur, Pol-
ska) — 20 g/dm’. Drozdze ze skosow agarowych przeszczepiano do kolby kulistej pta-
skodennej zawierajacej 50 cm’ podtoza namnazajacego. Hodowle prowadzono przez
24 h w temp. 27 °C w inkubatorze (IKA, Niemcy) z wytrzasaniem, na poziomie
140 rpm. Po tym czasie 1 cm’ inokulum zaszczepiano whasciwe podioze biotransfor-
macyjne sktadajace si¢ z oleju rycynowego (Carl Roth, Niemcy) — 100 g/dm’, peptonu
(BTL, Polska) — 20 g/dm® oraz Tweenu 80 (Acros Organics, Belgia) — 5 g/dm’. Bio-
transformacj¢ prowadzono przez 7 dni w temp. 27 °C, z wytrzasaniem na poziomie
140 rpm. W 4. i 7. dniu hodowli wykonywano badania poziomu adsorpcji gamma-
dekalaktonu z podtozy.

We wskazanych dniach biotransformacji komorki drozdzy oddzielano od podlozy
biotransformacyjnych poprzez wirowanie (wirowka MPW 351, Polska, wirnik katowy,
10 min, 10000 rpm). Supernatant zlewano znad osadu komorek drozdzy i zakwaszano
10-procentowym kwasem solnym do obnizenia pH do wartosci ok. 2 (kwas
4-hydroksydekanowy powstaty w procesie B-oksydacji tatwiej cyklizuje w $srodowisku
kwasnym do <y-dekalaktonu). Po zakwaszeniu do kazdego roztworu dodawano
100 cm’/dm’ alkoholu etylowego (zwiekszenie rozpuszczalnosci laktonu). Roztwor
umieszczano na mieszadle magnetycznym na 5 min, celem wymieszania i pobrania
reprezentatywnej probki kontrolnej (1,5 cm®). Nastepnie do podtoza wprowadzano
wybrane adsorbenty: Amberlit XAD-4 lub wermikulit w ilosci 30 g/dm’. Od tego mo-
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mentu, w odstepach 10-minutowych, przez pét godziny pobierano probki do oznaczen
chromatograficznych (1,5 cm’).

Do analizy poziomu desorpcji GDL z adsorbentéw oddzielano je od roztwordéw
poprzez saczenie przez bibule filtracyjna. Adsorbenty przenoszono do gilz ekstrakcyj-
nych i ekstrahowano trzykrotnie porcja 20 cm’ eteru dietylowego (POCH, Polska), po
czym probki poddawano analizie z zastosowaniem chromatografii gazowej (GC).

Do 1,5 cm’ pobieranych probek dodawano 20 pl y-undekalaktonu (standard we-
wnetrzny) oraz 1,5 cm’ chlorku metylenu jako ekstrahenta. Probki ekstrahowano,
a nastgpnie analizowano za posrednictwem GC (YL 6100 Young Lin Instrument, Ko-
rea Potudniowa, kolumna kapilarna BPX70 60 m x 0,25 mm) w programie temperatu-
rowym: przetrzymanie przez 1 min w temp. 165 °C, kolejno przyrost temperatury od
165 do 180 °C w tempie 3 °C/min i ostateczny wzrost temperatury od 180 do 205 °C
w tempie 5 °C/min. Gazem nosnym w analizach byl azot, temperatura detektora wyno-
sita 280 °C, przeptyw ustalono na poziomie 1,1 cm®/min.

Wszystkie analizy wykonywano w 3 powtérzeniach. Wyniki poddano analizie
statystycznej, obliczono wartosci $srednie oraz odchylenia standardowe. Istotnos¢ roz-
nic pomig¢dzy warto$ciami $rednimi weryfikowano testem Tukeya (p < 0,05). Oblicze-
nia wykonano w programie statystycznym Statistica 12,0.

Wiyniki i dyskusja

W badaniach nad adsorpcja GDL z podtozy biotransformacyjnych stosowano dwa
adsorbenty o odmiennej budowie i wlasciwosciach — wermikulit i Amberlit XAD-4.
Pierwszy z nich jest naturalnym materiatem ilastym o warstwowej strukturze, z wielo-
ma krystalicznymi przestrzeniami petnigcymi role porow. Jest to materiat tani i po-
wszechnie dostepny, zwigkszajacy swojg objetos¢ od 8 do 30 razy w zaleznosci od
stosowanych warunkow termicznych [16]. Amberlit XAD-4 to syntetyczny, makropo-
rowaty kopolimer styrenodiwinylobenzenu w postaci biatych, poétprzezroczystych pere-
tek [30].

W pierwszym etapie badan przeanalizowano efektywnos$¢ adsorpcji GDL z mode-
lowych roztworéw wodnych, w ktérych stezenie laktonu wynosito 5 g/dm’, a stezenie
adsorbentow — 30 g/dm’. Zmniejszenie stezenia GDL w roztworze, wynikajace z ad-
sorpcji, analizowano przez 60 min, a probki pobierano co 10 min. Wyniki przedsta-
wiono narys. 1.

W modelowym roztworze wodnym lakton adsorbowat si¢ znacznie skuteczniej na
Amberlicie XAD-4. Ilo§¢ zaadsorbowanego zwigzku siggata poziomu ok. 67 + 2.2 %,
co w przeliczeniu na mase stanowito ok. 3,91 £ 0,31 g laktonu/dm’. Poprzez ilos¢ za-
adsorbowanego GDL rozumie si¢ roznicg pomigdzy poczatkowym stgzeniem zwigzku
W roztworze a jego zawartoscig finalng. W przypadku wermikulitu po 60 min zaadsor-
bowato si¢ 30 % zwigzku, czyli ok. 2,2-krotnie mniej. Ponadto przy zastosowaniu
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Rys. 1. Adsorpcja y-dekalaktonu z modelowych roztworéw wodnych prowadzona w temp. 25 °C
Fig. 1.  Adsorption of y-decalactone from model water solutions carried out at 25 °C of temperature

Amberlitu XAD-4 po 40 min kontaktu osiggni¢to stan rownowagi. Wedtug Li 1 wsp.
[22] makroporowate, polimerowe adsorbenty, w poréwnaniu z klasyczny-
mi/naturalnymi adsorbentami, takimi jak: silikazel, tlenki glinu czy wegiel aktywowa-
ny sg znacznie bardziej skuteczne w procesie adsorpcji z uwagi na zré6znicowang struk-
ture porow i wlasciwosci fizykochemiczne.

W kolejnym etapie badan uwage skupiono na adsorpcji y-dekalaktonu z podlozy
biotransformacyjnych, w ktorych zwigzek ten byl syntetyzowany przez drozdze Y.
lipolytica z oleju rycynowego. Zbadano efektywnos¢ adsorpcji laktonu przy zastoso-
waniu tego samego stezenia adsorbentow (30 g/dm’). Wyniki tego doswiadczenia za-
mieszono na rys. 2. Poziom adsorpcji podawano, operujac masg adsorbowanego
zwigzku zapachowego, a nie jego st¢zeniem procentowym. Wynikato to ze zroéznico-
wania poziomu stezenia laktonu w poszczegdlnych hodowlach w podtozach biotrans-
formacyjnych, z uwagi na nieco odmienng efektywno$¢ namnazania komorek droz-
dzowych 1 prowadzenia przez nie biotransformacji oleju rycynowego. St¢zenie
zwigzku zapachowego w podtozach w 4. dniu biotransformacji wahato si¢ od 1,41 +
0,20 g/dm’® do 2,16 + 0,33 g/dm’, za§ w 7. dniu — od 2,78 + 0,12 g/dm’ do 3,07 +
0,19 g/dm’. Plon biomasy w poszczegdlnych powtdrzeniach zawieral si¢ w granicach
5+ 8,7 g s.s./dm’. Na podstawie wynikow adsorpcji z 4. dnia biotransformacji (faza
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wzrostu logarytmicznego drozdzy) wykazano, ze z perspektywy wigzania si¢ laktonu
na powierzchni adsorbentéw istotne znaczenie miato pierwsze 10 min reakcji (rys. 2).
W tym okresie efektywniejsza byla adsorpcja GDL za posrednictwem Amberlitu
XAD-4. Zaadsorbowato si¢ na nim ok. 61 + 3 % laktonu (zmniejszenie stezenia GDL
z poziomu 2,16 £ 0,33 g/dm’ do 0,85 + 0,28 g/dm’), czyli ponad dwukrotnie wigcej niz
na wermikulicie (ok. 33 £ 4 %, zmniejszenie stezenia GDL z 1,41 + 0,20 g/dm’ do 0,95
+ 0,24 g/dm’). Wyniki te byly zgodne z danymi adsorpcji GDL z modelowych roztwo-
réw (rys. 1), jednak roznica dotyczyta czasu, po ktorym osiggano stan rOwnowagi ad-
sorpcji — w przypadku roztworéw biotransformacyjnych po 4. dniu biotransformacji
byto to 10 min.

3,5 —— Amberlite XAD-4 (4 dzien/4th day)
—#— Wermikulit [Vermiculite] (4 dzien/4th day)
3 «+--&+-- Ambelite XAD-4 (7 dzien/7th day)

®--- Wermikulit [Vermiculite] (7 dzien/7th day)
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Rys. 2. Adsorpcja y-dekalaktonu z podlozy biotransformacyjnych po 4 i 7 dniach biotransformacji,
prowadzona w temp. 25 °C

Fig. 2. Adsorption of y-decalactone from biotransformation media after 4 and 7 days of biotransfor-
mation carried out at 25 °C of temperature

Proby adsorpcji GDL z podtozy po 7 dniach biotransformacji (faza stacjonarna
wzrostu drozdzy) (rys. 2) wykazaly nieznacznie nizsza efektywno$¢ tego procesu
w przypadku Amberlitu XAD-4. Poziom adsorpcji zwigzku zapachowego wynosit ok.
55 %. W przypadku wermikulitu wydajno$¢ wigzania laktonu na powierzchni adsor-
benta wzrosta do ok. 42 %. W tych reakcjach w ciagu 30 min od dodania adsorbentéw
nie osiggnicto jednak stanu rownowagi. Przypuszcza sig, ze spadek efektywnosci ad-
sorpcji GDL przez Amberlit XAD-4 w podtozu po 7 dniach biotransformacji moze
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wynika¢ ze wzrostu st¢zenia w podtozu produktéw metabolizmu drozdzy, a takze sa-
mego kwasu rycynolowego, uwalnianego wskutek hydrolizy oleju rycynowego. Wyso-
ce prawdopodobne jest, ze zwigzki te adsorbowaly si¢ na Amberlicie i pogarszaty wy-
dajnos¢ adsorpcji, mimo wyzszego stezenia samego GDL w podtozu (w poréwnaniu
do 4. dnia biotransformacji).

Negatywny wptyw sktadnikow podltoza na proces adsorpcji odnotowali Alchihab
1 wsp. [2]. Naukowcy prowadzili badania nad zastosowaniem makroporowatych zywic
Macronet 100, 102, 202 w adsorpcji y-dekalaktonu z podtozy biotransformacyjnych, do
ktorych zywice wprowadzane byly na wstepie biotransformacji. Wymienieni autorzy
zaobserwowali, ze poziom adsorpcji laktonu z bulionu hodowlanego drozdzy Rhodoto-
rula aurantiacana byt nizszy w stosunku do odnotowanego w modelowych roztworach
wodnych. Roéznice te przypisywali obecnosci w pozywce oleju rycynowego i biomasy
drozdzy, ktora wedhug nich zaadsorbowata czes¢ zwiazku.

Uzyskanie pelniejszego obrazu kinetyki adsorpcji z podilozy biotransformacyj-
nych bylo mozliwe po okresleniu poczatkowej szybkos$ci adsorpcji w kazdym z nich
(tab. 2).

Tabela 2. Poczatkowa szybkos$¢ adsorpcji y-dekalaktonu na badanych adsorbentach z podtozy po 4 1 7
dniach biotransformacji
Table 2.  Initial adsorption rate of y-decalactone on tested adsorbents from mediums after 4 and 7 days

of biotransformation
Podtoza biotransformacyjne / Biotransformation mediums
e po 4 dniach biotransformacji po 7 dniach biotransformacji
Wyszczegolnienie . . . .
Ttem after 4 days of biotransformation | after 7 days of biotransformation

Amberlit XAD-4 | Wermikulit | Amberlit XAD-4 | Wermikulit
Amberlite XAD-4 | Vermiculite | Amberlite XAD-4 | Vermiculite

Poczatkowe stezenie
v-dekalaktonu
Initial concentration of
y-decalactone [g/dm’]

2,16 £0,33 1,41 +£0,20 2,78 £0,54 3,07+0,2

Zaadsorbowana ilo$¢
v-dekalaktonu po 10 min
Adsorbed quantity of y-
decalactone after 10 min [g/dm?]

1,31+0,1 0,46 £0,22 0,53 £1,48 0,69 + 1,32

Poczatkowa szybko$¢ adsorpcji
Initial adsorption rate
y-dekalakton [g]/(adsorbent [g] 4.365x107 1.535%103 1.735%103 228x10°

X min) ’ ’ ’ ’
y-decalactone [g]/(adsorbent [g]
X min)
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Potwierdzono, ze po 4 dniach biotransformacji wyzsze (ok. 2,8-krotnie) tempo
adsorpcji GDL wykazywatl Amberlit XAD-4 (tab. 2). Tendencja ta byla odwrotna
w podtozach po 7 dniach biotransformacji, w ktorych poczatkowa szybkos¢ adsorpcji
byta wigksza w probach z wermikulitem (ok. 1,3-krotnie). Do wyzszej poczatkowe;j
szybkos$ci adsorpcji na wermikulicie w podtozu z 7. dnia biotransformacji przyczynit
si¢ znaczacy wzrost stezenia laktonu w supernatancie. Wydiuzenie biotransformacji
skutkowato bowiem ponad 2-krotnie wigkszym stezeniem GDL w tym podiozu, co
miato z calg pewnoscig wptyw na bardziej efektywny przebieg procesu adsorpcji.

Amberlit XAD-4 i wermikulit testowano takze pod wzgledem desorpcji GDL.
W kazdym z 3 przeprowadzonych cykli ekstrakcji y-dekalakton desorbowat si¢ z po-
wierzchni adsorbenta. Najwigcej laktonu wyodrgbniano w pierwszym cyklu ekstrakc;i.
Desorpcja z adsorbentéw uzytych w podtozach z 4-dniowych reakcji biotransformacji
przebiegata efektywniej w stosunku do adsorbentow z podtozy po 7-dniowej biotrans-
formacji (rys. 3). W przypadku tych pierwszych poziom zdesorbowanego laktonu wy-
nosit ok. 61 £+ 14 % w probkach z Amberlitem XAD-4 oraz 37 £ 6 % — z wermikuli-
tem. W podtozach po 7 dniach biotransformacji stezenie laktonu wyekstrahowanego
z powierzchni Amberlitu XAD-4 oraz wermikulitu wynosito odpowiednio: 42 + 12 %
oraz 25 £ 5 %.

28 50
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g 30
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& &

)
§ _,qé 20
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Cykle desorpcji / Cycles of desorption
B Amberlite [4 dzien/ 4th days] B Wermikulit [Vermiculite] [4 dzier/ 4th days]
Amberlite XAD-4 [7 dzier/ 7th days] O Wermikulit [Vermiculite] [7 dziet/ 7th days]

Rys. 3. Desorpcja y-dekalaktonu z Amberlitu XAD-4 i wermikulitu przy zastosowaniu trzech cykli
ekstrakcji

Fig. 3. Desorption of y-decalactone from Amberlite XAD-4 and vermiculite using three extraction
cycles
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Nizsze stezenie zdesorbowanego po 7 dniach biotransformacji laktonu z adsor-
bentdéw stosowanych w podtozach moze by¢ potwierdzeniem obecno$ci na adsorben-
tach rowniez innych molekul, ktore ograniczajg zarowno zdolno$ci adsorpcyjne, jak
i desorpcyjne laktonu. Luboch i wsp. [23] zwracajg bowiem uwage, ze adsorpcja nie
przebiega na calej powierzchni adsorbenta; z reguly czynna jest tylko czes¢ po-
wierzchni, tzw. centra aktywne. Niekiedy stwierdza si¢ istnienie kilku centréw zdol-
nych do selektywnego oddzialywania z okre§lonymi molekutami chemicznymi. Zjawi-
ska tego typu odgrywaja kluczowa role w procesach adsorpcyjno-desorpcyjnych.

Whioski

1. Gamma-dekalakton mozna wydziela¢ z podtozy biotransformacyjnych, bazujac na
zjawisku adsorpcji.

2. Wydzielanie y-dekalaktonu z podtozy biotransformacyjnych po 4 dniach reakcji
przebiegalo z porownywalng skuteczno$cig, jak z roztworéw modelowych. Po
10 min od wprowadzenia adsorbenta do srodowiska reakcji mozliwe byto zaadsor-
bowanie ok. 61 + 3 % laktonu przy zastosowaniu Amberlitu XAD-4 i ok. 33 £4 %
przy uzyciu wermikulitu.

3. Sposrod dwoch badanych adsorbentow: Amberlitu XAD-4 i wermikulitu, skutecz-
niejszym w adsorpcji laktonu z podtoza biotransformacyjnego w okresie fazy
wzrostu logarytmicznego drozdzy (4. dzien hodowli) byl Amberlit XAD-4. Po-
czatkowa szybkos¢ adsorpcji GDL z zastosowaniem tego adsorbenta wynosita
4,365x10” g GDL/g adsorbenta/min i byta ok. 2,8-krotnie wyzsza wzgledem we-
rmikulitu.

4. Wydtuzenie czasu biotransformacji (do 7 dni) moze przyczynia¢ si¢ do zmniejsze-
nia efektywnosci adsorpcji GDL. Zalezno$¢ t¢ zaobserwowano po zastosowaniu
Amberlitu XAD-4. Wzrost w podtozu stezenia produktéw metabolizmu drozdzy,
a takze kwasu rycynolowego, bedacego produktem hydrolizy oleju rycynowego
(substratu biotransformacji), moze przyczynia¢ si¢ do cze$ciowej adsorpcji tych
zwigzkow na porowatej strukturze adsorbenta i zmniejsza¢ wydajnos¢ adsorpcji.

5. Stosowane adsorbenty charakteryzowaty si¢ zdolno$ciami desorpcyjnymi. W kaz-
dym z trzech przeprowadzonych cykli ekstrakcji y-dekalakton desorbowal sie
z powierzchni adsorbendéw. Desorpcja z adsorbentéw uzytych w podtozach
z 4-dniowych reakcji biotransformacji przebiegata efektywniej w stosunku do ad-
sorbentow z podtozy po 7-dniowej biotransformacji. W przypadku tych pierw-
szych poziom zdesorbowanego laktonu wynosit ok. 61 £ 14 % dla Amberlitu
XAD-4 oraz 37 + 6 % dla wermikulitu. W podtozach po 7 dniach biotransformacji
stezenie laktonu wyekstrahowanego z powierzchni adsorbenta wynosito 42 + 12 %
dla Amberlitu XAD-4 oraz 25 + 5 % dla wermikulitu.
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APPLYING SOME SELECTED ADSORBENTS TO SEPARATE GAMMA-DECALACTONE
PRODUCED BY YARROWIA LIPOLYTICA FROM CULTURE BROTH

Summary

Gamma-decalactone (GDL) is a cyclic ester with an intense peach-oil smell, detectable at a concentra-
tion below 5 mg/dm’. This compound is applied in the food industry to give appropriate organoleptic
properties to products such as: beverages, bakery products, desserts, sweets or chewing gums. GDL comes
under the GRAS status (Generally Recognized As Safe) and it is considered to be a safe food additive.
Lactone can be produced using chemical or biotechnological methods. The increasing consumer aware-
ness and the current trend towards bio-products contribute to the popularisation of biotechnological syn-
thesis of the y-decalactone. A difficulty in the production of GDL with the participation of microorganisms
is its separation from the biotransformation medium, which is a mixture of metabolites of microorganisms
and an unreacted lipid substrate (ricinoleic acid).

The objective of the research study was an attempt to separate through adsorption the y-decalactone
(GDL) from biotransformation media, where a substrate was castor oil transformed into a fragrant com-
pound by the Yarrowia lipolytica yeast. The adsorption efficiency was analysed with the use of two adsor-
bents: Amberite XAD-4 and vermiculite. Of the two adsorbents tested, more effective when adsorbing
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lactone from the media, during the logarithmic growth phase of yeast (the 4™ day of biotransformation),
was Amberlite XAD-4. Circa 61 = 3 % of lactone could be absorbed 10 minutes after the adsorbent had
been introduced into the reaction medium. The initial GDL adsorption rate on the Amberite XAD-4 was
4.365x107 g GDL/g adsorbent/min and it was about 2.8 times higher than that on the vermiculite. The
extension of biotransformation time (up to 7 days) resulted in the decrease in the adsorption efficiency.

Key words: y-decalactone, adsorption, Amberlite XAD-4, vermiculite, Yarrowia lipolytica B4
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