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Ciagta biosynteza kwasu cytrynowego z glukozy
przez mutanta octanowego Yarrowia lipolytica Wratislavia 1.31

Wstep

W 1893 roku Wehmer opisal produkcj¢ kwasu cytrynowego jako
efekt metabolizmu Penicillium glaucum. Dwadzie$cia lat pdzZniej,
w 1913 roku, w Stanach Zjednoczonych powstal pierwszy patent
dotyczacy produkcji kwasu cytrynowego z cukréw przy udziale
Aspergillus niger [Soccol i in., 2006]. Obecnie kwas cytrynowy jest
najwazniejszym kwasem organicznym produkowanym w procesach
mikrobiologicznych, a jego produkcja stale wzrasta ze wzgledu na
nieustannie rosnace zapotrzebowanie, szczegdlnie ze strony przemy-
stu spozywczego. Z ostatnich szacunkéw wynika, iz §wiatowa pro-
dukcja kwasu cytrynowego przekroczyta 1,7 min ton rocznie, z czego
99% wyprodukowano w procesach fermentacyjnych [Sauer i in.,
2008; Dhillon i in., 2011].

W procesach komercyjnych tradycyjnie stosowanym producentem
kwasu cytrynowego jest A. niger, jednak w ostatnich kilku dekadach
zainteresowanie badaczy skupiato si¢ takze na mozliwosci wykorzy-
stania do tego procesu drozdzy [Yalcin i in., 2010]. Przeprowadzone
badania wskazaty, iz alternatywa dla tradycyjnie wykorzystywanych
szczepOw A. niger moga by¢ drozdze z gatunku Y. lipolytica [Dhillon
i in., 2011, Wojtatowicz i in., 1991]. W poréwnaniu do stosowanych
grzybéw strzgpkowych, drozdze te zdolne sa do wykorzystania szer-
szej gamy surowcOw - zwlaszcza niekonwencjonalnych - zapewniaja
uzyskanie wyzszych parametréw produkcyjnych, wykazuja wyzsza
tolerancj¢ wobec st¢zenia cukru i nizsza wrazliwo$¢ na obecnos$¢
metali cigzkich w podlozu. Niewatpliwa zaleta biosyntezy kwasu
cytrynowego z udzialem Y. lipolytica jest zminimalizowana produk-
cja odpadéw i $ciekéw, co sprawia, iz izolacja pozadanego produktu
jest duzo tatwiejsza [Fickers i in., 2005, Kruse i in., 2004]. Ponadto,
drozdze te tworza jednokomdrkowe, dobrze zdyspergowane popula-
cje, co daje dodatkowa mozliwo$¢ zastosowania procesOw ciaglych -
zaréwno otwartych jak i zamknietych [Zarowska i in., 2004).

Celem niniejszej pracy byla ocena parametréw produkcyjnych pro-
cesu ciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z glukozy przez drozdze
Yarrowia lipolytica Wratislavia 1.31, w zaleznosci od stgzenia zrédta
azotu.

Materiaty i metody
Mikroorganizm

Przedmiotem badan byt szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia
1.31 bedacy mutantem octanowym (oct’). Szczep pochodzit z kolek-
cji wtasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwer-
sytetu Przyrodniczego we Wroctawiu i przechowywany byt na skosie
YM, w temperaturze 4°C.

Substrat

W przeprowadzonych badaniach jako zrédlo wegla i energii sto-
sowano czysta glukozg (POCh, Gliwice).

Podftoza

Podtoze inokulacyjne przygotowano z wykorzystaniem nastgpuja-
cych sktadnikéw [g/L]: glukoza — 20,0; bactopeton — 5,0; ekstrakt
drozdzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; woda destylowana — do 1L.

Podtoze wzrostowe (PW) zawierato [g/L]: glukoza — 100,0; NH,C1
— 3,0; ekstrakt drozdzowy — 1,0; MgSO, x 7H,O - 1,0; KH,PO, —
0,25; woda wodociagowa — do 1L.

Podtoze produkcyjne (PP) miato nastgpujacy skiad [g/L]: glukoza
- 200,0; NH,Cl - 2,0/4,0/6,0; ekstrakt drozdzowy — 1,0; MgSO, x
7H,0 - 1,0; KH,PO, - 0,25; woda wodociagowa — do 1L.

Przygotowane podloza sterylizowano w 121°C przez 20 minut.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono w kolbach Erlenmayera o po-
jemnosci 300 mL zawierajacych 50 mL podtoza inokulacyjnego,
zaszczepionego materiatem komérkowym pochodzacym ze skosow
YM z glukoza. Hodowle prowadzono na wstrzasarce rotacyjnej typu
CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Niemcy) przy 140
obr/min, przez 72 h w temperaturze 29,5°C.

Hodowle produkcyjne prowadzono w 5-L bioreaktorze (Biostat B
Plus, Niemcy), zawierajacym 1,5 L podloza wzrostowego (PW),
zaszczepionego 150 mL zawiesiny komdrek, namnozonych w ho-
dowlach inokulacyjnych. Podczas procesu szybko$¢ napowietrzania
wynosita 0,3 vvm, predko$¢ obrotowa mieszadta 900 obr/min,
a temperatura 29°C. W czasie trwania catego procesu pH utrzymy-
wano na poziomie 5.5, automatycznie za pomoca dodatku 30% Na-
OH. Po 24 h hodowli periodycznej w podlozu wzrostowym (PW)
rozpoczynano proces ciagly: za pomoca wykalibrowanych pomp do
bioreaktora wprowadzano §wieze podtoze produkcyjne (PP) oraz z ta
sama szybko$cia (17 mL/h) odbierano ptyn hodowlany, utrzymujac
szybkos¢ rozcienczania D = 0,01/h. Préby do oznaczen (10mL) po-
bierano z czgstotliwoscia zaznaczong na rys. 1.

Metody analityczne

Préby ptynu hodowlanego odwirowano (Centrifuge MPW-56, Pol-
ska). W uzyskanym supernatancie st¢zenie glukozy i kwasu cytryno-
wego oznaczano technika HPLC na kolumnie HyperRez XP carbohy-
drate H* (Dionex, UltiMate 3000 Series, Japonia) potaczonej z detek-
torem UV (A = 210 nm), w temperaturze 65°C, przy predkosci prze-
ptywu fazy cieklej (25 mM kwasu trifluorooctowego; TFA) przez
kolumng réwnej 0,6 mL/min. Odwirowana biomas¢ poddawano
separacji na filtrze membranowym ¢ 0,45 um (Milipore, USA)
i 0znaczano wagowo — po wysuszeniu do stalej masy w wagosuszar-
ce (RAD WAG MAC 110/NH, Polska), w temperaturze 105°C. Zawar-
tos¢ biatka w biomasie drozdzy oznaczano metoda Kjeldahla.

Wyniki i dyskusja

Zbadano wplyw steZenia zrédla azotu na proces ciaglej biosyntezy
kwasu cytrynowego z glukozy przez mutanta oct” Yarrowia lipolytica
Wratislavia 1.31. Przeprowadzono trzy 700-godzinne hodowle
w podlozach zawierajacych 2, 4 oraz 6 g/ NH,Cl, ktdérych przebieg
przedstawiono na rys. 1.

Procesy biosyntezy rozpoczynano jak hodowle okresowe, nastgp-
nie w 24 h uruchamiano pompg dozujaca swieze podtoze produkeyj-
ne (PP) do bioreaktora oraz pompg odbierajaca ptyn hodowlany
z bioreaktora. Po okoto 200 h trwania proceséw obserwowano ustabi-
lizowanie si¢ poziomu biomasy oraz kwasu cytrynowego w podto-
zach hodowlanych. Stgzenie substratu ksztaltowato si¢ na poziomie
okoto 110 g/L w hodowli z 2 g/L. NH,ClI oraz okoto 5 g/L z 4 g/L.
NH,CI, natomiast w procesie z najwyzsza dawka azotu glukoza byta
catkowicie wykorzystywana przez drozdze (Rys. 1).

W hodowlach, w ktérych stosowano dawki 2 i 4 g/L. NH,Cl stgze-
nie biomasy osiagnglo wielko$¢ odpowiednio okoto 18 oraz 26 g/L
iutrzymywato si¢ na tym poziomie do kofica trwania procesOw.
Zwigkszenie ilosci azotu w podtozu hodowlanym do 6 g/ NH,Cl
skutkowato uzyskaniem znacznie wyzszego stgzenia biomasy, ktére
osiagneto maksymalny poziom okoto 42 g/L i utrzymywalo si¢ do
500 h hodowli, po czym obserwowano jego obnizanie si¢ do okoto 35
g/L. Niemniej, w tym procesie poziom biatka w biomasie drozdzy
utrzymywat si¢ w stanie ustalonym na statym poziomie 26% (Tab. 1).
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Rys. 1 Przebieg procesu ciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z glukozy przez
mutanta octanowego Yarrowia lipolytica Wratislavia 1.31 w pozywkach
o zréznicowanym stgzeniu zrédta azotu (NH4Cl): A. 2 g/L, B. 4 g/L, C. 6g/L

Zblizong zawartoscig biatka (25%) charakteryzowata si¢ biomasa
uzyskana z procesu z najnizsza dawka azotu, natomiast w przypadku
zastosowania podtoza z 4 g/ NH,Cl zawarto$¢ biatka w biomasie
drozdzy utrzymywala si¢ na nieco wyzszym poziomie (29%).

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano, iz poziom
azotu w podiozu hodowlanym wplywat na produkcj¢ kwasu cytry-
nowego. Najwigcej cytrynianu drozdze produkowaly przy 4 g/L
NH,CI, gdzie stezenie produktu w stanie ustalonym utrzymywato si¢
na poziomie okoto 90 g/L (Rys. 1). W pozostatych wariantach stgze-
nie cytrynianu bylo znaczaco nizsze i w obu przypadkach, w stanie
ustalonym utrzymywatlo si¢ na zblizonym poziomie okoto 50 g/L.

Najwigksza wada uzycia drozdzy do produkcji kwasu cytrynowego
jest réwnoczesna produkcja izocytrynianu, poniewaz ma on mniejsza
zdolno$¢ buforujaca i chelatujaca w poréwnaniu do kwasu cytryno-
wego, a gdy zanieczyszczenie nim przekracza 5% utrudniony jest
proces krystalizacji cytrynianu [Forster i in., 2007]. Warto zwrécié
uwage, iz W prezentowanej pracy przedmiotem badan byl mutant
octanowy (oct’) drozdzy Y. lipolytica. Jak wykazano we wcze$niej-
szych badaniach, mutanty te zdolne sa do produkcji kwasu cytryno-
wego z czystoscia powyzej 95%, a ich dodatkowa zaleta jest stabil-
no$¢ w diugoterminowych procesach ciagtych [Wojtatowicz i in.,
1991; Rywinska i in., 2004].

Pod wzglegdem ekonomicznym efektywno$¢ procesu biosyntezy
ocenia si¢ gléwnie na podstawie dwdch parametréw: produktywnosci
oraz szybkosci wtasciwej produkcji. Parametry te w procesie z 4 g/L
NH,CI, osiagnegly znaczaco wyzsze warto$ci niz w pozostatych wa-
riantach i wyniosty odpowiednio 1,18 g/Lh oraz 0,045 g/gh (Tab. 1),
co jest wynikiem zadowalajacym i jednym z wyzszych, w poréwna-
niu do wcze$niej opisanych w literaturze badan, w ktérych takze
wykorzystywano glukozg jako substrat do procesu ciaglej produkc;ji
kwasu cytrynowego [Anasstassiadis i in., 2005; Rymowicz i in.,
2005]. W prezentowanej pracy wydajno$¢ produkcji kwasu cytryno-
wego obnizala si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia azotu w podiozu
i ksztaltowala si¢ w przedziale 0,26+0,51 g/g (Tab. 1).

Whnioski

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono wptyw stgZenia
azotu na efektywnosc¢ ciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z glu-
kozy. Najlepsze wyniki uzyskano w procesie z zastosowaniem podto-
za z 4 g/L NH,Cl, w ktérym, w stanie ustalonym, drozdze produko-
waly 90 g/L kwasu cytrynowego z produktywnoscia 1,18 g/Lh
i szybkos$cia wlasciwa produkeji 0,045 g/gh.

X — biomasa [g/L],
Yca — wydajnos$¢ produkcji kwasu cytrynowego
[g wytworzonego CA/g zuzytej GLC],

LITERATURA

Anasstassiadis S., Wandrey C., Rehm H. J., 2005. Continuous citric acid
fermentation by Candida oleophila under nitrogen limitation at constant
C/N ratio. World J. Microbiol. Biotechnol., 21, 697-705. DOI:
10.1007/s11274-004-3850-4

Dhillon G. S., Brar S. K., Verma M., Tyagi R. D., 2011. Recent advances in
citric acid bio-production and recovery. Food Bioproc.Technol., 4, 505-
529. DOL: 10.1007/s11947-010-0399-0

Fickers P., Benetti P.-H., Wache Y., Marty A., Mauersberger S., Smit M. S.,
Nicaud J.-M., 2005. Hydrophobic substrate utilization by the yeast Yar-
rowia lipolytica, and its potential applications. FEMS Yeast Res., S, 527-
543. DOLI: 10.1016/j.femsyr.2004.09.004

Forster A., Jacobs K., Juretzek T., Mauersberger S., Barth G., 2007. Overex-
pression of the ICL1 gene changes the product ratio of citric acid produc-
tion by Yarrowia lipolytica. Appl. Genetics Molecular Biotechnol., 77,
861-869. DOIL: 10.1007/s00253-007-1205-4

Kruse K., Forster A., Juretzek T., Mauersberger S., Barth G., 2004. Method
for the biotechnological production of citric acid by means of a geneti-
cally modified yeast Yarrowia lipolytica. World Patent Application
W02004/009828

Rymowicz W., Zarowska B., Robak M., Rywinska A., Musiat 1., 2005. Bio-
synteza kwasu cytrynowego z syropu glukozowego przez mutanta octa-
nowego Yarrowia lipolytica w warunkach zr6znicowanego pH. Inz. Ap.
Chem., 44, 90-91

Rywinska A., Rymowicz W., Zarowska B., Musiat L, 2004. Charakterystyka
stanu fizjologicznego mutantéw Yarrowia lipolytica podczas ciaglej bio-
syntezy kwasu cytrynowego z syropu glukozowego w reaktorze membra-
nowym. Acta Sci. Polon., Biotechnol., 3, 85-95

Sauer M., Porro D., Mattanovich D., Branduardi P., 2008. Microbial produc-
tion of organic acids: expanding the markets. Trends Biotechnol., 26, 100-
108. DOI: 10.1016/j.tibtech.2007.11.006

Soccol C. R., Vandenberghe L. P. S., Rodrigues C., Pandey A., 2006. New
perspectives for citric acid production and application. Food Technol.
Biotechnol., 44, 141-149

Wojtatowicz M., Rymowicz W., Kautola H., 1991. Comparison of different
strains of the yeast Yarrowia lipolytica for citric acid production from
glucose hydrol. Appl. Biochem. Biotechnol., 31, 165-174. DOL
10.1007/BF02921787

Yalcin S. K., Bozdemir M. T., Ozbas Z. Y., 2010. Citric acid production by
yeasts: fermentation conditions, process optimization and strain im-
provement [in:] Mendes-Vilas A. (Ed.) Current Research, Technology and
Education Topics in Applied Microbiology and Microbial Biotechnology,
FORMATEX, Hiszpania, 9, 1374-1382

Zarowska B., Rymowicz W., Rywifiska A., Musiat 1., 2004. Charakterystyka
procesu ciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego przez mutanty octanowe
Yarrowia lipolytica z syropu fruktozowego. Acta Sci. Polon. Biotechnol.,
3,97-108



	InzApChem_2015_nr3_53-132_OK

