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Biosynteza kwasu cytrynowego z glicerolu przez
Yarrowia lipolytica w hodowli stacjonarne;
powtorzeniowej

Wprowadzenie

Procesy biosyntezy kwasu cytrynowego (KC) z udziatem
drozdzy Yarrowia lipolytica prowadzono w wiekszo$ci w ho-
dowlach periodycznych. Wada takich hodowli jest dlugi czas
procesu, co wplywa na obnizenie szybkosci produkcji KC
i zwiekszenie kosztu jednostkowego produktu. W poréwnaniu
do tradycyjnych periodycznych systeméw, procesy stacjonar-
ne powtérzeniowe (RBC) sa bardziej efektywne. Ten system
hodowli z powodzeniem byt wykorzystywany w wielu proce-
sach biotechnologicznych, w tym do produkcji etanolu [1]
1 kwasu mlekowego [2]. Hodowle typu RBC stosowano takze
do produkeji kwasu cytrynowego przez Y. lipolytica w pod-
lozach zawierajacych glukoze [3, 4] lub etanol [5]. Biosynteza
KC przez drozdze jest procesem znanym od kilkudziesieciu
lat, jednak produkcja tego kwasu z czystego glicerolu lub gli-
ceryny odpadowej z produkcji biodiesla jest tematem nowym
1 malo rozpoznanym. Wigkszoé¢ badan z tego zakresu dotyczy
proceséw prowadzonych w systemach periodycznych lub pe-
riodycznych zasilanych [6—10]. Nasze ostatnie badania wyka-
zaly, ze mutanty octanowe Y. lipolytica sa uzdolnione do nad-
produkeji duzych iloéci KC w hodowlach periodycznych zasi-
lanych (do 134 g dm™) [8]. Zwiekszenie iloéci KC oraz obnize-
nie kosztéw jego produkeji jest mozliwe takze poprzez zasto-
sowanie systeméw poéleiggltych typu RBC.

W niniejszej pracy zbadano wplyw ilo$ci wymienianego
podioza hodowlanego na dynamike produkcji 1 wydajnos$é
kwasu cytrynowego z czystego glicerolu przez Y. lipolytica
Wratislavia AWG7 w hodowli pétciggtej typu RBC.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano szczep drozdzy Y. lipolytica
Wratislavia AWGT7. Jest to mutant octanowy o gtadkiej mor-
fologii kolonii pochodzacy z kolekcji Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Jako zrédlo wegla wykorzystano glicerol technicz-
ny (98%) z POCH, Gliwice. Podloze stosowane w hodowli
okresowej zasilanej mialo nastepujacy sklad [g dm?]: glicerol
— 200 (dodawany w 3 porcjach: 90 g na poczatku procesu, 90 g
po 24h i 80 g po 48h procesu), NH,Cl — 3,0, KH,PO, — 0,2,
MgSO, - 7TH,0 — 1,0, YE — 1,0 ; w hodowli stacjonarnej powto-
rzeniowej: glicerol — 325, 260, 217, NH,CI - 4,0, KH,PO, —
0,2, MgS0, - 7TH,0 — 1,0, YE — 1,0, woda wodociagowa 1 dm?®.
Po wyczerpaniu glicerolu z podtoza w hodowli okresowej zasi-
lanej, odbierano z bioreaktora 30, 40 lub 50% podtoza 1 uzu-
pelniano odpowiednig iloécia podloza do objetosci 1,3 dm?®.
Wymiany poszczegdlnych objetosci podiloza prowadzono

4-krotnie. Hodowle stacjonarne powtdérzeniowe prowadzono
w 3,5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III (New Bruns-
wick, USA). Kwas cytrynowy, glicerol, erytrytol 1 mannitol
oznaczano technika HPLC, kwas izocytrynowy oznaczano
metoda enzymatyczna, bialko metoda biuretowa, biomase
metoda wagowa; metody opisano we wczes$niejszych publika-
cjach [7, 8, 11].

Omoéwienie wynikow

Proces biosyntezy KC z glicerolu przez szczep Wratislavia
AWG7 prowadzono w hodowli typu RBC, ktéra rozpoczeto
z chwila wyczerpania glicerolu z podtoza w hodowli okresowej
zasilanej w 120 h procesu. Przeprowadzono 12 cykli hodowla-
nych, rézniacych sie iloScia wymienianego podtoza, w zakre-
250 . 50

Hodowla

i
i
200 + periodyczna i
zasilana !
i
i
i

b 40

150 T30

T 20

Biomasa (g dm %)

- 10

Kwas cytrynowy, glicerol
(gdm?)

-0

Biomasa (g dm %)

Kwas cytrynowy, glicerol
(gdm?)

b)

Kwas cytrynowy,
glicerol
(gdm=)

Biomasa (g dm )

760 810 860 910 960 1010 1060

c) Czas hodowii (h)

—A&— Kwas cytrynowy —#—Glicerol —O— Biomasa

Rys. 1. Przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicero-

lu w hodowli stacjonarnej powtorzeniowej przez Y. lipolytica

Wratislavia AWG7: Ilo§¢ wymienianego podloza: a) 30%; b) 40%;

c) 50%. Warunki hodowli: temp. 30°C, pH 5,5, szybko§¢ mieszania
800 rpm, szybko$¢ napowietrzania 0,2 vvim
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Tablica 1

Wplyw ilo$ci wymienianego podloza na produkcje kwasu cytrynowego, biomasy, produktéow ubocznych, szybko$é produkcji (@)
i wydajno$é kwasu cytrynowego (Y.,) przez Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli periodycznej powtérzeniowej

VZiglll:;;a Biomasa Kwas cytrynowy Erytrytol Mannitol izociiv;rjowy Qxkc Yea
%] [g dm™] [g dm™] [g dm?] [g dm?] ¢ dm] [gdm®h] leg’]
g dm
30 11,6 190 9,3 6,5 1,5 0,81 0,68
40 13,1 180 14,2 2,6 1,3 0,76 0,62
50 16,8 150 11,5 2,4 2,1 0,80 0,60

Wartosci §rednie z czterech powtérzen kazdej wymiany podtoza.

sie od 30 do 50%. Przebieg dlugoterminowej hodowli RBC
(okoto 770 h) przedstawiono na rys. 1. Srednie stezenie KC
i biomasy zalezalo od iloéci wymienianego podloza. Jak obra-
zuje tablica 1, obnizenie iloéci odbieranego podioza z 50 do
30% spowodowalo wzrost stezenia kwasu w ptynie pohodow-
lanym z 150 do 190 g dm™ oraz wzrost wydajnosci kwasu cy-
trynowego (Yxo) z 0,6 do 0,68 g g™ i obnizenie stezenia bioma-
sy z 16,8 do 11,6 g dm™. Zawartoéé biatka w biomasie drozdzy
na koncu kazdego cyklu hodowlanego byta podobna i wyno-
sita od 32 do 35%. W badanym zakresie wymiany podtoza, ob-
jetosciowa szybkosé produkeji kwasu cytrynowego (Qxc) byla
podobna 1 wynosita od 0,76 (40% wymiany zbiornika) do 0,81
g dm?h™ (30% wymiany zbiornika). W trakcie biosyntezy KC
w podlozu z glicerolem, badany szczep Wratislavia AWGT7
produkowal produkty uboczne takie jak kwas izocytrynowy
(1,3-2,1 g dm™), erytrytol (9,3-14,2 g dm™) i mannitol
(2,4-6,5 g dm™).

Dyskusja

W ostatnich latach przedmiotem nielicznych studiéw na-
ukowych byty procesy biosyntezy KC z glicerolu czystego 1 od-
padowego przez drozdze Y. lipolytica. Stezenie koncowe kwa-
su w hodowli zalezato od uzytego szczepu drozdzy oraz zasto-
sowanego systemu hodowlanego. W hodowlach wstrzasarko-
wych stezenie KC ksztaltowalo sie w zakresie od 11 do 45 g
dm™ [10, 11, 13]. W hodowlach okresowych w bioreaktorze
drozdze Y. lipolytica produkowaly z glicerolu od 75,7 do 124,5
g dm™® KC [7]. Bardziej efektywnym systemem hodowlanym
byly hodowle periodyczne zasilane, w ktorych stezenie kwasu
wynosilo od 86,8 do 139 g dm™ [8]. Nasze wczeéniejsze bada-
nia wykazaly, ze szczep Wratislavia AWG7 produkowat w ho-
dowli wstrzasanej oraz okresowej i okresowej zasilanej pro-
wadzonych w bioreaktorze, odpowiednio: 10,6, 88,1 1 139 g
dm? [11, 7, 8]. Zastosowana w niniejszej pracy hodowla
potciagta (RBC) pozwolita na intensyfikacje procesu 1 wzrost
stezenia kwasu do 190 g dm™, kiedy odbierano 30% objetoéci
roboczej zbiornika i1 dodawano taka sama objeto$¢ Swiezej
pozywki zawierajacej gliceryne 1 pierwiastki biogenne takie
jak N i P. Taki sposéb hodowli zapewnial utrzymanie dobrej
zywotnoéci drozdzy, ktére zawieraly od 32 do 35% bialka.
Drozdze Y. lipolytica uzyte w procesie ciaglym w chemostacie
i w reaktorze membranowym zawieraly od 16,5 do 25,9%

biatka [13]. Arzumanow i wsp. [5] w hodowli typu RBC na
etanolu, w zoptymalizowanych warunkach hodowlanych uzy-
skali 105,4 g dm™® KC z wydajnoécia, 0,88 g g''. W procesie
RBC na glukozie z komérkami unieruchomionymi w alginia-
nie wapnia, stezenie KC bylo znacznie nizsze i wynosito 39
g dm® [14]. Uzyty w niniejszej pracy szczep Wratislavia
AWG7, w warunkach limitacji azotowej, wytwarzal pewne
iloéci alkoholi cukrowych, pelniacych role osmoregulatorow.
Stezenie erytrytolu i mannitolu wynosito odpowiednio; 14,2 1
6,5 g dm™®. Wedlug McKay i wsp. [15], szczep Y. lipolytica
IMK 2 produkowal do 40 mM (okolo 7 g dm®) mannitolu
w procesie biosyntezy KC na glukozie. Szczep Y. lipolytica
Wratislavia K1 w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu produkowal wyzsze ilosci erytrytolu, w zakresie od
40,2 do 46,9 g dm™ [8].
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