
Prosimy cytować jako: Inż. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 101-102

ANITA RYWIÑSKA
WALDEMAR RYMOWICZ

Wydzia³ Nauk o ¯ywnoœci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroc³awiu, Wroc³aw

Biosynteza kwasu cytrynowego z glicerolu przez
Yarrowia lipolytica w hodowli stacjonarnej

powtórzeniowej

Wprowadzenie

Procesy biosyntezy kwasu cytrynowego (KC) z udzia³em
dro¿d¿y Yarrowia lipolytica prowadzono w wiêkszoœci w ho-
dowlach periodycznych. Wad¹ takich hodowli jest d³ugi czas
procesu, co wp³ywa na obni¿enie szybkoœci produkcji KC
i zwiêkszenie kosztu jednostkowego produktu. W porównaniu
do tradycyjnych periodycznych systemów, procesy stacjonar-
ne powtórzeniowe (RBC) s¹ bardziej efektywne. Ten system
hodowli z powodzeniem by³ wykorzystywany w wielu proce-
sach biotechnologicznych, w tym do produkcji etanolu [1]
i kwasu mlekowego [2]. Hodowle typu RBC stosowano tak¿e
do produkcji kwasu cytrynowego przez Y. lipolytica w pod-
³o¿ach zawieraj¹cych glukozê [3, 4] lub etanol [5]. Biosynteza
KC przez dro¿d¿e jest procesem znanym od kilkudziesiêciu
lat, jednak produkcja tego kwasu z czystego glicerolu lub gli-
ceryny odpadowej z produkcji biodiesla jest tematem nowym
i ma³o rozpoznanym. Wiêkszoœæ badañ z tego zakresu dotyczy
procesów prowadzonych w systemach periodycznych lub pe-
riodycznych zasilanych [6–10]. Nasze ostatnie badania wyka-
za³y, ¿e mutanty octanowe Y. lipolytica s¹ uzdolnione do nad-
produkcji du¿ych iloœci KC w hodowlach periodycznych zasi-
lanych (do 134 g dm-3) [8]. Zwiêkszenie iloœci KC oraz obni¿e-
nie kosztów jego produkcji jest mo¿liwe tak¿e poprzez zasto-
sowanie systemów pó³ci¹g³ych typu RBC.

W niniejszej pracy zbadano wp³yw iloœci wymienianego
pod³o¿a hodowlanego na dynamikê produkcji i wydajnoœæ
kwasu cytrynowego z czystego glicerolu przez Y. lipolytica
Wratislavia AWG7 w hodowli pó³ci¹g³ej typu RBC.

Materia³y i metody

W badaniach wykorzystano szczep dro¿d¿y Y. lipolytica
Wratislavia AWG7. Jest to mutant octanowy o g³adkiej mor-
fologii kolonii pochodz¹cy z kolekcji Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii ¯ywnoœci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroc³awiu. Jako Ÿród³o wêgla wykorzystano glicerol technicz-
ny (98%) z POCH, Gliwice. Pod³o¿e stosowane w hodowli
okresowej zasilanej mia³o nastêpuj¹cy sk³ad [g dm3]: glicerol
– 200 (dodawany w 3 porcjach: 90 g na pocz¹tku procesu, 90 g
po 24h i 80 g po 48h procesu), NH4Cl – 3,0, KH2PO4 – 0,2,
MgSO4 � 7H2O – 1,0, YE – 1,0 ; w hodowli stacjonarnej powtó-
rzeniowej: glicerol – 325, 260, 217, NH4Cl – 4,0, KH2PO4 –
0,2, MgSO4 � 7H2O – 1,0, YE – 1,0, woda wodoci¹gowa 1 dm3.
Po wyczerpaniu glicerolu z pod³o¿a w hodowli okresowej zasi-
lanej, odbierano z bioreaktora 30, 40 lub 50% pod³o¿a i uzu-
pe³niano odpowiedni¹ iloœci¹ pod³o¿a do objêtoœci 1,3 dm3.
Wymiany poszczególnych objêtoœci pod³o¿a prowadzono

4-krotnie. Hodowle stacjonarne powtórzeniowe prowadzono
w 3,5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III (New Bruns-
wick, USA). Kwas cytrynowy, glicerol, erytrytol i mannitol
oznaczano technik¹ HPLC, kwas izocytrynowy oznaczano
metod¹ enzymatyczn¹, bia³ko metod¹ biuretow¹, biomasê
metod¹ wagow¹; metody opisano we wczeœniejszych publika-
cjach [7, 8, 11].

Omówienie wyników

Proces biosyntezy KC z glicerolu przez szczep Wratislavia
AWG7 prowadzono w hodowli typu RBC, któr¹ rozpoczêto
z chwil¹ wyczerpania glicerolu z pod³o¿a w hodowli okresowej
zasilanej w 120 h procesu. Przeprowadzono 12 cykli hodowla-
nych, ró¿ni¹cych siê iloœci¹ wymienianego pod³o¿a, w zakre-
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Rys. 1. Przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicero-
lu w hodowli stacjonarnej powtórzeniowej przez Y. lipolytica

Wratislavia AWG7: Iloœæ wymienianego pod³o¿a: a) 30%; b) 40%;
c) 50%. Warunki hodowli: temp. 30°C, pH 5,5, szybkoœæ mieszania

800 rpm, szybkoœæ napowietrzania 0,2 vvm

a)

b)

c)
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sie od 30 do 50%. Przebieg d³ugoterminowej hodowli RBC
(oko³o 770 h) przedstawiono na rys. 1. Œrednie stê¿enie KC
i biomasy zale¿a³o od iloœci wymienianego pod³o¿a. Jak obra-
zuje tablica 1, obni¿enie iloœci odbieranego pod³o¿a z 50 do
30% spowodowa³o wzrost stê¿enia kwasu w p³ynie pohodow-
lanym z 150 do 190 g dm-3 oraz wzrost wydajnoœci kwasu cy-
trynowego (YKC) z 0,6 do 0,68 g g-1 i obni¿enie stê¿enia bioma-
sy z 16,8 do 11,6 g dm-3. Zawartoœæ bia³ka w biomasie dro¿d¿y
na koñcu ka¿dego cyklu hodowlanego by³a podobna i wyno-
si³a od 32 do 35%. W badanym zakresie wymiany pod³o¿a, ob-
jêtoœciowa szybkoœæ produkcji kwasu cytrynowego (QKC) by³a
podobna i wynosi³a od 0,76 (40% wymiany zbiornika) do 0,81
g dm-3 h-1 (30% wymiany zbiornika). W trakcie biosyntezy KC
w pod³o¿u z glicerolem, badany szczep Wratislavia AWG7
produkowa³ produkty uboczne takie jak kwas izocytrynowy
(1,3–2,1 g dm-3), erytrytol (9,3–14,2 g dm-3) i mannitol
(2,4–6,5 g dm-3).

Dyskusja

W ostatnich latach przedmiotem nielicznych studiów na-
ukowych by³y procesy biosyntezy KC z glicerolu czystego i od-
padowego przez dro¿d¿e Y. lipolytica. Stê¿enie koñcowe kwa-
su w hodowli zale¿a³o od u¿ytego szczepu dro¿d¿y oraz zasto-
sowanego systemu hodowlanego. W hodowlach wstrz¹sarko-
wych stê¿enie KC kszta³towa³o siê w zakresie od 11 do 45 g
dm-3 [10, 11, 13]. W hodowlach okresowych w bioreaktorze
dro¿d¿e Y. lipolytica produkowa³y z glicerolu od 75,7 do 124,5
g dm-3 KC [7]. Bardziej efektywnym systemem hodowlanym
by³y hodowle periodyczne zasilane, w których stê¿enie kwasu
wynosi³o od 86,8 do 139 g dm-3 [8]. Nasze wczeœniejsze bada-
nia wykaza³y, ¿e szczep Wratislavia AWG7 produkowa³ w ho-
dowli wstrz¹sanej oraz okresowej i okresowej zasilanej pro-
wadzonych w bioreaktorze, odpowiednio: 10,6, 88,1 i 139 g
dm-3 [11, 7, 8]. Zastosowana w niniejszej pracy hodowla
pó³ci¹g³a (RBC) pozwoli³a na intensyfikacjê procesu i wzrost
stê¿enia kwasu do 190 g dm-3, kiedy odbierano 30% objêtoœci
roboczej zbiornika i dodawano tak¹ sam¹ objêtoœæ œwie¿ej
po¿ywki zawieraj¹cej glicerynê i pierwiastki biogenne takie
jak N i P. Taki sposób hodowli zapewnia³ utrzymanie dobrej
¿ywotnoœci dro¿d¿y, które zawiera³y od 32 do 35% bia³ka.
Dro¿d¿e Y. lipolytica u¿yte w procesie ci¹g³ym w chemostacie
i w reaktorze membranowym zawiera³y od 16,5 do 25,9%

bia³ka [13]. Arzumanow i wsp. [5] w hodowli typu RBC na
etanolu, w zoptymalizowanych warunkach hodowlanych uzy-
skali 105,4 g dm-3 KC z wydajnoœci¹ 0,88 g g-1. W procesie
RBC na glukozie z komórkami unieruchomionymi w alginia-
nie wapnia, stê¿enie KC by³o znacznie ni¿sze i wynosi³o 39
g dm3 [14]. U¿yty w niniejszej pracy szczep Wratislavia
AWG7, w warunkach limitacji azotowej, wytwarza³ pewne
iloœci alkoholi cukrowych, pe³ni¹cych rolê osmoregulatorów.
Stê¿enie erytrytolu i mannitolu wynosi³o odpowiednio; 14,2 i
6,5 g dm-3. Wed³ug McKay i wsp. [15], szczep Y. lipolytica
IMK 2 produkowa³ do 40 mM (oko³o 7 g dm3) mannitolu
w procesie biosyntezy KC na glukozie. Szczep Y. lipolytica
Wratislavia K1 w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu produkowa³ wy¿sze iloœci erytrytolu, w zakresie od
40,2 do 46,9 g dm-3 [8].
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Tablica 1
Wp³yw iloœci wymienianego pod³o¿a na produkcjê kwasu cytrynowego, biomasy, produktów ubocznych, szybkoœæ produkcji (QKC)

i wydajnoœæ kwasu cytrynowego (YCA) przez Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli periodycznej powtórzeniowej

Wymiana
pod³o¿a

[%]

Biomasa

[g dm-3]

Kwas cytrynowy

[g dm-3]

Erytrytol

[g dm-3]

Mannitol

[g dm-3]

Kwas

izocytrynowy

[g dm-3]

QKC

[g dm-3 h-1]

YCA

[g g-1]

30

40

50

11,6

13,1

16,8

190

180

150

9,3

14,2

11,5

6,5

2,6

2,4

1,5

1,3

2,1

0,81

0,76

0,80

0,68

0,62

0,60

Wartoœci œrednie z czterech powtórzeñ ka¿dej wymiany pod³o¿a.
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