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Ci¹g³a biosyntezy kwasu cytrynowego przez Yarrowia
lipolytica w warunkach limitacji wzrostu siark¹

Wstêp

Dotychczasowe badania zmierzaj¹ce do doskonalenia pro-
cesu produkcji kwasu cytrynowego (KC) z udzia³em dro¿d¿y
Yarrowia lipolytica obejmowa³y takie kierunki jak: poszuki-
wanie nowych odnawialnych Ÿróde³ wêgla, optymalizacja
sk³adu pod³o¿a produkcyjnego i warunków hodowlanych oraz
wykorzystanie mutantów Y. lipolytica o podwy¿szonej aktyw-
noœci kwasotwórczej [1–3]. W ostatnich latach szczególnym
zainteresowaniem badaczy by³o zastosowanie procesów ci¹-
g³ych do biosyntezy tego kwasu [4, 5]. Dro¿d¿e jako jednoko-
mórkowe populacje mog¹ byæ z powodzeniem wykorzystywa-
ne w procesach ci¹g³ych prowadzonych w systemach otwar-
tych (chemostat) lub zamkniêtych (reaktory membranowe lub
z unieruchomionymi komórkami) [2, 6]. Tego typu hodowle
pozwalaj¹ na znaczne obni¿enie kosztów technologicznych
przy jednoczesnym zwiêkszeniu potencja³u metabolicznego
komórek. Jednak oprócz wielu zalet procesy ci¹g³e maj¹ rów-
nie¿ wady, do których nale¿y zaliczyæ problemy z utrzyma-
niem czystoœci mikrobiologicznej, szybkoœci biosyntezy KC
oraz stabilnoœci genetycznej i fenotypowej u¿ytego szczepu
produkcyjnego.

Celem pracy by³a ocena efektywnoœci i stabilnoœci ci¹g³ej
biosyntezy kwasu cytrynowego z glukozy przez Y. lipolytica
Wratislavia 1.31 w chemostacie, w warunkach limitacji wzro-
stu dro¿d¿y siark¹.

Materia³ i metody badañ

W badaniach wykorzystano szczep Y. lipolytica Wratislvia
1.31, który pochodzi³ z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mi-
krobiologii ¯ywnoœci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc-
³awiu. W eksperymentach wykorzystywano pod³o¿e inokula-
cyjne i pe³ne (wzrostowe) wed³ug Rywiñskiej i wsp. [7]. W pro-
cesie ci¹g³ym stosowano pod³o¿e produkcyjne (P1 i P2)
o sk³adzie: glukoza 100–130 g, YE 1 g, NH4Cl 8,6 g, KH2PO4 3
g, ZnSO4 � 7H2O 2,5 mg, FeSO4 � 7H2O 2 mg, MnSO4 � H2O
1 mg, CuSO4 � 5H2O 0,1 mg, 200 ìg tiaminy w 1 dm3 wody de-
stylowanej. W pod³o¿u P1 i P2 stê¿enie MgSO4 � 7H2O wyno-
si³o odpowiednio 0,1 i 0,15 g dm-3. Hodowle inokulacyjne
i w pod³o¿u wzrostowym prowadzono zgodnie z metodyk¹
wed³ug Rywiñskiej i wsp. [7]. Hodowle ci¹g³e prowadzono
w 3,5-litrowym bioreaktorze typu Bioflo III (New Brunswick,
USA), przy objêtoœci roboczej 1 dm3 w temperaturze 30°C,
przy szybkoœci mieszania 500 rpm, szybkoœci napowietrzania
0,2 vvm i pH 5.5. Liczbê komórek p¹czkuj¹cych, martwych,
objêtoœæ komórek, morfologiê kolonii oraz stabilnoœæ mutacji
oct- oceniano analogicznie jak w pracy Rywiñskiej i wsp. [6].
Stê¿enie kwasu cytrynowego (KC) i glukozy oznaczano me-
tod¹ HPLC [3], biomasê metod¹ wagow¹. Stê¿enie C, H, N, S

i P w biomasie dro¿d¿y oraz stê¿enie jonów SO4
2-, PO4

3-

i NH4
+ w pod³o¿u oznaczano wed³ug procedury opisanej

w pracy Rywiñskiej i wsp. [7].

Omówienie wyników i dyskusja

Proces ci¹g³ej biosyntezy KC z glukozy przez szczep Y. li-
polytica Wratislavia 1.31, prowadzono w warunkach deficytu
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Rys. 1. Poziom biomasy (Ä), kwasu cytrynowego (�), kwasu izocy-
trynowego(�), glukozy (�) – (a) oraz stê¿enie jonów siarczanowe-
go SO4

2-, fosforanowego PO4
3- i amonowgo NH4

+ w pod³o¿u – (b)
podczas hodowli ci¹g³ej szczepu Y. lipolytica Wratislavia 1.31

w warunkach deficytu siarki. Szybkoœæ rozcieñczania D = 0,02 h-1

Tablica 1
Sk³ad pierwiastkowy biomasy dro¿d¿y Y. lipolytica Wratislavia

1.31 podczas ci¹g³ej biosyntezy KC w warunkach chemostatu
limitowanego siark¹

Czas

[h]
Pod³o¿e

Stê¿enie (% ss)

C H N P S

42

P1

43,60 7,27 5,66 1,52 0,04

86 44,63 7,47 5,45 2,19 0,03

203* 45,51 7,33 5,36 1,89 0,06

348 45,25 6,92 5,58 2,05 0,05

420

P2

44,70 7,01 5,72 1,80 0,05

515* 44,34 6,70 5,28 1,53 0,05

563* 44,83 7,05 5,35 1,45 0,05

Pe³ne pod³o¿e wzrostowe

(C : N : P : S � 10 : 1 : 0,2 : 0,1)
47,14 6,90 7,28 2,08 0,25

* stan ustalony

a)

b)
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siarki na poziomie 0,1 (pod³o¿e P1) i 0,15 g dm-3 MgSO4 � 7H2O
(pod³o¿e P2). Jak obrazuje rys. 1a, stan ustalony utrzyma³ siê
przez niespe³na dwie wymiany zbiornika, pomiêdzy 110 a 200
h hodowli. W tych warunkach badany szczep produkowa³ 32
g dm-3 KC z wydajnoœci¹ 0,46 g g-1. W p³ynie pohodowlanym
stê¿enie biomasy i niewykorzystanej glukozy wynosi³y odpo-
wiednio, 10,5 i 27 g dm-3. W kolejnych godzinach hodowli
ci¹g³ej stê¿enie KC obni¿a³o siê do 18 g dm-3 w 320 h procesu.
Zwiêkszenie stê¿enia Ÿród³a siarki w pod³o¿u zasilaj¹cym
chemostat (pod³o¿e P2) w 370 h procesu, spowodowa³o nie-
znaczny wzrost iloœci KC do 21 g dm-3. Jak obrazuje rys. 1b,
od 200 h procesu, wzrost dro¿d¿y przebiega³ przy ca³kowitym
wyczerpaniu jonów SO4

-2 z pod³o¿a, co zbiega³o siê z obni¿-
aniem produkcji KC. W hodowli zasilanej pod³o¿em P2, zaob-
serwowano tak¿e wyczerpanie jonów PO4

-3, co by³o skorelo-
wane z prawie dwukrotnym przyrostem biomasy dro¿d¿y
w tych warunkach. W sk³adzie pierwiastkowym biomasy po-
chodz¹cej z tej hodowli, widoczny by³ nie tylko niski poziom
siarki (0,05%), ale równie¿ nieco obni¿ony poziom azotu
(5,3–5,7%) i fosforu (1,4–1,8%), co oznacza³o g³êbsz¹ reorgani-
zacjê sk³adników biomasy i mog³o byæ przyczyn¹ niestabilno-
œci tego procesu (Tabl. 1). Iloœæ komórek p¹czkuj¹cych zale-
¿a³a od stê¿enia siarki w pod³o¿u zasilaj¹cym chemostat i wy-
nosi³a od 7 do 12%, odpowiednio dla pod³o¿a P1 i P2. Zastoso-
wany system hodowlany zapewnia³ tak¿e dobr¹ ¿ywotnoœæ
komórek. Iloœæ komórek martwych nie przekracza³a 2%
(Tabl. 2). Wed³ug innych autorów, w hodowlach trwaj¹cych
powy¿ej 500 h, ¿ywotnoœæ dro¿d¿y obni¿a³a siê nawet o 25%
[8–10]. W posiewach na agarze YlM, nietypowe g³adkie kolo-
nie u¿ytego w niniejszej pracy szczepu Wratislavia 1.31 poja-
wia³y siê sporadycznie, a ich iloœæ nie przekracza³a 4%
(Tabl. 2). Œrednia objêtoœæ komórek wynosi³a od 18 do 33,62
�m3, przy czym populacja dro¿d¿y stawa³a siê bardzo niejed-
norodna pod wzglêdem wielkoœci w momencie, gdy komórki
traci³y wysok¹ aktywnoœæ kwasotwórcz¹, a przeciêtna objê-
toœæ komórek matecznych ros³a (Tabl. 2). Podobne zmiany
wielkoœci komórek tego samego szczepu zaobserwowano
w procesie pó³ci¹g³ej biosyntezy KC w hodowli typu repea-
ted-batch [7]. Ocena stanu fizjologicznego mutantów octano-
wych Y. lipolytica, wykorzystywanych w procesie ci¹g³ej bio-

syntezy KC w reaktorze mem-
branowym, potwierdza tezê, ¿e
komórki o najmniejszej objêtoœci
decyduj¹ o dobrej efektywnoœci
i stabilnoœci procesu biosyntezy
tego kwasu [6]. Wed³ug Bubbico
i wsp. [8] zmiana wielkoœci
i kszta³tu komórek Y. lipolytica,
z pocz¹tkowo owalnych do
znacznie wyd³u¿onych mia³a
niekorzystny wp³yw na przebieg
ci¹g³ej biosyntezy KC. W innych
badaniach Klasson i wsp. [2] po-
kazuj¹, ¿e dziki szczep dro¿d¿y
S. lipolytica NRRL Y 7576, od-
znacza³ siê dobr¹ stabilnoœci¹
w ponad 1000 h procesie ci¹g-
³ym w chemostacie, co wskazuje,
¿e na zmiany degeneracyjne bar-
dziej nara¿one s¹ mutanty
i szczepy genetycznie zmodyfiko-
wane. Szczep Wratislavia 1.31,

dobrze zachowywa³ wyjœciow¹ mutacjê oct- w d³ugotermino-
wym procesie ci¹g³ym. Nie obserwowano przyrostu oct+ re-
wertantów; czêstoœæ rewersji pozostawa³a na sta³ym i ekstre-
malnie niskim poziomie, 10-8 osobników (Tabl. 2). Wynik ten
wskazuje, ¿e rewersja mutacji oct- by³a rzadsza ni¿ czêstoœæ
mutacji spontanicznych (10-5–10-7) w populacjach drobno-
ustrojów [11]. Technologicznym potwierdzeniem stabilnoœci
mutacji oct- w badanym szczepie by³a sta³a i niska uboczna
produkcja kwasu izocytrynowego (oko³o 2 g dm-3), warunko-
wana przez tê mutacjê.

Reasumuj¹c, nale¿y stwierdziæ, ¿e w procesie ci¹g³ej bio-
syntezy KC z glukozy przez szczep Y. lipolytica Wratislavia
1.31, prowadzonym w warunkach chemostatu i limitacji
wzrostu dro¿d¿y siark¹, stê¿enie KC na poziomie 32 g dm-3

utrzymywa³o siê tylko do 200 h hodowli, po czym nastêpowa³o
szybkie obni¿anie aktywnoœci kwasotwórczej dro¿d¿y. Pod-
czas d³ugoterminowego procesu, wykazano dobry stan fizjolo-
giczny populacji (wysoki udzia³ komórek p¹czkuj¹cych i niski
komórek martwych). Za³amanie biosyntezy KC wi¹za³o siê
z ca³kowitym wyczerpaniem egzogennego jonu SO4

-2. W ta-
kich warunkach dro¿d¿e s³abiej wykorzystywa³y dostêpne
Ÿród³o azotu i fosforu, co mog³o byæ bezpoœredni¹ przyczyn¹
niestabilnoœci tego procesu.
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Tablica 2
Stan fizjologiczny populacji dro¿d¿y Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w warunkach chemostatu

limitowanego siark¹

Czas
[h]

Parametr

Pod³o¿e
Komórki

p¹czkuj¹ce,
[%]

Komórki
martwe,

[%]

Komórki tworz¹ce
g³adkie kolonie,

[%]

Objêtoœæ komórek Czêstoœæ
rewersji

[jtk mL-1]
Min – max,

[!m3]
Œrednia,

[ìm3]

40

P1

8,5 1,7 0 – – –

80 6,5 1,9 0 – – –

110 7,1 1,6 0 4,65–55,05 21,03 –

178 6,8 1,5 0 3,32–40,65 18,03 –

226 8,8 1,6 0 3,39–47,14 19,08 –

274 7,5 1,8 0 3,11–47,14 22,01 –

348 8,0 1,9 2,2 4,73–222,97 29,77 < 4,35 � 10–8

444

P2

9,0 1,4 2,2 2,94–81,26 23,41 –

510 10,0 1,3 3,6 – – –

563 12,5 1,2 2,0 9,4–72,52 33,62 –

610 10,0 1,5 1,8 – – <2,38 � 10–8
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