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Produkcja lipaz i kwasu cytrynowego z glicerolu
odpadowego przez drozdze Yarrowia lipolytica

Wstep

Ze wzgledu na niezwykle wtasciwoéci, drozdze Yarrowia li-
polytica wykorzystywane sa w wielu dziedzinach biotechnolo-
gii [1, 2]. Jednak ich praktyczne wykorzystanie obejmuje
produkcje lipaz, ktore dzieki swojej roznorodnosci oraz stabil-
nosci (pH, temperatura, podloza organiczne) sa szeroko stoso-
wane w roéznych gateziach przemystu, miedzy innymi w prze-
myséle chemicznym, kosmetycznym i spozywezym [3].

Dynamiczny rozwdj przemystu dostarcza duzych iloéci od-
padéw oraz produktéw ubocznych, z zagospodarowaniem kto-
rych wiaze sie wiele probleméw gospodarczo-ekologicznych.
Rozpoznanie zdolnoéci enzymatycznych drozdzy podczas bio-
syntezy kwasu cytrynowego (KC) moze przyczynié sie do po-
szerzenia gamy substratow stosowanych w tym procesie.

Celem niniejszej pracy bylta ocena aktywnosci lipolitycznej
szczepu Y. lipolytica Wratislavia 1.31 podczas biosyntezy KC
z surowcoéw odpadowych pochodzacych z produkeji biodiesla.

Materialy i metody

Mikroorganizm. Szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia
1.31 pochodzacy z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobio-
logii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Podloza. Podloze inokulacyjne: podltoze YM z glicerolem.
Podloze produkcyjne GO (g/L): glicerol odpadowy — 233,
NH,CI - 3, MgS0O,-7H,0 — 1, KH,PO, — 0,2, ekstrakt droz-
dzowy — 1, woda wodociagowa. Podloze produkcyjne GO+F
[g/L1]: glicerol odpadowy — 227, frakcja glicerynowa — 20, pozo-
stale sktadniki jak w podlozu GO. Surowce odpadowe pocho-
dzity z produkcji biodiesla: glicerol odpadowy (SG BODDINS
GmbH, Niemcy) oraz frakcja glicerynowa zawierajaca 240 g/L
glicerolu oraz okoto 680 g/L. kwaséw thuszczowych.

Warunki prowadzenia hodowli. Hodowle inokulacyjne
oraz produkcyjne w systemie fed-batch prowadzono zgodnie
z metodyka wedtug Rywiriskiej 1 wsp. [4].

Metody analityczne. Kwasu cytrynowy (KC), glicerol
(Gly), kwas izocytrynowy (KIC) oznaczano wedtug Rywinskiej
1 wsp. [4]. Biomase 1 tluszcz resztkowy oznaczano metoda wa-
gowa za Musial 1 wsp. [5]. Aktywno§¢ lipolityczna zewnatrz-
(U, 1 wewnatrzkomoérkows, (Uy), wobec substratow: oliwy
z oliwek (Uyp, Uyy) oraz (w wybranych prébach) wobec synte-
tycznego trimaslanu glicerolu — tributyryny (U, oznaczano
wg metodyki opisanej w pracy Rywiriskiej 1 wsp. [6]. Reakcje
enzymatyczna wobec syntetycznego maslanu p-nitrofenolu
(Uynpp) Przeprowadzono zgodnie z procedura dla EALL-Sig-
ma [7]. Bialko oznaczano metoda Lowry‘ego.

Omowienie i dyskusja wynikow

Produkcje KC w podlozu GO 1 GO+F prowadzono do wy-
czerpania substratow w podtozu. W podtozu GO stezenie bio-
masy wynositlo 20 g/L, KC 122 g/L,, a ubocznie tworzonego
KIC 6,2 g/Li (Tabl. 1). W procesie prowadzonym w podlozu
GO+F drozdze od poczatku wykorzystywaty glicerol i w nie-
wielkim stopniu kwasy ttuszczowe (Rys. 1).
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Rys. 1. Przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego przez
szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w hodowli fed-batch
w podlozu z glicerolem odpadowym i frakcja glicerynowa

Koncowe stezenie KC w hodowli z GO+F wynosilo
123,5 g/L. Wydajnos$é KC (Yxc) w obu hodowlach byta podob-
na, 1 wynosita okoto 0,62 g/g (Tabl. 1). Uzyskane w niniejsze]j
pracy wartoéci tego parametru sa wyzsze od podawanych
w literaturze, 0,42-0,56 g/g, dla proces6w biosyntezy KC
z glicerolu przez rézne szczepy drozdzy [8, 9].

Tablica 1

Charakterystyka procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glice-
rolu odpadowego (GO) oraz glicerolu odpadowego z dodatkiem
frakcji glicerynowej (GO+F) przez Y. lipolytica Wratislavia 1.31

.| Czas | Biomasa Kwas ) Kwas Ykc | Qxc
Podtoze W X oL cytrynowy | izocytrynowy / 1k
[h] [g/L]) [g/L] [g/L] [e/g] | [g/Lh]

GO 120 20 122 6,2 0,61 1,02
GO+F | 453 6 123,56 2,13 0,62 | 0,27

Wzrost aktywnosci lipaz, oznaczanych wobec oliwy z oli-
wek, do wartoéci 1 UyymL' i 0,264 Uynmg™ obserwowano
w hodowli GO po drugim zasileniu podloza glicerolem
(Rys. 2). Wewnatrzkomérkowa aktywno$é witasciwa lipaz
utrzymywata sie przez caly czas procesu na podobnym pozio-
mie, okolo 0,025 Uy mg™.
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kukurydzianego). Zewnatrzkomorko-
wa aktywno$§¢ wtasciwa w hodowli
GO réwniez byla wysoka (1,23
Uypmg™?) (Tabl. 2). Dla poréwnania
Corzo 1 Revah [11] uzyskali w swoich
badaniach wartoéci od 1,1 U mg™ dla
oleju sojowego, do 3,9 U mg™ dla glu-
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Rys. 2. Biosynteza zewnatrzkomoérkowych, UzomL?! (Q), Uzomg!

wych Uyomg™! (A) lipaz przez szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w hodowli (GO) i z glicero-
lem odpadowym z dodatkiem frakcji glicerynowej (GO+F)

‘ \ 0 wynositla 2,8 10" UgynppmL*
(Tabl. 2).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi,
ze glicerol odpadowy i glicerol odpa-
dowy z dodatkiem frakcji gliceryno-
wej mial istotny wplyw na biosynteze
kwasu KC jak i lipaz. Wykazano, ze
w podlozu z GO szczep Wratislavia
1.31 produkuje lipazy o wyzszej prefe-
rencji do hydrolizy wigzan estrowych

(M) i wewnatrzkomoérko-

Tablica 2

Aktywnos¢ zewnatrzkomérkowych lipaz oznaczana wobec: tworzonych przez krétko tancuchowy
Podloze Maslanu p-nitrofenolu Trimaslanu glicerolu Oliwy z oliwek kwas ma§lowy f)becny w tributrynie
Uspnpn Lt | U -mg | Uypp - mLt Upr- mg" Ugo- L' Uso-mg'! 1 masla’nle p-nitrofenolu, niz przez
, - > dtugotancuchowe kwasy tluszczowe
GO 2,8-10 7,410 47 1,23 1 0,26 10 obecne w oliwie z oliwek.
GO+F 0 0 0,7 0,28 - 10 0,33 0,14 - 10?

Jak mozna zobaczy¢ na rys. 2, podczas hodowli GO+F, od
okoto 100 do 350 h, zewnatrzkomérkowa aktywnoéé lipoli-
tyczna utrzymywala sie na stalym poziomie, po czym obser-
wowano jej wzrost do 0,5 Uyg-mL*i 0,2 Uy mg’ na kohicu
procesu. Najwyzsze aktywno$ci enzyméw zwiazanych z ko-
morka stwierdzono pomiedzy 140 a 188 h procesu, okoto 0,18
Uywo mg ™. Fickers i wsp. [10] oraz Corzo i Revah [11] wykaza-
11, ze glicerol obecny w podlozu hamuje produkcje lipaz przez
szczepy naturalne (dzikiego typu). Dla poréwnania, podczas
biosyntezy KC w podlozu zawierajacym olej rzepakowy, ak-
tywno§¢ lipaz szczepu Y. lipolytica 187/1 utrzymywala sie
w przedziale 1000-1500 pmol mL'h™ (co odpowiada 16,7-25
Uyo mL%) [12]. Aktywnoéé zewnatrzkomérkowych lipaz wo-
bec tributyryny w ostatniej prébie z hodowli GO wynosita 4,7
Uy mL?, a dla hodowli GO+F (355 h) byla na poziomie 0,7
Uy mL? (Tabl. 2). Jak wykazaly badania Corzo i Revah [11],
szczep Y. lipolytica 681 produkowal lipazy o réznej aktyw-
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