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Produkcja lipaz i kwasu cytrynowego z glicerolu
odpadowego przez dro¿d¿e Yarrowia lipolytica

Wstêp

Ze wzglêdu na niezwyk³e w³aœciwoœci, dro¿d¿e Yarrowia li-
polytica wykorzystywane s¹ w wielu dziedzinach biotechnolo-
gii [1, 2]. Jednak ich praktyczne wykorzystanie obejmuje
produkcjê lipaz, które dziêki swojej ró¿norodnoœci oraz stabil-
noœci (pH, temperatura, pod³o¿a organiczne) s¹ szeroko stoso-
wane w ró¿nych ga³êziach przemys³u, miêdzy innymi w prze-
myœle chemicznym, kosmetycznym i spo¿ywczym [3].

Dynamiczny rozwój przemys³u dostarcza du¿ych iloœci od-
padów oraz produktów ubocznych, z zagospodarowaniem któ-
rych wi¹¿e siê wiele problemów gospodarczo-ekologicznych.
Rozpoznanie zdolnoœci enzymatycznych dro¿d¿y podczas bio-
syntezy kwasu cytrynowego (KC) mo¿e przyczyniæ siê do po-
szerzenia gamy substratów stosowanych w tym procesie.

Celem niniejszej pracy by³a ocena aktywnoœci lipolitycznej
szczepu Y. lipolytica Wratislavia 1.31 podczas biosyntezy KC
z surowców odpadowych pochodz¹cych z produkcji biodiesla.

Materia³y i metody

Mikroorganizm. Szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia
1.31 pochodz¹cy z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobio-
logii ¯ywnoœci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc³awiu.

Pod³o¿a. Pod³o¿e inokulacyjne: pod³o¿e YM z glicerolem.
Pod³o¿e produkcyjne GO (g/L): glicerol odpadowy – 233,
NH4Cl – 3, MgSO4·7H2O – 1, KH2PO4 – 0,2, ekstrakt dro¿-
d¿owy – 1, woda wodoci¹gowa. Pod³o¿e produkcyjne GO+F
[g/L]: glicerol odpadowy – 227, frakcja glicerynowa – 20, pozo-
sta³e sk³adniki jak w pod³o¿u GO. Surowce odpadowe pocho-
dzi³y z produkcji biodiesla: glicerol odpadowy (SG BODDINS
GmbH, Niemcy) oraz frakcja glicerynowa zawieraj¹ca 240 g/L
glicerolu oraz oko³o 680 g/L kwasów t³uszczowych.

Warunki prowadzenia hodowli. Hodowle inokulacyjne
oraz produkcyjne w systemie fed-batch prowadzono zgodnie
z metodyk¹ wed³ug Rywiñskiej i wsp. [4].

Metody analityczne. Kwasu cytrynowy (KC), glicerol
(Gly), kwas izocytrynowy (KIC) oznaczano wed³ug Rywiñskiej
i wsp. [4]. Biomasê i t³uszcz resztkowy oznaczano metod¹ wa-
gow¹ za Musia³ i wsp. [5]. Aktywnoœæ lipolityczn¹ zewn¹trz-
(UZ) i wewn¹trzkomórkow¹ (UW), wobec substratów: oliwy
z oliwek (UZO, UWO) oraz (w wybranych próbach) wobec synte-
tycznego trimaœlanu glicerolu – tributyryny (UZT) oznaczano
wg metodyki opisanej w pracy Rywiñskiej i wsp. [6]. Reakcjê
enzymatyczn¹ wobec syntetycznego maœlanu p-nitrofenolu
(UZpNPB) przeprowadzono zgodnie z procedur¹ dla EALL-Sig-
ma [7]. Bia³ko oznaczano metod¹ Lowry’ego.

Omówienie i dyskusja wyników

Produkcjê KC w pod³o¿u GO i GO+F prowadzono do wy-
czerpania substratów w pod³o¿u. W pod³o¿u GO stê¿enie bio-
masy wynosi³o 20 g/L, KC 122 g/L, a ubocznie tworzonego
KIC 6,2 g/L (Tabl. 1). W procesie prowadzonym w pod³o¿u
GO+F dro¿d¿e od pocz¹tku wykorzystywa³y glicerol i w nie-
wielkim stopniu kwasy t³uszczowe (Rys. 1).

Koñcowe stê¿enie KC w hodowli z GO+F wynosi³o
123,5 g/L. Wydajnoœæ KC (YKC) w obu hodowlach by³a podob-
na, i wynosi³a oko³o 0,62 g/g (Tabl. 1). Uzyskane w niniejszej
pracy wartoœci tego parametru s¹ wy¿sze od podawanych
w literaturze, 0,42–0,56 g/g, dla procesów biosyntezy KC
z glicerolu przez ró¿ne szczepy dro¿d¿y [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

Pod³o¿e
Czas

[h]

Biomasa

X [g/L])

Kwas
cytrynowy

[g/L]

Kwas
izocytrynowy

[g/L]

YKC

[g/g]

QKC

[g/Lh]

GO 120 20 122 6,2 0,61 1,02

GO + F 453 6 123,5 2,13 0,62 0,27

Wzrost aktywnoœci lipaz, oznaczanych wobec oliwy z oli-
wek, do wartoœci 1 UZO·mL-1 i 0,264 UZO·mg-1 obserwowano
w hodowli GO po drugim zasileniu pod³o¿a glicerolem
(Rys. 2). Wewn¹trzkomórkowa aktywnoœæ w³aœciwa lipaz
utrzymywa³a siê przez ca³y czas procesu na podobnym pozio-
mie, oko³o 0,025 UWO·mg-1.
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Rys. 1. Przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego przez
szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w hodowli fed-batch

w pod³o¿u z glicerolem odpadowym i frakcj¹ glicerynow¹
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Jak mo¿na zobaczyæ na rys. 2, podczas hodowli GO+F, od
oko³o 100 do 350 h, zewn¹trzkomórkowa aktywnoœæ lipoli-
tyczna utrzymywa³a siê na sta³ym poziomie, po czym obser-
wowano jej wzrost do 0,5 UZO·mL-1 i 0,2 UZO·mg-1 na koñcu
procesu. Najwy¿sze aktywnoœci enzymów zwi¹zanych z ko-
mórk¹ stwierdzono pomiêdzy 140 a 188 h procesu, oko³o 0,18
UWO·mg-1. Fickers i wsp. [10] oraz Corzo i Revah [11] wykaza-
li, ¿e glicerol obecny w pod³o¿u hamuje produkcjê lipaz przez
szczepy naturalne (dzikiego typu). Dla porównania, podczas
biosyntezy KC w pod³o¿u zawieraj¹cym olej rzepakowy, ak-
tywnoœæ lipaz szczepu Y. lipolytica 187/1 utrzymywa³a siê
w przedziale 1000–1500 !mol·mL-1h-1 (co odpowiada 16,7–25
UZO mL-1) [12]. Aktywnoœæ zewn¹trzkomórkowych lipaz wo-
bec tributyryny w ostatniej próbie z hodowli GO wynosi³a 4,7
UZT·mL-1, a dla hodowli GO+F (355 h) by³a na poziomie 0,7
UZT·mL-1 (Tabl. 2). Jak wykaza³y badania Corzo i Revah [11],
szczep Y. lipolytica 681 produkowa³ lipazy o ró¿nej aktyw-

noœci wzglêdem tributyryny w zale¿-
noœci od zastosowanego w pod³o¿u
Ÿród³a wêgla (od 2,1 UZT·mL-1 dla cy-
trynianu do 31,9 UZT·mL-1 dla oleju
kukurydzianego). Zewn¹trzkomórko-
wa aktywnoœæ w³aœciwa w hodowli
GO równie¿ by³a wysoka (1,23
UZT·mg-1) (Tabl. 2). Dla porównania
Corzo i Revah [11] uzyskali w swoich
badaniach wartoœci od 1,1 U·mg-1 dla
oleju sojowego, do 3,9 U·mg-1 dla glu-
kozy. Aktywnoœæ oznaczana wobec
maœlanu p-nitrofenolu w hodowli GO
wynosi³a 2,8 � 10-4 UZpNPB·mL-1

(Tabl. 2).
Podsumowuj¹c, nale¿y stwierdziæ,

¿e glicerol odpadowy i glicerol odpa-
dowy z dodatkiem frakcji gliceryno-
wej mia³ istotny wp³yw na biosyntezê
kwasu KC jak i lipaz. Wykazano, ¿e
w pod³o¿u z GO szczep Wratislavia
1.31 produkuje lipazy o wy¿szej prefe-
rencji do hydrolizy wi¹zañ estrowych
tworzonych przez krótko ³añcuchowy
kwas mas³owy obecny w tributrynie
i maœlanie p-nitrofenolu, ni¿ przez
d³ugo³añcuchowe kwasy t³uszczowe
obecne w oliwie z oliwek.
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Rys. 2. Biosynteza zewn¹trzkomórkowych, UZOmL-1 (�), UZOmg-1 (�) i wewn¹trzkomórko-
wych UWOmg-1 (�) lipaz przez szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31 w hodowli (GO) i z glicero-

lem odpadowym z dodatkiem frakcji glicerynowej (GO+F)

Tablica 2
Porównanie aktywnoœci zewn¹trzkomórkowych lipaz oznaczanych wobec pNPB (UZpNPB)
oraz tributyryny (UZT) w hodowlach fed-batch prowadzonych w pod³o¿ach GO i GO + F

Pod³o¿e

Aktywnoœæ zewn¹trzkomórkowych lipaz oznaczana wobec:

Maœlanu p-nitrofenolu Trimaœlanu glicerolu Oliwy z oliwek

UZpNPB·mL-1 UZpNPB · mg-1 UZT · mL-1 UZT· mg-1 UZO· mL-1 UZO· mg-1

GO 2,8 � 10-4 7,4 � 10-5 4,7 1,23 1 0,26 � 10-2

GO+F 0 0 0,7 0,28 � 10-2 0,33 0,14 � 10-2
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