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Optymalizacja procesu produkcji dro¿d¿y paszowych
z odpadowego glicerolu

Wstêp

Tradycyjnie, g³ównym Ÿród³em wêgla i energii w pod³o¿ach
do produkcji biomasy komórkowej s¹ wêglowodany [1]. Z eko-
nomicznego punktu widzenia w produkcji przemys³owej bio-
masy dro¿d¿y wykorzystuje siê odpady z przemys³u rolno-
spo¿ywczego zawieraj¹ce cukry [1, 2]. W ostatniej dekadzie
wzros³o równie¿ zainteresowanie odpadami z produkcji bio-
paliw, których produkcja z roku na rok dynamicznie wzrasta.
Frakcja glicerynowa mo¿e byæ wykorzystywana jako jedyne
Ÿród³o wêgla i energii w procesach biotechnologicznych miê-
dzy innymi do produkcji biomasy komórkowej dro¿d¿y. Nasze
wczeœniejsze badania wykaza³y, ¿e odpadowy glicerol oraz
jego poszczególne sk³adniki tj. glicerol, kwasy t³uszczowe i es-
try etylowe s¹ dobrymi surowcami do produkcji biomasy ró¿-
nych gatunków dro¿d¿y, takich jak Y. lipolytica, Candida
tropicalis, C. utilis czy C. robusta. Wyselekcjonowanym, naj-
lepszym producentem biomasy z takich surowców by³ szczep
Y. lipolytica 8661 UV’1, który w procesach wg³êbnych charak-
teryzowa³ siê najwy¿szymi parametrami technologicznymi
(wysoka produktywnoœæ i wydajnoœæ biomasy) [3, 4]. Wa¿nym
czynnikiem pozwalaj¹cym na uzyskanie zadowalaj¹cych pa-
rametrów technologicznych jest obok odpowiedniego mikroor-
ganizmu i Ÿród³a wêgla, optymalny sk³ad pod³o¿a produkcyj-
nego, dobór warunków hodowlanych (temperatura, natlenie-
nie, pH) oraz systemu hodowli [1]. Pod³o¿a stosowane do pro-
dukcji biomasy dro¿d¿y oprócz Ÿród³a wêgla powinny zawie-
raæ odpowiednie iloœci przyswajalnego azotu, fosforu, czynni-
ki wzrostowe oraz makro i mikroelementy.

Celem pracy by³a optymalizacja dawki (NH4)2SO4, KH2PO4

i autolizatu dro¿d¿y oraz natlenienia pod³o¿a hodowlanego
dla procesu produkcji biomasy dro¿d¿y paszowych Yarrowia
lipolytica 8661 UV’1 z frakcji glicerynowej.

Materia³y i metody

Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep dro¿d¿y Y. lipolytica
8661 UV`1 pochodz¹cy z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mi-
krobiologii ¯ywnoœci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroc³awiu.

Pod³o¿a hodowlane

Do wstêpnego namna¿ania dro¿d¿y stosowano pod³o¿e YM
z dodatkiem 20 g/L kwasów t³uszczowych. Optymalizacjê
dawki azotu i Ÿród³a witamin przeprowadzono w pod³o¿u
o sk³adzie [g/L]: MgSO4· 7H2O – 0,5; bacto-pepton – 0,75; od-
padowy glicerol – 25 (zawieraj¹cy 45% glicerolu i 50% kwa-
sów t³uszczowych), sporz¹dzonym w buforze fosforanowym
o pH 4,5, wzbogaconym dodatkowo: (NH4)2SO4 w zakresie

0–16 g/L, autolizatem dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae
w zakresie 0–50 ml/L. Optymalizacjê dawki fosforu prowa-
dzono w hodowlach bioreaktorowych w pod³o¿u zawieraj¹cym
[g/L]: MgSO4·7H2O – 0,5; bacto-pepton – 0,75; odpadowy gli-
cerol – 25, (NH4)2SO4 – 10, autolizat dro¿d¿y – 34 ml/L i uzu-
pe³nionym KH2PO4 w zakresie 0–0,75 g/L. Wp³yw natlenienia
œrodowiska na wzrost dro¿d¿y okreœlono w pod³o¿u o sk³adzie
jw. z KH2PO4 w iloœci 0,125 [g/L].

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne oraz okresowe w bioreaktorze, wyko-
nane w celu optymalizacji dawki fosforu i stopnia natlenienia
pod³o¿a, prowadzono zgodnie z metodyk¹ wed³ug Juszczyka
i wsp. [3].

W celu optymalizacji dawki azotu przeprowadzono szereg
120 godzin hodowli wstrz¹sanych.

Do pomiaru stê¿enia tlenu u¿yto wielofunkcyjnego przyrz¹-
du komputerowego CX-741. Inokulum stanowi³o 10% objê-
toœci hodowli.

Metody analityczne

Biomasê i t³uszcz resztkowy oznaczono metod¹ wagow¹.
Glicerol oznaczono metod¹ HPLC na kolumnie typu Aminex
HPX 87H po³¹czonej z detektorem IR w temperaturze poko-
jowej. Szybkoœæ fazy ciek³ej 20 mM H2SO4 wynosi³a 0,6
mL/min. Bia³ko oznaczono metod¹ biuretow¹ wg Stewarta.
Otrzymane wyniki opracowano statystycznie metod¹ analizy
wariancji przy wykorzystaniu programu Statistica.

Omówienie i dyskusja wyników

Poziom biomasy dro¿d¿y uzyskanej w hodowlach wstrz¹sa-
nych by³ zró¿nicowany i zale¿a³ zarówno od stê¿enia
(NH4)2SO4 jak równie¿ od iloœci autolizatu dro¿d¿y w pod³o¿u
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Rys. 1. Wp³yw ró¿nych dawek azotu i autolizatu dro¿d¿owego na
produkcjê biomasy dro¿d¿y Y. lipolytica ATCC 8661 UV’1 z frakcji
glicerynowej w hodowlach wstrz¹sanych. Warunki hodowli: frak-
cja glicerynowa 25 g/L, pod³o¿e sporz¹dzone w 0,2 M buforze fos-
foranowym o pH = 4,5, autolizat dro¿d¿y (� 0, � 16, � 34, � 50
ml/L). a-c – wartoœci œrednie oznaczone tymi samymi indeksami

nie ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ statystycznie istotnie (� = 0,05)
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hodowlanym (Rys. 1). Najwy¿szy poziom biomasy (12 g/L)
oraz najwy¿sz¹ wydajnoœæ ca³kowit¹ (Yc = 0,48 g/L) uzyskano
w hodowli z dodatkiem 16 g/L (NH4)2SO4 i 50 ml/L autolizatu
dro¿d¿owego. W hodowli kontrolnej bez dodatku autolizatu
i (NH4)2SO4 stê¿enie biomasy by³ na niskim poziomie 3,2 g/L.
Analiza wariancji wykaza³a istotne statystycznie ró¿nice (� =
0,05) w uzyskanym poziomie biomasy, zale¿ne od dawki azo-
tu jak i autolizatu. Dodatek (NH4)2SO4 do pod³o¿a w stê¿eniu
od 10 do 16 g/L nie mia³ istotnego wp³ywu na przyrost bioma-
sy dro¿d¿y (oko³o 1g/L). Doboru Ÿród³a azotu dla procesu pro-
dukcji biomasy dro¿d¿y Y. lipolytica dokonano na podstawie
danych literaturowych [5, 6]. Jak podaje Boze i wsp. [1] naj-
czêœciej stosowanym Ÿród³em azotu nieorganicznego, wyko-
rzystywanym do produkcji biomasy dro¿d¿y, s¹ sole amono-
we. Rymowicz i wsp. [5] w swoich badaniach wykorzystuj¹c
porafinacyjne kwasy t³uszczowe jako Ÿród³o wêgla, wykazali,
¿e najwy¿sze stê¿enie (20,5 g/L) i wysok¹ wydajnoœæ ca³ko-
wit¹ (Yx/s = 1,07 g/g), uzyskano w hodowli szczepu Y. lipolyti-
ca ATTC 8661 przy zastosowaniu 9 g/L (NH4)2SO4. Musia³
i wsp. [6] optymalizowali sk³ad pod³o¿a hodowlanego do pro-
dukcji biomasy komórkowej Y. lipolytica A-101 z surowego
oleju rzepakowego, a (NH4)2SO4 okaza³ siê najlepszym Ÿród-
³em azotu. Tak¿e badania Choi i Park [7] potwierdzaj¹ przy-
datnoœæ tej formy azotu nieorganicznego w procesach hodowli
dro¿d¿y. Na podstawie analizy statystycznej wyników otrzy-
manych w tej czêœci pracy oraz zawartoœci bia³ka w biomasie

dro¿d¿y (dane nieprezentowane) jako optymaln¹ dawkê auto-
lizatu dro¿d¿owego wybrano 34 ml/L, co odpowiada ok. 1 g
ekstraktu dro¿d¿owego, oraz 10 g/L siarczanu amonu.

W niniejszej pracy stê¿enie KH2PO4 optymalizowano w ho-
dowlach bioreaktorowych. Najni¿szy plon biomasy, na pozio-
mie od 5 do 10,7 g/L, obserwowano w hodowlach, gdzie stê¿e-
nie KH2PO4 nie przekracza³o 0,06 g/L. WyraŸny wzrost stê¿e-
nia biomasy do 17,2 g/L oraz produktywnoœci (1,56 g/Lh) i wy-
dajnoœci biomasy (YC = 0,69 g/g), uzyskano w pod³o¿ach za-
wieraj¹cych 0,125 g/L soli fosforanowej. W fachowym piœ-
miennictwie dotycz¹cym procesów produkcji biomasy dro¿d¿y
z ró¿nych substratów, fosforan (V) potasu w stê¿eniach od
0,34 do 1,5 g/L jest najczêœciej wykorzystywanym Ÿród³em
fosforu [1, 3, 5, 6, 8].

Jednym z wa¿niejszych parametrów hodowlanych w proce-
sie produkcji biomasy komórkowej jest stopieñ nasycenia tle-
nem pod³o¿a. Jak obrazuje tablica 2, wielkoœæ tego parametru
mia³a wyraŸny wp³yw na podstawowe parametry technolo-
giczne procesu. Najwy¿sze wartoœci produktywnoœci i wydaj-
noœci biomasy uzyskiwano w warunkach natlenienia oko³o
35% nasycenia tlenem, odpowiednio Qx = 1,43 g/Lh i YC = 0,76
g/g. W tych warunkach otrzymano równie¿ najwy¿sze stê¿e-
nie biomasy 18,9 g/L. Zawartoœæ bia³ka w dro¿d¿ach w ca³ym
zakresie badanego natleniania œrodowiska hodowlanego by³a
podobna na poziomie powy¿ej 40%, co daje produkt koñcowy
o dobrych parametrach handlowych. Wzrost natlenienia z 35
do 65% stanu nasycenia, powodowa³ obni¿enie zarówno pozio-
mu biomasy, produktywnoœci i wydajnoœci ca³kowitej bioma-
sy. Rymowicz i Lenart [8], badaj¹c wp³yw natlenienia œrodo-
wiska hodowlanego na wzrost i biosyntezê kwasu cytrynowe-
go przez dro¿d¿e z syropu glukozowego, stwierdzili, ¿e zwiêk-
szenie natlenienia œrodowiska z 20 do 60% O2 wp³ywa³o ko-
rzystnie na produkcjê biomasy oraz dynamikê wzrostu dro¿-
d¿y, co pozostaje w sprzecznoœci z wynikami uzyskanymi
w dyskutowanej pracy, gdzie surowcem by³a frakcja glicery-
nowa.

W podsumowaniu nale¿y stwierdziæ, ¿e szczep dro¿d¿y Y.
lipolytica ATCC 8661 UV’1 jest dobrym producentem bioma-
sy dro¿d¿y paszowych z odpadowej frakcji glicerynowej.
W zoptymalizowanym pod³o¿u produkuje biomasê komór-
kow¹ z wysok¹ szybkoœci¹ i wydajnoœci¹, daj¹c finalny pro-
dukt o wysokiej zawartoœci bia³ka.

L I T E R A T U R A

1. H. Boze H, G. Moulin, P. Galzy: Crit. Rev. Biotech., 12, 65 (1992).
2. R.C. Kuhad, A. Singh, K. Tripathi, R. Saxena, K. Ericsson: Nutr. Rev.,

55, 65 (1997)
3. P. Juszczyk, I. Musia³, W. Rymowicz: Acta Sci. Pol. Biotechnol., nr 4, 65

(2005).
4. P. Juszczyk, W. Rymowicz: Microbial bioconversion of raw glycerol,

Nova Publish., 2009.
5. W. Rymowicz, D. Rafa³owicz, M. Wojtatowicz, I. Musia³: Biotechnol., nr

3, 62 (1997).
6. I. Musia³, W. Rymowicz, E. Cibis: Electr. J. Pol. Agric. Univ., Biotech-

nol., nr 7, 1 (2004).
7. M.H. Choi, Y.H. Park: Biom. Bioenerg., 25, 221 (2003).
8. I. Musia³, W. Rymowicz, A. Kita: Acta Sci. Pol. Biotechnol., nr 3, 75

(2004).
9. W. Rymowicz, D. Lenart: Acta Sci. Pol. Biotechnol., nr 3, 67 (2004).

Nr 5/2009 IN¯YNIERIA I APARATURA CHEMICZNA Str. 41

Tablica 1
Wp³yw stê¿enia fosforu na podstawowe parametry

technologiczne produkcji biomasy dro¿d¿y Y. lipolytica ATCC
8661 UV’1 z frakcji glicerynowej w hodowli wg³êbnej

KH2PO4

[g/L]

Iloœæ
biomasy

[g/L]

Bia³ko

[%]

Yc

[g/g]

Qx

[g/Lh]

0

0,060

0,125

0,250

0,500

0,750

10,5 a

10,7 a

17,2 b

17,5 b

18,3 b

18,8 b

32,9

37,5

35,4

38,3

36,4

38,0

0,42 a

0,43 a

0,69 b

0,70 b

0,73 b

0,75 b

0,98 a

0,91 a

1,56 b

1,50 b

1,71 b

1,88 b

QX – produktywnoœæ biomasy, YC – wydajnoœæ ca³kowita biomasy,
a-b – wartoœci œrednie oznaczone tymi samymi indeksami nie ró¿ni¹ siê
miêdzy sob¹ statystycznie istotnie (� =0,05)

Tablica 2
Wp³yw stopnia natlenienia po¿ywki na produkcjê biomasy,
produktywnoœæ i wydajnoœæ biomasy oraz zawartoœæ bia³ka

w dro¿d¿ach Y. lipolytica ATCC 8661 UV’1 w hodowli wg³êbnej

Natlenienie

[%O2]

Iloœæ
biomasy

[g/L]

Bia³ko

[%]

Yc

[g/g]

Qx

[g/Lh]

35

50

65

18,9 a

13,9 b

10,3 c

40,5

40,3

40,3

0,76 a

0,56 b

0,41 c

1,43 a

1,32 b

1,01 c

a-c – wartoœci œrednie oznaczone tymi samymi indeksami nie ró¿ni¹ siê
miêdzy sob¹ statystycznie istotnie (� =0,05)
YC, QX – oznaczenia jak w tablicy 1
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