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Wpływ źródła witamin na biosyntezę erytrytolu z glicerolu 
przez drożdże Yarrowia lipolytica

Wstęp
Glicerol, będący głównym produktem ubocznym powstającym pod-

czas produkcji biopaliw, może być stosowany jako tani substrat do pro-
cesów z udziałem mikroorganizmów. Badania prowadzone w ostatnich 
latach wskazały możliwość wykorzystania tego surowca do produkcji 
alkoholi wielowodorotlenowych, w tym erytrytolu, mannitolu oraz ara-
bitolu, przez drożdże Yarrowia lipolytica [Rymowicz i in. 2008, 2009; 
Tomaszewska i in. 2011].

Erytrytol jest alkoholem cukrowym powszechnie występującym 
w naturze m.in. w miodzie, owocach, grzybach, wodorostach, czy fer-
mentowanej żywności i napojach [Gossens i Röper, 1994]. Wykorzysty-
wany jest w przemyśle chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym 
oraz spożywczym. Do żywności dodawany jest głównie jako środek 
słodzący (posiada 60–80% słodyczy w odniesieniu do sacharozy), tek-
sturotwórczy, utrzymujący wilgotność, stabilizator oraz sekwestrant, 
a jego użycie nie jest limitowane [Bernt i in. 1996]. Wzrost zaintere-
sowania tym poliolem powodowany jest jego szczególnymi właściwo-
ściami – bardzo niską kalorycznością (0,2 kcal·g-1), erytrytol nie wpły-
wa na poziom insuliny we krwi, nie jest metabolizowany przez bakterie 
obecne w jamie ustnej, a w odróżnieniu od innych polioli stosowanych 
jako zamienniki cukru, nie wywołuje nietolerancji pokarmowej [Maki-
nen i in., 2001; Moon i in., 2010]. Erytrytol może być wytwarzany na 
drodze chemicznej poprzez konwersję skrobi w wysokiej temperaturze 
w obecności katalizatora niklowego, jednak proces ten jest nieefektyw-
ny i kosztowny [Pfeifer. i in., 1960]. Do produkcji erytrytolu zdolnych 
jest wiele gatunków drożdży i bakterii, natomiast ze względu na wy-
dajność i selektywność biosyntezy przemysłowa produkcja erytrytolu 
odbywa się przy udziale Aureobasidium, a stosowanymi substratami są 
glukoza lub sacharoza [Moon i in., 2010]. Biosynteza erytrytolu z wy-
korzystaniem tanich i niekonwencjonalnych surowców, takich jak gli-
cerol, jest zagadnieniem nowym i mało poznanym.

Celem niniejszej pracy była ocena wpływu źródła witamin na wy-
dajność oraz dynamikę biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep 
drożdży Y. lipolytica Wratislavia K1.

Materiały i metody
Mikroorganizm

Przedmiotem badań był szczep drożdży Yarrowia lipolytica Wratisla-
via K1 pochodzący z kolekcji własnej Katedry Biotechnologii i Mikro-
biologii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu. Szczep 
przechowywano na skosie YM, w temperaturze 4°C.
Substrat

W badaniach jako źródło węgla i energii wykorzystano czysty glice-
rol (98%) (POCh; Gliwice).
Podłoża

Podłoże inokulacyjne do hodowli wstrząsanych i bioreaktorowych 
zawierało [g·dm-3]: glicerol – 50,0; YNB (Yeast Nitrogen Base) – 0,67; 
woda destylowana do 1 dm3.

Podłoże produkcyjne do hodowli wstrząsanych zawierało (g·dm-3): 
glicerol – 100,0; (NH4)2SO4 – 2,0; MgSO4·7H2O – 1,0; KH2PO4 – 0,2; 
NaCl – 25; CaCO3 – 3; wybrane źródło witamin: ekstrakt drożdżowy – 
0,2–1,0/ namok kukurydziany – 0,01–12/ tiamina – 1·10-6-2·10-4; woda 
destylowana do 1 dm3.

Podłoże produkcyjne do hodowli w bioreaktorach miało skład 
[g·dm-3]: glicerol – 100,0; (NH4)2SO4 – 2,26; MgSO4 · 7H2O – 1,0; 
KH2PO4 – 0,22; NaCl – 26,4; wybrane źródło witamin: ekstrakt droż-

dżowy – 1,0/ namok kukurydziany – 12/ tiamina – 2·10-4 lub 4·10-4; 
woda wodociągowa – do 1 dm3.

Podłoża sterylizowano w 121°C przez 20 minut.
Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrząsarce rotacyjnej typu 
CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech GmbH), w 300 cm3 kolbach 
stożkowych zawierających 50 cm3 podłoża inokulacyjnego przez 72 go-
dziny w temperaturze 29,5°C, przy 140 rpm. Do zaszczepienia podłoża 
produkcyjnego w bioreaktorze używano 200 cm3 zawiesiny komórek 
namnożonych w hodowli inokulacyjnej.

Hodowle produkcyjne wstrząsane szczepiono 1 cm3 zawiesiny ko-
mórek namnożonych w hodowli inokulacyjnej. Hodowle prowadzono 
na wstrząsarce rotacyjnej j/w, w 300 cm3 kolbach stożkowych zawiera-
jących 30 cm3 podłoża produkcyjnego, przez 7 dni. 

Hodowle produkcyjne bioreaktorowe prowadzono w 5-litrowym  
bioreaktorze Biostat B Plus przy objętości roboczej 2 dm3. Szybkość 
napowietrzania wynosiła 0,6 vvm, prędkość obrotowa mieszadła 800 
rpm, temperatura 30°C. w czasie procesu pH 3,0 utrzymywano automa-
tycznie za pomocą 20% NaOH. Hodowle prowadzono do momentu wy-
czerpania źródła węgla w podłożu. Próby do analiz pobierano 2–3 razy 
dziennie.
Metody analityczne

Biomasę oznaczano metodą wagową.
Stężenie glicerolu, erytrytolu, mannitolu, arabitolu, kwasu cytryno-

wego oraz kwasu α-ketoglutarowego oznaczano metodą HPLC na ko-
lumnie HyperRez XP carbohydrate H+ (Dionex, UltiMate 3000 Series) 
połączonej z detektorami UV (λ = 210 nm) i IR, w temperaturze poko-
jowej, przy szybkości przepływu fazy ciekłej (25 mM kwasu trifl uoro-
octowego; TFA) przez kolumnę równej 0,6 cm3·min-1.
Opis stosowanych oznaczeń
X – biomasa, GLY – glicerol, ERY – erytrytol, MAN – mannitol, ARA – 
arabitol, KC – kwas cytrynowy, KG – kwas α-ketoglutarowy, YERY – 
wydajność erytrytolu (g wytworzonego ERY / g zużytego substratu), 
QERY – szybkość objętościowa produkcji erytrytolu, qERY – szybkość 
właściwa produkcji erytrytolu, T – czas.

Omówienie i dyskusja wyników
W hodowlach wstrząsanych oceniono wpływ ekstraktu drożdżowego, 

namoku kukurydzianego oraz tiaminy na produkcję erytrytolu z glice-
rolu przez szczep Y. lipolytica Wratislavia K1. Drożdże Y. lipolytica są 
naturalnymi auksotrofami tiaminowymi, niezdolnymi do syntezy piry-
midynowej struktury tego związku [Chernyavskaya i in. 2000]. Ekstrakt 
drożdżowy jest doskonałym źródłem wielu składników odżywczych, 
jednak ze względu na koszty, jego zastosowanie w procesach prowa-
dzonych na większą skalę nie jest korzystne. Namok kukurydziany, bę-
dący tańszym surowcem, również dostarczać może wielu składników 
odżywczych niezbędnych dla wzrostu drożdży [Hajny G. i in. 1964]. 

W stosowanych podłożach po 7 dniach hodowli wstrząsanych war-
tość pH wynosiła, zależnie od użytego źródła witamin 3,6÷3,8; 2,1÷2,7; 
3,4÷4,2, odpowiednio dla ekstraktu drożdżowego, namoku kukurydzia-
nego oraz tiaminy. Stężenie biomasy zależało od użytego źródła wita-
min i było znacznie zróżnicowane, natomiast niezależnie od dodanego 
składnika ilość biomasy wzrastała wraz ze zwiększaniem stężenia źródła 
witamin (Tab. 1), co jest zgodne z wynikami wcześniej prezentowanych 
badań [Chernyavskaya i in., 2000; Hajny i in., 1964]. Poziom biomasy 
był najniższy dla hodowli z wykorzystaniem 0,01 g·dm-3 namoku kuku-
rydzianego, gdzie wyniósł zaledwie 1,6 g·dm-3, natomiast przy zastoso-
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waniu 12 g·dm-3 tego źródła witamin stwierdzono najwyższe stężenie 
biomasy, równe 8,9 g·dm-3.

Badany szczep drożdży był zdolny do produkcji erytrytolu przy za-
stosowaniu każdego ze źródeł witamin, a ilość uzyskiwanego produk-
tu, wartość parametrów kinetycznych oraz wydajność jego biosyntezy 
wzrastała wraz ze zwiększeniem stężenia źródła witamin w podłożu. 
Spośród zbadanych czynników najlepszym źródłem witamin był namok 
kukurydziany [12 g·dm-3], przy użyciu którego drożdże produkowały 
20,7 g·dm-3 erytrytolu z wydajnością 0,28 g·dm-3. Produktywność oraz 
szybkość właściwa produkcji erytrytolu przy najwyższej zastosowanej 
dawce namoku wynosiły odpowiednio, 0,12 g·dm-3·h-1 i 0,014 g·g-1·h-1. 
Dwukrotnie niższe, niż w prezentowanej pracy, stężenie erytrytolu [11,3 
g·dm-3] uzyskano w badaniach z wykorzystaniem glicerolu i Pseudozy-
ma tsukubaensis.

Tab. 1. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep drożdży
Y. lipolytica Wratislavia K1w hodowlach wstrząsanych przy zastosowaniu 
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[g·dm-3] Ekstrakt drożdżowy
1,0 8,0 16,3 1,0 0,1 2,0 0,6 0,25 0,10 0,012
0,8 8,7 15,4 1,0 0,1 2,4 0,5 0,24 0,09 0,011
0,6 8,3 11,9 0,9 0,1 2,7 0,6 0,20 0,07 0,009
0,4 7,1 9,9 0,7 0,1 2,1 0,6 0,18 0,06 0,008
0,2 6,2 6,5 0,6 0,1 2,8 0,7 0,13 0,04 0,006

[g·dm-3] Namok kukurydziany
12,0 8,9 20,7 1,1 0,4 4,0 0,4 0,28 0,12 0,014
4,0 8,5 18,3 1,2 0,7 4,1 0,4 0,25 0,11 0,013
4,0 7,5 14,9 1,4 0,9 4,5 0,7 0,22 0,09 0,012
1,0 6,3 9,8 1,2 1,2 6,2 0,4 0,15 0,06 0,009
0,1 3,6 1,9 0,4 3,6 0,0 3,8 0,06 0,01 0,002
0,05 2,0 1,7 0,0 5,7 0,0 4,5 0,06 0,01 0,005
0,025 1,8 0,8 0,0 4,4 0,0 2,5 0,03 0,00 0,003
0,01 1,6 1,2 0,0 4,5 0,0 2,9 0,05 0,01 0,005

[μg·dm-3] Tiamina
200 5,2 7,2 0,4 0,0 2,1 0,2 0,18 0,04 0,008
100 4,8 6,1 0,1 0,0 2,3 0,3 0,16 0,04 0,007
50 4,5 4,5 0,0 0,0 1,8 0,3 0,14 0,03 0,006
20 5,4 2,4 0,1 0,0 1,7 0,5 0,08 0,01 0,003
10 3,4 2,2 0,0 0,2 0,9 0,8 0,09 0,01 0,004
1 3,3 2,5 0,0 1,0 0,1 3,0 0,09 0,02 0,004

Ten sam szczep był zdolny do biosyntezy 134 g·dm-3 erytrytolu z wy-
dajnością 0,45 g·g-1 gdy stosowanym substratem była glukoza [Jeya 
i in., 2009]. Spośród przebadanych [Lee i in., [2001] składników od-
żywczych, najlepszym dla produkcji erytrytolu z glukozy przez Torula 
sp. okazał się kwas fi tynowy, którego dodatek umożliwił zwiększenie 
uzyskiwanych ilości poliolu z 46,3 do 58,3 g·dm-3.  Tiamina w ilości 
1 mg·dm-3 nie wpływała na produkcję erytrytolu przez Torula sp., na-
tomiast dalsze zwiększanie stężenia tej witaminy, w zakresie 1,0÷100 
mg·dm-3, prowadziło do stopniowego hamowania biosyntezy, aż do cał-
kowitej inhibicji produkcji erytrytolu przy stężeniu tiaminy wynoszącym 
200 mg·dm-3. w niniejszej pracy zwiększanie stężenia tiaminy wpływa-
ło pozytywnie zarówno na wzrost drożdży, jak i produkcję erytrytolu, 
jednak należy podkreślić, iż stosowany zakres stężeń 1÷200 μg·dm-3 był 
tysiąckrotnie niższy  niż we wspomnianych badaniach(1÷200 mg·dm-3) 
[Lee i in., 2001]. Produkcja erytrytolu z glukozy przez Torula sp. była 
badana również w pracy [Hajny i in., 1964], która oceniała wpływ eks-
traktu drożdżowego (2,÷20 g·dm-3) i namoku kukurydzianego na proces 
biosyntezy. Najlepszą wydajność produkcji erytrytolu (38,7%) otrzy-
mano przy zastosowaniu 5 g·dm-3 ekstraktu drożdżowego. Zwiększanie 
stężenia ekstraktu drożdżowego powodowało znaczny wzrost stężenia 
biomasy, co negatywnie wpływało na wydajność produkcji erytrytolu, 
która przy 20 g·dm-3 ekstraktu wyniosła zaledwie 9,1%. Zależność taką 
obserwowano również w przypadku zwiększenia stężenia namoku ku-

kurydzianego. Zastosowanie 12,5 g·dm-3 namoku kukurydzianego, skut-
kowało osiągnięciem wyższej wydajności produkcji erytrytolu równej 
36,3%, a więc wyższej niż w prezentowanej pracy (28%) w przypadku 
zastosowania zbliżonej ilości namoku. Podobną wydajność produkcji 
erytrytolu (~34%) uzyskano podczas biosyntezy tego związku z glukozy 
przez drożdże Moniliella sp. przy optymalnym stężeniu ekstraktu droż-
dżowego, które w zależności od szczepu wyniosło 10÷12,5 g·dm-3 [Lin 
S.J. et al. 2001]. Przy zastosowaniu namoku kukurydzianego (60 g·dm-

3) wydajność biosyntezy erytrytolu przez Moniliella sp. znacznie obni-
żyła się i w zależności od szczepu osiągnęła wartość 13,5÷27%.

Podczas biosyntezy erytrytolu przez drożdże, w podłożu hodowla-
nym mogą być obecne także inne poliole, w tym mannitol, arabitol, 
czy rybitol oraz kwasy – cytrynowy i α-ketoglutarowy [Almagro A. i in. 
2001, Moon H.J. i in. 2010]. w prezentowanej pracy stężenie manni-
tolu nie przekroczyło 1,4 g·dm-3. Niskie stężenie tego poliolu mogło 
być spowodowane dodatkiem chlorku sodu (patrz: Materiały i metody), 
którego obecność w podłożu pozytywnie wpływa na produkcję erytry-
tolu, natomiast hamuje biosyntezę mannitolu przez drożdże Y. lipoly-
tica [Tomaszewska i Rywińska, 2011]. Ilość uzyskiwanego arabitolu 
zwiększała się wraz ze zmniejszeniem stężenia źródła witamin, co jest 
zgodne z wynikami uzyskanymi w pracy [Hajny, 1964]. Wartym uwa-
gi jest, iż w niniejszej pracy produkcja arabitolu była zależna również 
od stosowanego źródła witamin. Stężenie tego poliolu nie przekroczyło 
1,0 g·dm-3 w przypadku stosowania ekstraktu drożdżowego i tiaminy, 
natomiast osiągnęło nawet 5,7 g·dm-3 gdy źródłem witamin był namok 
kukurydziany. w podłożach z namokiem obserwowano również obec-
ność znacznych ilości kwasu α-ketoglutarowego (2,9÷6,2 g·dm-3), pod-
czas gdy w pozostałych podłożach kwasem otrzymywanym w większej 
ilości był cytrynian (do 2,8 g·dm-3). Może być to tłumaczone niewiel-
ką ilością tiaminy dostarczanej przez namok kukurydziany (0,09÷0,3 
mg tiaminy / 100 g namoku [Lawford i Rousseau, 1995]). Defi cyt 
tiaminy jest głównym czynnikiem warunkującym produkcję kwasu 
α-ketoglutarowego i pirogronowego przez Y. lipolytica, natomiast wyż-
sze stężenia tej witaminy ukierunkowują biosyntezę na produkcję kwa-
su cytrynowego [Chernyavskaya i in., 2000; Finogenova i in., 2005].

W kolejnym etapie pracy, w hodowlach bioreaktorowych, oceniono 
wpływ wybranych stężeń badanych źródeł witamin na kinetykę i wydaj-
ność procesu produkcji erytrytolu przez szczep Wratislavia K1. Wzrost 
biomasy i produkcję erytrytolu przedstawiono na Rysunku 1, natomiast 
parametry, takie jak wydajność, produktywność oraz szybkość właści-
wa produkcji, zostały zestawione w tab. 2.

Hodowle prowadzono do momentu całkowitego wykorzystania źró-
dła węgla w podłożu, co w zależności od zastosowanego źródła witamin 
trwało 67÷74,5 h (Rys. 1). Stacjonarną fazę wzrostu drożdże osiągnęły 
po 22÷27 h. Stwierdzono znaczące różnice w ilości uzyskanej biomasy. 
Najwyższe stężenie biomasy, równe 22,3 g·dm-3, obserwowano w ho-
dowli z namokiem kukurydzianym, podczas gdy najniższe, uzyskane 
w hodowli z 400 μg·dm-3 tiaminy, było ponad dwukrotnie mniejsze (10 
g·dm-3).

Proces biosyntezy przebiegał najefektywniej przy zastosowaniu 
1 g·dm-3 ekstraktu drożdżowego (Tab. 2). w hodowli tej drożdże pro-
dukowały 42,2 g·dm-3 erytrytolu z wydajnością 0,43 g·g-1, co odpo-
wiadało produktywności 0,63 g·dm-3·h-1 oraz szybkości właściwej pro-
dukcji 0,038 g·g-1·h-1. Mimo niższego stężenia uzyskanego produktu 
(32,3 g·dm-3), wyższą właściwą szybkość produkcji erytrytolu (0,043 
g·g-1·h-1) obserwowano przy zastosowaniu 400 μg·dm-3  tiaminy, co wy-
nikało z niższego poziomu biomasy w tej hodowli. W porównaniu do 
hodowli wstrząsanych, jedynie w hodowli z namokiem kukurydzianym 
nie obserwowano zwiększenia wydajności produkowanego erytrytolu 
[0,28 g·g-1] i tylko nieznaczną poprawę pozostałych parametrów kine-
tycznych procesu (Tab. 1 i 2).

W badaniach nad wpływem różnych witamin na produkcję erytryto-
lu przez Torula sp. [Hajny i in., 1964] nie obserwowano formowania 
produktu tylko, gdy w składzie podłoży pominięto tiaminę, co suge-
ruje, iż witamina B1 pełni istotną funkcję w procesie biosyntezy tego 
poliolu. Namok kukurydziany dostarcza niewielkich ilości tej witaminy 
– zastosowane w hodowli bioreaktorowej stężenie namoku (12 g·dm-3) 
mogło odpowiadać zaledwie 10,8÷36 μg·dm-3 tej tiaminy. Można zatem 
wnioskować, iż załamanie biosyntezy erytrytolu pod koniec procesu, 
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obserwowane tylko w hodowli z namokiem, było związane z niewielką 
ilością tiaminy w podłożu.

Tak jak w przypadku hodowli wstrząsanych, w procesach prowadzo-
nych w bioreaktorze stwierdzono obecność mannitolu i arabitolu, jed-
nak ich stężenie nie przekroczyło, odpowiednio 4,9 i 1,1 g·dm-3 (dane 
nie prezentowane). Ponadto, w hodowli z dodatkiem ekstraktu droż-
dżowego nie stwierdzono produkcji kwasów organicznych. w pozo-
stałych procesach stężenie kwasu α-ketoglutarowego nie przekroczyło 
0,3 g·dm-3, a cytrynowego 4,7 g·dm-3.

W badaniach nad biosyntezą erytrytolu z glicerolu czystego i odpa-
dowego (150 g·dm-3) przez szczep Y. lipolytica A-10 użycie ekstraktu 
drożdżowego w stężeniu 1 g·dm-3 skutkowało produkcją, odpowiednio 
63 i 59 g·dm-3 erytrytolu z wydajnością 0,41 oraz 0,37 g·g-1 [Tomaszew-
ska i in., 2011], a więc niższą niż w prezentowanej pracy. w hodowli 
zasilanej, w której całkowite stężenie substratu wynosiło 300 g·dm-3, 
szczep Y. lipolytica K1 zdolny był do produkcji 170 g·dm-3 erytrytolu 
z glicerolu odpadowego, z wydajnością 0,56 g·g-1 oraz produktywnością 
1 g·dm-3·h-1, natomiast w podłożach z glukozą wartość tych parametrów 
wyniosła, odpowiednio 0,14 g·g-1 oraz 0,09 g·dm-3·h-1, a stężenie pro-
duktu nie przekroczyło 23 g·dm-3 [Rymowicz i in., 2009]. Przy zasto-
sowaniu równie wysokiego stężenia glukozy i optymalnej, dla użyte-
go szczepu Moniliella sp., dawki ekstraktu drożdżowego (10 g·dm-3), 
mimo znacznych ilości produkowanego erytrytolu (116,4 g·dm-3) wy-
dajność produkcji wyniosła 39,4% [Lin i in., 2001], a więc była niższa 
niż w prezentowanej pracy. Wykorzystanie innych mikroorganizmów 
do produkcji erytrytolu oparte jest na wykorzystaniu glukozy jako źró-
dła węgla. w procesach tych stężenie produkowanego erytrytolu, zależ-
nie od wykorzystanych drobnoustrojów oraz składu podłoży, oscylo-
wało w granicach 18÷243 g·dm-3 [Tomaszewska i in., 2011]. Najwyższą 
jak dotąd wydajność i produktywność procesu biosyntezy erytrytolu, 
odpowiednio 0,63 g·g-1 oraz 1,98 g·dm-3·h-1, odnotowano dla szczepu 
Moniliella sp. 44 N61188-12 [Lin i in., 2010].

Podsumowanie i wnioski
Uzyskane wyniki potwierdziły, iż tiamina jest niezbędną witaminą 

dla wydajnej i efektywnej produkcji erytrytolu z glicerolu przez droż-

dże Y. lipolytica. Naturalnym źródłem tej witaminy w podłożu produk-
cyjnym może być ekstrakt drożdżowy oraz namok kukurydziany. 

Proces biosyntezy zachodził najefektywniej w hodowlach z dodat-
kiem 1 g·dm-3 ekstraktu drożdżowego, w których drożdże produkowały 
42,2 g·dm-3 erytrytolu z wydajnością 0,43 g·g-1 i szybkością produkcji 
0,63 g·dm-3·h-1.
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Rys. 1. Produkcja biomasy i erytrytolu z glicerolu przez szczep drożdży Y. lipolytica 
Wratislavia K1 przy zastosowaniu różnych źródeł witamin

Tab. 2. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep drożdży 
Y. lipolytica Wratislavia K1w hodowlach bioreaktorowych przy zastosowaniu różnych 

źródeł witamin

Źródło witamin T
[h]

YERY
[g·g-1]

QERY
[g·dm-3·h-1]

qERY
[g·dm-3·h-1]

Ekstrakt drożdżowy 1 g·dm-3 67 0,43 0,63 0,038
Namok kukurydziany 12 g·dm-3 67 0,28 0,39 0,017
Tiamina 200 μg·dm-3 71,5 0,36 0,48 0,038
Tiamina 400 μg·dm-3 74,5 0,33 0,43 0,043


