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1. Wstep

cytrynowego. W poréwnaniu do grzybéw strzepkowych Aspergillus niger,
wykorzystywanych w przemystowej produkcji tego kwasu, drozdze charakte-
ryzujg sie wyzszg dynamikag wzrostu i syntezy kwasu. Ponadto majg uzdol-
nienia nie tylko do utylizacji weglowodandéw, lecz réwniez niekonwencjonal-
nych substratow, takich jak: weglowodory, oleje roslinne, etanol i kwasy
ttuszczowe. Drozdze Y. lipolytica sg mniej wrazliwe na rdézne stresy $Srodowi-
skowe, m.in. na podwyzszong zawartos¢ jonoéw metali, zwlaszcza Fe'™ Mn+2,
czy wysokie stezenie cukru. Organizmy te tworzg jednokomorkowe poputacje,
bardziej pozadane w procesach ciggtych. Pewng niedogodnoscig drozdzowej
fermentacji cytrynowej jest uboczna produkcja kwasu izocytrynowego siega-
jaca w pozywkach cukrowych 10-20% ogo6tu tworzonych kwasow (8,18).
Proces produkciji kwasu cytrynowego pri?y uzyciu drozdzy wzbudza szerokie
zainteresowanie i jest badany w roznych aspektach. Wiele miejsea w tema-
tycznym pismiennictwie z ostatnich lat zajmujg zagadnienia technologiczne.
Przedmiotem badan sg zaréwno procesy okresowe (2,4,18) jak i ciagte z udzia-
tem wolnych (2,6,8) i immobilizowanych komorek drozdzy (5,9,13,14).
W pracy tej poréwnano produktywnos¢ i wydajnos¢ kwasu cytrynowego
z glukozy w procesie okresowym, okresowym z zasilaniem oraz polciggtym
z zawracaniem komdorek Y. lipolytica.

Drozdze Yarrowia lipolytica mogag by¢ ewentualnym producentem kwasu

2. Materialy i metody badan

Mikroorganizm. Do biosyntezy kwasu cytrynowego stosowano szczep Yar-
rowia lipolytica A-1Ol pochodzacy z wiasnej kolekcji drozdzy. Kulture prze-
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chowywano na podiozu YM pod parafing, w temperaturze +4°C, przeszcze-
piajac jg raz w roku.

Podtoze wzrostowe (GM) zawierato glukoze — 40 g; NH4Ct — 3 g; KH2PO4
— 0,5 g: MgS04 X 7TH20 — 1 g: ekstrakt drozdzowy — 1 g w 1 dm” wody
wodociggowej.

W skiad poditoza produkcyjnego (PM) wchodzita: gtukoza techniczna —
100-200 g: NH4ClI — 1-3 g: KH2PO4 — 0,1 g; MgSO4x7H20 — 0,5 g;
ekstrakt drozdzowy — 1g; woda wodociggowa ldm~.

3. Technika hodowli

Inoculum namnazano w kolbach o objetosci 500 cm” zawierajacych
100 cm” podtoza GM, na wstrzgsarce, w temp. 29°C, przez 48 godzin.

Hodowle produkcyjne wykonywano w 10 dm” fermentorze AK-210 [Vnesh-
technika) zawierajgcym wyjsciowo 5,5 dm” podtoza PM i biomase z 300 cm”
GM, jako inoculum. W czasie hodowli utrzymywano pH 5,5 za pomoca roz-
tworu 10 mol NaOH, natlenienie 60-80% stanu nasycenia O2 w fazie wzrostu
i 40-50% w fazie produkcji kwasoéw oraz temp. 29°C.

Hodowle okresowe (ang. batch culture — BC) prowadzono przy stezeniu
glukozy 100 i 180 g/dm~” i odpowiednio 1 i 2 g/dm”™ NHA4CIl, w czasie nie-
zbednym do catkowitego wykorzystania cukru.

Hodowle okresowg zasilang (ang. fed-batch culture — FBC) rozpoczynano
w podtozu o objetosci 5,5 dm”, zawierajagcym 135 g/dm” glukozy i 3 g/dm”
NH4Cl Po obnizeniu sie stezenia cukru do okoto 50 g/dm” uruchamiano
pompe membranowa (Braun-Metsungen), ktéra w sposéb ciagly, z szybkoscig
15 cm”/h, dozowata do hodowli 70% roztwor glukozy w tacznej objetosci
0,8 dm”. Czas zasilania hodowli glukozg zaznaczony jest na rys. 1. Objetos¢
koricowa hodowli wynosita 6,6 dm” (w catym procesie wprowadzono dodat-
kowo 0,3 dm” tugu sodowego w celu neutralizacji powstajgcych kwaséw).

Hodowle péiciaglta z zawracaniem biomasy (ang. semicontinuous culture with ceR
recycling — SCC), prowadzono w ten sposéb, ze drozdze najpierw wyrastaty i pro-
dukowaty kwasy w pozywce PM, zawierajacej 150 g/dm” glukozy i 3 g/dm”™ NH”CL.

Po zakonczeniu hodowli stacjonarnej (cykl ) odbierano potowe zawartosci
fermentora, oddzielano biomase przez wirowanie i zawracano ja ponownie do
bioreaktora wraz z analogiczng do odebranej objetoscig Swiezego podioza, ale
bez azotu. W ten sposdb rozpoczynano Il i kolejne cykle hodowlane.

4. Metody analiz

Kwas cytrynowy (CA) oznaczano za pomocag metody pentabromoacetonowej
(17), kwas izocytrynowy (IGA) enzymatycznie z udziatem NADP-zaleznej dehy-
drogenazy izocytiynianowej (15), glukoze przy zastosowaniu metody Nelsona
(11), biomase — wagowo.
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5. Wyniki i dyskusja

Szczep drozdzy Yarrowia lipolytica A-101 produkowat w hodowlach okre-
sowych na glukozie kwas cytrynowy (CA) i towarzyszacy mu kwas izocytry-
nowy (ICA) z r6zng szybkoscig i wydajnoscia, zaleznie od wyjsciowego stezenia
cukru (tab.l i 2).

Tabela 1

Wskazniki technologiczne charakteryzujace hodowle okresowe (bc)
Y. LIPOLYTICA A-101 PRZY ROZNYM STEZENIU GLUKOZY

Hodowla Glukoza NH4CI Czas X CA ICA Yc
(g/dm™) (g/dm”) (h) (9/dm”™) (g/dm?) (g/dm”) (9/9)
A 180 2,0 76 13,8 98,8 16,0 0,65
(B) 100 1,0 84 7.1 63,7 10,2 0,74

Yc ““* wydajnos¢ catkowita procesu na wprowadzong glukoze.

Fermentacja (A) przy stezeniu 180 g/dm” glukozy trwata zaledwie 76 go-
dzin i byta o 8 godzin krétsza w poréwnaniu do procesu (B) prowadzonego
przy 100 g/dm” cukru. Nagromadzato sie w niej fgcznie 114,8 g (CA+ICA)/dm~.
Kwas izocytrynowy stanowit w obu hodowlach 14% sumy kwasow (tab. 1).
Produktywnos$¢ procesu (A), wynoszgca 1,51 g/dm”h, byta w przyblizeniu dwa
razy wyzsza od stwierdzanej w fermentacji z A. niger (10). Wysokie wyjsciowe
stezenie cukru korzystnie wptywato na zwiekszenie szybkosci wiasciwej wzro-
stu drozdzy (g) i szybkosci wiasciwej syntezy kwasow (gp), natomiast wydaj-
nosci biomasy Yx/s i produktu Yp/s byly zdecydowanie nizsze niz w pozywce
niskocukrowej (tab. 2). Wydajnos¢ kwasow ogotem, w przeliczeniu na zuzyta
glukoze (Yp/s), wynosita 0,81 g/g, podczas gdy w poz}wce zawierajacej 10%
cukru 0,91 g/g.

Tabela 2
Pal’AMETRY kinetyki wzrostu, syntezy kwaséw cytrynowych | ZUZYCIA GLUKO02TY
ORAZ wskazniki WYDAINOSCI W HODOWLACH OKRESOWYCH (BC)

Pmax Yx/s as qCA glCA Yp/s Qc
Hodowla h 9/g 9/gh g?gh g/gh g/gh a/g g/din”™h
(A) 0,244 0,31 0,172 0,139 0,119 0,020 0,81 1,51
®) 0,210 0,38 0,135 0,122 0,105 0,017 0,91 0,88
I"max — szybko$¢ wiasciwa wzrostu w fazie logarytmicznej: Yx/S — wydajno$¢ wzrostu w fazie
logarytmicznej: Qg, gp, gCA, qlCA — szybkosci wiasciwe: zuzycia glukozy, syntezy kwaséw ogo-
tem, kwasu cytrynowego i izocytrynowego w statej fazie produkcji: Yp/lg — wydajnos¢ kwasow
ogotem w fazie statej produkcji Qc — catkowita produktywnos$¢ procesu.

Nizsza wydajnos$¢ biosyntezy w warunkach wysokiego stezenia substratu
mogta by¢ rezultatem nagromadzania sie alkoholi cukrowych; glicerolu i ery-
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tiytolu. Zwiagzki te sg produkowane przez drozdze w warunkach wysokiego
cisnienia osmotycznego i petnig role osmoregulatorow (16).

W okresowych hodowlach Y. lipolytica A-101 szybkos¢ wiasciwa tworzenia kwa-
su cytrynowego (qCA) utrzymywata sie na poziomie 0,119 g/gh (A) i 0,105 g/gh
(B). Parametr ten byt znacznie wyzszy anizeli wartos¢ stwierdzona dla innych
szczepow Y. lipolytica, gdzie wahat sie w granicach 0,045-0,07 g/gh (2,4,9).

Wozrost stezenia cukm powodowat zwiekszenie dynamiki wzrostu drozdzy
oraz dynamiki produkcji kwasu, czemu towarzyszyto obnizenie sie zaréwno
wydajnosci biomasy, jak i kwasu. Podobne korelacje pomiedzy parametrami
kinetyki i metabolicznej efektywnosci wzrostu i tworzenia kwaséw cytryno-
wych w kulturach drozdzy stwierdzili réwniez Behrens i wspét. (1). W prze-
ciwienstwie do nich Kim i Roberts (6) oraz Rane i Sims (12) obserwowali, ze
ze wzrostem stezenia glukozy w brzeczce fermentacyjnej, zwiekszala sie za-
rowno szybkos$¢ produkcji kwasu cytrynowego jak i jego wydajnos¢. Wzrost
stezenia glukozy z 50-150 g/dm~”, powodowat zwiekszenie wydajnosci produ-
ktu Yp/s do 0,36-0,79 g/g (12).

Przebieg biosyntezy CA w hodowli okresowej zasilanej (FBC) pokazano na
rys. 1. Proces ten umozliwiat utrzymanie stezenia cukru w czasie fermentacji
na niskim poziomie, sprzyjajagcym jego wydajnej konwersji do kwasu, przy
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Rys. 1. Biosynteza kwasu cytrynowego w okresowej hodowli zasilanej (FBC); w czasie od 28-81
godz. (strzatki) v~rowad.zono 0,8 dm” 70% ro.ztwom glukozy. Liniami ciggfym! zaznaczono ste-
zenia: glukozy (Glu), biomasy (X), kwasu cytrynowego (CA), kwasu izocytrynowego (ICA) w aktu-
alnej objetosci hodowli, linig przerywang zaznaczono stezenie kwaséw ogdtem odniesione do
objetosci wyjsciowej 5,5 dm~.
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Rys. 2. Biosynteza kwasu cytrynowego w poiciggtej hodowli (SCC) z zawracaniem biomasy.

rownoczesnym wysokim zuzyciu ogdlnym tego zrddia wegla. W ciagu 6-dobo-
wej hodowli drozdze wykorzystaty 1300 g glukozy na synteze 90,8 g biomasy
i 932 g kwaséw ogotem. Maksymalne stezenie kwasoéw w koncowej objetosci
6,6 dm” srodowiska wynosito 125 g/dm” CA i 17,5 g/dm” ICA i byto zblizone
do osigganego w brzeczkach melasowych lub sacharozowych z udziatem A, ni-
ger (10), cho€¢ byto istotnie nizsze w poréwnaniu do 200-225 g/dm”™ w pozy-
wkach z weglowodorami (3). Drozdze przestawaty produkowac ICA od piatej
doby, gdy poziom kwasdéw ogoétem zblizyt sie do 120 g/dm~”, za$ szybkos¢
syntezy CA wyraznie sie obnizyta. Prowadzito to do poprawy stosunku CA:ICA
z 86:14 do 88:12.

Hodowle poéiciggla z zawracaniem biomasy (SCC) prowadzono przy konco-
wym stezeniu sumy kwasow nie przekraczajagcym 100-120 g/dm™*”, aby ogra-
niczy¢ efekt hamowania szybkosci syntezy przez pozakomérkowy cytrynian.
W trwajacym 10 dni 4-etapowym procesie uzyskano tacznie 1608 g CA+ICA,
przy stosunku 86:14, kosztem 1959 g gluko?y (rys. 2). Cukier byt wykorzy-
stywany na produkcje biomasy tytko w pierwszym cyklu; w kolejnych trzech
biosynteza kwaséw cytrynowych zachodzita z udziatem nie rosngcych komoé-
rek drozdzy, stad catkowita wydajnos¢ fermentacji byta znacznie wyzsza, 0,82
g CA-f-ICA/g gltukozy wprowadzonej, w poréwnaniu do 0,72 g/g w hodowhi
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okresowej, zasilanej (tab. 3) i 0,65 g/g w zwyklej hodowli stacjonarnej (tab. 1).
Tabela 3
Szybkosci whasciwe syntezy kwaséw cytrynowych i zuzycia glukozy
ORAZ WYDAJINOSC SUMY KWASOW W HODOWLI TYPU FBC
| HODOWLI POLCIAGLEJ Z ZAWRACANIEM BIOMASY (SCC)

CA ICA Yp/s Yc
Hodowla oion  glgh goh  gigh o oo oldmos
FBC 0,102 0,091 0,078 0,013 0,89 0,72 1,17
SCC | cykl 0,119 0,112 0,095 0,017 0,94 0,66 1,36
I cykl 0,105 0,098 0,083 0,015 0,93 0,93 1,34
1 cykl 0,098 0,091 0,077 0,014 0,93 0,93 1,19
IV cykl 0,085 0,077 0,065 0,012 0,91 0,92 0,99
caty proces (10 dni) 0,82 1,22

Proces SCC umozliwit réwniez istotne wydtuzenie efektywnej fazy produkcji
kwaséw w stosunku do hodowli zasilanej glukozg i wyzsza produktywnos$é
catkowita, wynoszaca 1,22 g/dm”~h. Nalezy takze zaznaczy¢, ze w procesie
nie obserwowano zakazen, co mogto wynikac z braku zrédta azotu w pozywce.
Wydaje sie, ze dopiero postepujaca autoliza komoérek drozdzy mogtaby zagro-
zi¢ jatowosci procesu.

Szybkos¢ wiasciwa biosyntezy kwasOw ogoétem utrzymirwala sie na wyso-
kim poziomie 0,112; 0,098 i 0,091 g/gh w trzech pierwszych cyklach hodow-
lanych, ulegajgc znacznemu obnizeniu do 0,077 g/gh dopiero w czwartym
cyklu (tab. 3). Mogto to by¢ spowodowane obnizeniem liczby zywych komérek.
Z przeprowadzonych przez nas badan wynika, ze stezenia kwasu cytrynowego,
ponizej 50 g/dm”, a takze aktywnos$¢ kwasotwoércza nie rosngcych, wolnych
i immobilizowanych komodrek Y. lipolytica pozostawaty praktycznie na nie
zmienionym poziomie w przeciggu diugiego czasu, tj. 20-30 dni. Kim i wspot.
(7) wykazali, ze dodatek niewielkiej ilosci azotu do podtoza w takich proce-
sach, przyczyniat sie do utrzymania zywotnosci drozdzy i wysokiej ich aktyw-
nosci kwasotwaorczej (6).

Na podstawie uzyskanych wynikéw okazuje sie, ze hodowla poéiciggta z
zawracaniem komorek, dzieki niskiemu zuzyciu cukru na produkcje biomasy
i wysokiej aktywnosci kwasotworczej nie rosngcych drozdzy, byta efektywniej-
sza, tak pod wzgledem catkowitej wydajnosci kwasu jak i produktywnosci,
anizeli zwykia hodowla okresowa i hodowla okresowa zasilana.
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Productivity and yield of citrate fermentation by yeast in various cultivation
systems

Su mmary

Citric acid was produced by yeast strain Yarrowia lipolytica A-101 in three various cultivation
systems: batch, fed-batch and semicontinuous culture with cells recycling.

Volumetric citric acid productivity (Q") and acid yield coefficients Pfp/s.Yc) were compared.
The best results were obtained for semicontinuous process; the average volumetric productivity
was 1,22 g/dm”~h and total acid yield was 0,82 g/g. The productivity was remaining stable in
the range of 1,36-1,19 g/dm”h, for three batches of the semicontinuous process and decreased
to 0,99 g/dm”h in the fourth one.

Key words:
yeast, Yarrowia lipolytica, citric acid, cultivation systems.

Adres dla korespondencji:
Maria Wojtatowicz, Waldemar Rymowicz, Katedra Biotechnologii i Mikro-
biologii Zjrwnosci, Akademia Rolnicza, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw.

biotechnologia 2 (29) 95



