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1. Wstep

lokulacja mikroorganizméw zwana inaczej ktaczkowaniem jest zjawiskiem
ananym, wykorzystanym praktycznie w réznych procesach biotechnologi-

cznych. Naturalne zdolnosci niektérych szczepéw drozdzy lub bakterii
tworzenia agregatéw sg dobrze poznane i wykorzystywane miedzy innymi
w browarnictwie i przemysle spirytusowym (2,9,11). Zjawisko to z powodze-
niem wykorzystywano takze do wstepnej separacji masy komorkowej z ply-
now pohodowlanych (3,4,7). Flokulacja moze by¢ takze interesujacg metoda
unieruchamiania komorek i zastosowania ich w ciggltych systemach hodow-
lanych (2,5). Mikroorganizmy, ktére nie majg naturalnych uzdolnier do flo-
kulacji tworzg aglomeraty komorek w obecnosci réznych zwigzkéw chemicz-
nych. W sposob sztuczny mozna wywota¢ zjawisko kiaczkowania za pomocg
poliwinyloalkoholi (9), polielektrolitéw (5,6,12) lub zwigzkéw koloidalnych
(3,4) wprowadzonych do zawiesiny komoérek. Wsrdd wielu zwiazkéw chemi-
cznych powodujacych taczenie sie pojedynczych komdérek w agregaty jest
bentonit i chitozan (7,18).

Celem niniejszej pracy byto dobranie optymalnych warunkéw flokulacji
drozdzy Yarrowia lipolytica w brzeczce fermentacyjnej za pomoca chitozanu
i bentonitu oraz ocena uzdolnieh kiaczkujacych form drozdzy do biosyntezy
kwasu cytrynowego w poréwnaniu do wolnych komérek.

2. Materiat i metody badan

Mikroorganizmy. Wykorzystano nastepujace szczepy drozdzy Yarrowia
lipolytica A-101, Y. lipolytica A-101.1.31, Y. lipolytica A-101.1.22, pochodzace

biotechnologia 3 (34) '96

do



156 Waldemar Rymowicz, Maria Wojtatowicz

Z wihasnej kolekcji drozdzy, Y. lipolytica ATCC 8661 z kolekcji amerykanskiej
ATCC.

Podioza. Podioze inokulacyjne YPG zawierato (g/dm”): glukoze — 40,0;
ekstrakt drozdzowy — 10,0; bacto-pepton — 20,0 rozpuszczone w wodzie
wodociggowej (pH 7,0).

Podtoze produkcyjne miato nastepujacy sktad (g/dm”): glukoza — 100,0;
NH4Cl — 1,2; KH2PO4 — 0,2; MgS04x7H20 — 0,5; ekstrakt drozdzowy
— 1,0; CaCOs — 20,0; woda wodociggowa do 1 dm”. pH podioza wynosito
5,5.

Hodowle. Hodowle inokulacyjne prowadzono w 300 cm” kolbach stozko-
wych zawierajacych 25 cm” podioza na wstrzgsarce rotacyjnej przy obrotach
160 rpm, w temp. 30°C przez 48 godzin.

Hodowle produkcyjne, w zaleznosci od eksperymentu, prowadzono
w 300 cm” kolbach stozkowych zawierajgcych 25 cm” podioza na wstrzg-
sarce rotac}jnej w temp. 30°C przez 7 dni lub w 1-litrowym fermentorze
typu Biostat (Braun-Melsungen) zawierajgcym 800 cm” podioza przy szyb-
ko$ci mieszania 600 obr/min, przeptywie powietrza 400 cm”/min, w temp.
30°C. pH 5,5 utrzymywano automatycznie za pomoca 5 M NaOH.

Flokulacja. Test flokulacyjny wykonywano zgodnie z metodyka podang
przez Hughesa i wsp. (7). Zawiesing komorek drozdzy w itosci 100 cm” po-
bierano z fermentora w fazie stacjonarnej, przenoszono do kolby stozkowej
0 poj. 300 cm” i dodawano odpowiednie ilosci 1% roztworu chitozanu lub
1% zawiesiny bentonitu. W testach z bentonitem dodawano do zawiesiny
komérek dodatkowo 100 mg/dm” jonéw Ca'™ lub Mg+2 w formie, odpowie-
dnio CaCl2x2H20 lub MgS04x7H20. Prdby wstrzasano najpierw przy 160 rpm
przez 15 minut, a nastepnie przy 50 rpm przez 10 minut, w temperaturze
pokojowej. Cato$¢ przenoszono do 100 cm” cylindra miarowego i po 15 mi-
nutach odczytywano zmetnienie cieczy nad osadem przy X = 600 nm. Efe-
ktywno$¢é procesu flokulacji wyznaczano jako tzw. procent redukcji zmetnie-
nia {% RT), ktéry obliczano wg formuly:

E2

%RT=(1- -

) X 100

Es5- poczgtkowe zmetnienie zawiesiny komorek bez dodatku flokulanta,
E2- zmetnienie zawiesiny komoérek po dodaniu flokulanta i 15-minutowym czasie sedymen-
tacji.

Ftokulacje komorek w wodzie destylowanej prowadzono podobnie jak
w brzeczce fermentacyjnej. Odwirowane ze 100 cm” hodowli komdrki prze-
mywano i zawieszano w wodzie destylowanej do poczatkowej objetosci.

Metody analityczne. Kwas cytrynowy oznaczano spektrofotometrycznie
metodg pentabromoacetonowsg (16). Biomase oznaczano wagowo, przy czym
proby pobierane z hodowli (10 ¢cm”) filtrowano na sgaczkach firmy Synpor,
nastepnie przemywano wodg i suszono w temp. 105°C do statej masy.
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3.Wyniki i ich dyskusja

3.1. Flokulacja drozdzy z udziatem bentonitu

Drozdze Y. lipolytica tworzyly w obecnosci bentonitu makroskopowe, szyb-
ko sedymentujace agregaty komdrkowe. Efektywnos$¢ procesu flokulacji za-
lezata od dawki flokulanta, $rodowiska, w ktorym ten proces prowadzono,
obecnosci jonow Ca™ lub Mg A takze od szczepu drozdzy (rys. la,b,c,d).

Drozdze flokulowaty tatwiej w wodzie destylowanej niz w podtozu hodow-
lanym, tworzgc duze aglomeraty komorkowe. Zwiekszenie réznicy gestosci
miedzy fazg ciekla a komoérka, powodowato szybka i tatwg sedymentacje
takich czgstek. W brzeczce fermentacyjnej do wywotania podobnego efektu
niezbedne byly znacznie wyzsze dawki bentonitu, przy tej samej gestosci
komoérek. Optymalne dawki flokulanta, przy ktérych nastepowata ponad 80%
redukcja zmetnienia zawiesin komorkowych, wynosity w brzeczce fermenta-
cyjnej 30 - 80 mg/g biomasy, za§ w wodzie 8-36 mg/g biomasy. Byly to
dawki znacznie nizsze w pordwnaniu do stosowanych zwykle dla innych
mikroorganizmoéw. W przypadku flokulacji bakterii, dobre efekty agregacji
osiggano przy 10-krotnie wyzszych dawkach bentonitu, tj. 500- 1000 mg/g
biomasy (3).

Mutanty octanowe szczepu A-101 (lys. lIc,d) flokulowaty przy znacznie
nizszych dawkach bentonitu niz szczep rodzicielski oraz inny szczep dziki
ATCC 8661. Ponadto, na proces ich flokulacji korzystnie wptywata obecnos¢
jonow Mg+2. Jony Ca"™ mialy mniejsze znaczenie i to zaréwno w przypadku
komérek zawieszonych w wodzie jak i w brzeczce fermentacyjnej. Szczepy
dzikie agregatowaty rownie efektywnie w obecnosci jonéw Mg"™” jak i jonow
Ca+2 (rys. la,b). Moze to wskazywa¢ na pewne roznice w strukturze Sciany
komdrkowej badanych mutantéw i naturalnych szczepéw drozdzy.

Drozdze zawierajgce w swojej Scianie komorkowej specyficzne lektyny,
fatwo wigzg sie do a-mannanu. Jony Cat+" sg kofaktorami aktywujgcymi
takie wigzania (17). Wiekszo$¢ autorow skiania sie do tezy, ze flokulacja
drozdzy jest wapniowo-zalezna (4,15). Brak jonéw Ca+" w podiozu uniemo-
zliwiat flokulacje niektérych drobnoustrojow jak Saccharomyces cerevisiae
(1) czy Kluyuera cryocrescens (7). Jony Mg+" bardziej stymulowaty kiaczko-
wanie bakterii w obecnosci bentonitu, posredniczac w tworzeniu struktury
bakteria — Mg+* — bentonit (3).

3.2. Flokulacja drozdzy z udziatem chitozanu

Whprowadzenie chitozanu do zawiesiny komérek badanych drozdzy wywo-
tywato proces ich klaczkowania, przy czym w odréznieniu od bentonitu, chi-
tozan dziatat skuteczniej w podtozu hodowlanym niz w wodzie (rys. 2 a, b).
Obserwowano rowniez bardziej zroznicowang reakcje poszczegolnych szcze-
péw na dziatanie tego czynnika flpkulujgcego. Wyttumaczenie tego zjawiska
mozna wigzac jedynie z wiekszym wzrostem hydrofobowosci $ciany komor-
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kowej drozdzy w podiozu hodowlanym zawierajagcym chitozan. Zwiekszona
hydrofobowos$¢ Sciany komdrkowej sprzyja kontaktowi komdrka-komorka
(17). Weir i wsp. (18) w podtozach hodowlanych zaobserwowali obnizenie
efektsTwnosci dziatania chitozanu w poréwnaniu do jego wasciwosci w wo-
dzie. Pewna ilos¢ chitozanu tworzyla nierozpuszczalne zwiagzki z potianio-
nowymi komponentami podioza, takimi jak ekstrakt drozdzowy lub biatka.

Ogblnie mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem dawki chitozanu w pod-
tozu wzrastata efektywnos¢ flokulacji szczepdw dzikich A-101 i ATCC 8661
(rys. 2a). Dobry efekt flokulacji szczepu A-101, wyrazajacy sie ponad 90%

CHITOZAN (mg/g biomasy)

CHITOZAN (mg/g biomasy)

Rys. 2a,b. Wplyw dawki chitozanu na flokulacje szczepéw Y. lipolytica w wodzie destylowanej
i w podiozu produkcyjnym przy pH 5, (A, A), A-101; (O, =) ATCC 8661; (O, m ) A-101.1.22;
(O, ¢) A-101.1.31. Symbole puste — woda destylowana: petne — podtoze produkcyjne.
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redukcjg zmetnienia zawiesiny komorek w podtozu, uzyskano dopiero przy
wysokiej dawce 100 mg chitozanu/g biomasy. W tych warunkach w przy-
padku szczepu ATCC 8661 osiggano zaledwie 74% RT. Drozdze zawieszone
w wodzie i traktowane chitozanem charakteryzowaty sie mata zdotnoscig do
flokutacji i nie ulegaty lizie. Nawet najwyzsze dawki tego flokutanta powo-
dowaty tytko niewietki spadek zmetnienia zawiesin.

Mutanty A-101.1.31 i A-101.1.22, roznigce sie od szczepu rodzicielskiego
A-101 brakiem zdolnoSci do wzrostu na octanie jako jedynym Zrédle wegla,
zachowywaly sie inaczej niz szczep wyjsciowy w obecnosci chitozanu
(rys. 2b). Drozdze te dobrze flokutowaty juz przy niskich dawkach chitozanu,
w zakresie stezenia 3-30 mg/g biomasy, i to zaréwno w Ssrodowisku wodnym
jak i w poditozu do biosyntezy kwasu cytrynowego. Optymalna dawka tego
flokutanta w podtozu produkcyjnym, przy ktorej stopien redukcji zmetnienia
wynosit powyzej 90%, byta podobna dla obu szczepow i wimosila 10-20 mg/g
biomasy. Zwiekszenie dawki chitozanu w podtozu powyzej 20 mg/g biomasy
powodowato obnizenie zdolnosci do ktaczkowania komérek szczepu A-101.1.31.
Szczep A-101.1.22 dobrze kiaczkowat w wodzie i w podtozu przy wyzszych
dawkach flokutanta.

Tak zréznicowane zachowanie sie drozd”™ tego samego gatunku w obec-
nosci polikationitu, jakim jest chitozan, zwigzane by¢ moze z wielko$cig po-
tencjatlu zeta na powierzchni $ciany komorkowej szczepu macierzystego
i otrzymanych z niego mutantéw. Z licznych badan wynika, ze duza role
przy flokutacji odgrywajg wiasnie oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy
$ciang komorkowa a potietektrotitami (1,4,17).

Bakterie Escherichia coli i Bacillus subtilis flokutowaty juz przy dawkach
chitozanu 2-4 mg/g biomasy. Nastepowata wéwczas ponad 90% redukcja
zmetnienia, podczas gdy dla bakterii Zymomonas mobilis osiggnieto zaledwie
3,9% redukcji (7). Hughens i wsp. (6) stosujac handlowy preparat HYDRO-
COL zawierajacy w swoim skiadzie chitozan, uzyskali dla tych bakterii bar-
dzo dobry efekt klaczkowania.

3.3. Wptyw pH na flokulacje drozdzy

Badane szczepy Y. lipolytica produkujg kwas cytrynowy z glukozy, z naj-
wiekszg intensywnoscia i wydajnoscig przy pH okoto 5,5. Z tego tez wzgledu
w opisanych testach flokulacyjnych, ktérych celem byto ustalenie optymal-
nych dawek flokulantéw dla poszczegélnych kultur drozdzy, stosowano state
pH srodowiska 5,5. Tymczasem z literatury wiadomo, ze odczyn srodowiska,
w ktorym flokulacja komérek zachodzi najlepiej, moze sie istotnie rdzni¢
w zaleznos$ci od typu mikroorganizmu poddawanego temu procesowi. Przy-
ktadowo, stwierdzono, ze bakterie Zymomonas mobilis dobrze klaczkowatly
w obecnosci chitozanu w szerokim zakresie pH 3-7, podczas gdy Bacillus
subtilis najlepiej flokulowat przy pH 4,0, a Escherichia coliw pH 5-7 (6,7).

W artykule tym wykazano réwniez istotny wptyw pH na efektywnos¢ flo-
kutacji komorek drozdzy Y. lipolytica (rys. 3a, b). Flokulacje prowadzono w po-
dtozu do produkcji kwasu cytrynowego w obecnos$ci optymalnej dawki chito-
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zanu i bentonitu, przy pH w zakresie od 3 do 7. Drozdze flokulowaty najlepiej
w niskim pH 3-5. Wedtug Hughes i wsp. (6) kombinacja elektrostatycznego
oddziatywania z wigzaniami wodorowymi pomiedzy flokulantem a skfadnikami
Sciany komorkowej jest bardziej efektywna w pH stabo kwasnym (6). Ze wzros-
tem wartosci pH powyzej 5,0 zdotno$é ktaczkowania komorek obnizata sie
silniej w obecnosci chitozanu niz bentonitu. Wyjatek stanowit szczep ATCC
8661, ktory pod dziataniem bentonitu dobrze flokulowat w catym zakresie
badanego pH, natomiast w obecnosci chitozanu kiaczkowanie drozdzy byto
nieefektywne. W optymalnym pH 5,0 uzyskano tylko 45% redukcje zmetnie-
nia. Z danych przedstawionych na rys. 3a, b mozna zauwazy¢, ze optymalny
zakres pH flokulacji mutanta oct' A-101.1.31 byt wezszy niz flokulacji szczepu

pH

Rys. 3a,b. Wptyw pH podtoza produkci™nego na flokulacje szczep6éw Y. lipolytica w obecnosci
chitozanu (a) i bentonitu (b). Oznaczenie szczep6w tcik jak na lys. 2a,b.
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rodzicielskiego A-101, a takze drugiego mutanta A-101.1.22 i wynosit pH 4
- 5 w przypadku chitozanu i pH 3 - 4 w przypadku bentonitu.

3.4. Biosynteza kwasu cytrynowego przez flokulowane bentonitem
i chitozanem komorki V. lipolytica

W 7-dobowych hodowlach wstrzasanych sprawdzono wplyw chitozanu
i bentonitu na biosynteze kwasu eytrynowego przez badane szczepy drozdzy.
Po uzyskaniu stacjonarnej fazy wzrostu do podtdéz produkcyjnych wprowa-
dzono flokulanty w dawkach zapewniajacych optymalny efekt flokulacji ba-
danych szczepdw drozdzy. Wyniki przedstawiono na rys. 4. Obecno$¢ bada-
nych flokulantéw w brzeczce fermentacyjnej hamowata proces biosyntezy
kwasu cytrynowego przez wszystkie szczepy Y. lipolytica. W hodowli wstrza-
sanej klaczki drozdzy byly niestabilne i ulegaty zniszczeniu. Po 24 godzinaeh
hodowli w podtozu hodowlanym byly tylko wolne komorki.

W poréwnaniu do hodowli z chitozanem bentonit w mniejszym stopniu
wptywat na obnizenie produkcji kwasu cytrynowego. llo$¢ kwasu w hodow-
lach zawierajacych bentonit byta na poziomie 37,2 - 47,6 g/l. W hodowlach
zawierajacych chitozan ilo$¢ kwasu cytrynowego ksztattowata sie na poziomie
22,0 - 28,6 g/t, podczas gdy w hodowlach bez flokulantow drozdze Y. lipo-
Iytica produkowaty 55 - 62 g/l kwasu. Niekorzystne oddziatywanie ehitozanu
obserwowano takze przy putapkowaniu Y. lipolytica w modyfikowanych chi-
tozanem zelach alginianowych (13). Drozdze putapkowane tylko w alginianie
wapnia, wykazywaly wyzsza dynamike produkcji kwasu cytiynowego (14).

80
3 60 -
g
40 -
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B 20 .

A-101 ATCC 8661 A-101.1.22 A-101.1.31

| KONTROLA cHitozan  lilil BenToNIT

Rys. 4. Wptyw obecnosci chitozanu i bentonitu na produkcje kwasu cytiynowego przez szcze-
py Y. lipolytica w 7-dobowej hodowli wstrzasanej.
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w literaturze mozna znalez¢ przyklady dobrej aktywnosci flokulowanych
sztucznie mikroorganizméw. Ghommidh i Bu'Lock (5) uzyskali 8-krotnie wyz-
szg produktywnos¢ etanolu w hodowli ze szczepem Z. mobilis ZN-3, ktdérego
flokulacje wywotano kompleksem syntetycznych polielektrolitéw zawieraja-
cych chitozan. Takze aktywnos$¢ kwasotwdércza sztucznie flokulowanego
szczepu Aspergillus terreus byla poréwnywatna z aktywnoscig wolnych ko-
morek (10).

W reaktorze z mieszadtem mechanicznym badano kinetyke procesu bio-
syntezy kwasu cytrynowego przez szczep Y. lipolytica A-101.1.31 w obecnosci
chitozanu. Po osiggnieciu fazy stacjonarnej, wywotano klaczkowanie drozdzy
dodatkiem flokulanta w ilosci 20 mg/g biomasy. Podstawowe parametry Kine-
tyczne procesu oraz wydajnosci byly zdecydowanie nizsze w poréwnaniu do
hodowli bez chitozanu (tab. 1). Szybko$¢ produkcji kwasu cytrynowego
w obecnosci chitozanu byfa blisko 3-krotnie nizsza i wynosita Qkc=0»34 g/lh.
W tym samym czasie w hodowli bez flokulanta drozdze Y. lipolytica A-101.1.31
nagromadzity 64,6 g/l kwasu cytrynowego z szybkoscia Qkc=0,96 g/lh i wy-
dajnoscig catkowita Yc=0,73 g/g.

Tabela 1
Parametry kinetyczne i wskazniki wydajnosci w 4-dobowej hodowli stacjonarnej
Y, UPOLYTICA A-101.1.31 W BIOREAKTORZE

Chitozan (mg/l)

300,0 0,0
kwas cytrynowy KC (a/l) 32,3 64,6
produktywno$¢ kwasu cytrynowego QkC (g/lh) 0,34 0,96
wydajnos¢ produktu Yp/g (9/g) 0,63 0,85
wydajno$¢ catkowita (9/g) 0,54 0,73

Podobnie jak w hodowli wstrzasanej, w reaktorze z mieszadtem mecha-
nicznym nastepowat rozpad kiaczkéw, co Swiadczy o niestabilnosci takich
agregatow w warunkach intensjwnego mieszania. Umiarkowane mieszanie
w bioreaktorze jest korzystne w procesie agregacji. Utatwia zderzanie poje-
dynczych komorek, co w rezultacie zwieksza efektywnos$é procesu flokulacji
(4,17).

Zastosowanie reaktora fluidyzacyjnego lub typu air-lift oraz uzycie innych
zwigzkow flokulujagcych moze przyczynic¢ sie do utrzdrmania form kiaczkuja-
cych oraz poprawy efektywnosci procesu biosyntezy kwasu cytrynowego
przez flokulowane sztucznie drozdze Y. lipolytica, co bedzie przedmiotem dal-
szych badari.

biotechnologia 3 (34) 96
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An attempt to use artificially flocculated Yarrowia lipolytica cells for citric
acid production

Summary

Strains of Y. lipolytica were flocculated in the presence of two additives either bentonite or

chitosan. The effects of the flocculant doses and the pH on the yeast flocculation were studied.
Stability of cell floes and their capability to citric acid production was examined in shaker flask
and stirred bioreactor cultures. The optimal flocculant doses corresponding to the maximal
reduction of turbidity of cell suspensions (%RT) in the production medium were in the range of
10 - 110 mg chitosan/g biomass and 30-80 mg bentonite/g biomass. Flocculated Y. lipolytica
produced less citric acid and the volumetric citric acid productivity was lower as compared to
free cell cultures.
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