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Citric acid production from raw glycerol by Yarrowia lipolytica yeast

S u m m a r y

The present study describes an alternative way of raw glycerol (the main
by-product of bio-diesel production units) valorization with the formation of re-
markable amounts of citric acid. The results of the experiments indicated that
raw glycerol was an adequate substrate for citric acid production by Y. lipolytica.
The highest citric acid concentration of 144,5 gdm-3 was achieved during
fed-batch culture with Y. lipolytica 1.31 yeast strain. The yield of citric acid was
0,72 gg-1.
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1. Wstêp

Grzyby strzêpkowe Aspergilus niger oraz dro¿d¿e z gatunku
Yarrowia lipolytica s¹ obecnie najlepszymi producentami kwasu
cytrynowego (CA) (1-4). Prace nad dro¿d¿ow¹ fermentacj¹ cytry-
now¹, zapocz¹tkowane w latach 60. ubieg³ego wieku, dotyczy³y
g³ównie procesów, w których wykorzystywano wêglowodory ali-
fatyczne jako substraty w tej biosyntezie (5,6). Dopiero pod ko-
niec lat 70., zaczê³y ukazywaæ siê prace, w których wykorzysty-
wano glukozê jako Ÿród³o wêgla i energii (7,8). Przedmiotem
wnikliwych badañ by³y zagadnienia zwi¹zane: z wyjaœnieniem
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mechanizmu nadprodukcji kwasu cytrynowego, wymaganiami pokarmowymi u¿y-
tych szczepów dro¿d¿y, aktywnoœci¹ podstawowych enzymów cyklu Krebsa odpo-
wiedzialnych za wydzielanie kwasu do œrodowiska oraz ocen¹ dynamiki procesu
biosyntezy cytrynianu w hodowlach periodycznych, pó³ci¹g³ych i ci¹g³ych z u¿yciem
wolnych i unieruchomionych komórek (2,4,7,8). Niestety, naturalne szczepy dro¿-
d¿y z gatunku Y. lipolytica s¹ zdolne utylizowaæ tylko nieliczne cukry (glukoza, fruk-
toza). To praktycznie wyklucza mo¿liwoœæ stosowania w biosyntezie kwasu cytryno-
wego tradycyjnych surowców wêglowodanowych m.in. sacharozy lub melasy. Do-
piero szczepy uzyskane na drodze in¿ynierii genetycznej, posiadaj¹ce gen inwerta-
zy, by³y uzdolnione do biosyntezy kwasu cytrynowego z czystej sacharozy lub sa-
charozy zawartej w melasie buraczanej (9-11). Zastosowanie skojarzonych kultur
dro¿d¿y, w których jeden szczep posiada³ aktywnoœæ inwertazy, równie¿ umo¿li-
wia³o zastosowanie sacharozy w takim procesie biosyntezy (12,13). Wyselekcjono-
wane mutanty Y. lipolytica uzdolnione by³y tak¿e do intensywnej produkcji tego
kwasu w pod³o¿ach zawieraj¹cych oleje roœlinne oraz etanol (3,14,15).

W procesie produkcji biopaliw (biodiesla), produkcji estrów metylowych lub
etylowych wy¿szych kwasów t³uszczowych, produktem odpadowym jest frakcja
glicerynowa, która zawiera do 50% glicerolu, resztê tej frakcji stanowi¹ kwasy
t³uszczowe, estry i myd³a. Wed³ug prognoz, w najbli¿szych latach w Polsce produ-
kowane bêd¹ biopaliwa, a odpadowa frakcja glicerynowa stanowiæ bêdzie od 10
do 20% zu¿ytego rzepaku (16). Zagospodarowanie takiej iloœci odpadów bêdzie
nastrêczaæ wiele trudnoœci. Otrzymywanie gliceryny bezwodnej lub kosmetycznej
w procesie destylacji pró¿niowej jest energoch³onne i kosztowne. Przetwarzanie
gliceryny odpadowej w u¿yteczne produkty w procesach biotechnologicznych,
znajduje siê dopiero w fazie badañ laboratoryjnych. Zastosowanie odpadowego
glicerolu do produkcji kwasu cytrynowego przez dro¿d¿e Y. lipolytica jest zagad-
nieniem nowym i ma³o poznanym. Jedynie w badaniach Papanikolaou i wsp. (1) za-
stosowano odpadowy glicerol do produkcji kwasu cytrynowego przez wyselekcjo-
nowany do takiego œrodowiska szczep Y. lipolytica LGAM S(7)1. Badania te by³y jed-
nak przeprowadzone tylko w hodowlach wstrz¹sanych, w których otrzymywano
do 35 gdm-3 kwasu cytrynowego. Glicerol jest natomiast powszechnie stosowany
jako Ÿród³o wêgla w procesie biosyntezy propano-1,3-diolu przez bakterie Clostridium

butyricum (17-19).
Celem tej pracy jest ocena przydatnoœci odpadowego glicerolu, powsta³ego przy

produkcji estrów etylowych wy¿szych kwasów t³uszczowych, do biosyntezy kwasu
cytrynowego przez dro¿d¿e z gatunku Y. lipolytica w hodowlach wg³êbnych.
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2. Materia³y i metody

2.1. Mikroorganizmy

W badaniach wykorzystano 10 szczepów dro¿d¿y z gatunku Y. lipolytica, w tym:
3 szczepy pochodz¹ce z American Type Culture Collection; ATCC 20324, ATCC 20460,
ATCC 8661; 2 szczepy z czeskiej kolekcji CCY; CCY-29-40, CCY 29-26-41 oraz
5 szczepów z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii ¯ywnoœci Akademii
Rolniczej we Wroc³awiu; A-101, 1.22, 1.31, K1 i AWG-7. Szczepy dro¿d¿y przecho-
wywano w temperaturze 4°C na skosach YM.

2.2. Substrat

Do biosyntezy kwasu cytrynowego wykorzystywano glicerol techniczny oraz gli-
cerol odpadowy z instalacji pilotowej produkcji biopaliwa z oleju rzepakowego
(produkcja estrów etylowych wy¿szych kwasów t³uszczowych) na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroc³awskiego. Zawartoœæ glicerolu w otrzymanej frakcji gliceryno-
wej wynosi³a oko³o 45% (w/w), resztê frakcji stanowi³y kwasy t³uszczowe oraz estry
etylowe i myd³a. Glicerol z frakcji glicerynowej ekstrahowano za pomoc¹ wody. Po
rozdzieleniu siê fazy t³uszczowej i wodnej, stê¿enie glicerolu odpadowego w fazie
wodnej wynosi³o oko³o 250 gdm-3.

2.3. Techniki hodowlane

W pierwszym etapie badañ, uzdolnienia dro¿d¿y z gatunku Y. lipolytica do bio-
syntezy kwasu cytrynowego z glicerolu sprawdzano w hodowlach wstrz¹sanych sto-
suj¹c pod³o¿e z glicerolem technicznym i glicerolem odpadowym. Sk³ad tego pod-
³o¿a przedstawiono w tabeli 1. Hodowlê prowadzono na wstrz¹sarce typu G10 firmy
New Brunswick, przy obrotach 160 rpm (iloœæ obrotów min-1), w temperaturze 30°C
przez 7 dni. Doœwiadczenie wykonano w dwóch powtórzeniach dla ka¿dego szcze-
pu dro¿d¿y. Szczepy, które produkowa³y najwy¿sze iloœci kwasu cytrynowego w ho-
dowlach wstrz¹sanych, zosta³y wybrane do dalszych badañ, które prowadzono
w bioreaktorze z mieszad³em.
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T a b e l a 1

Sk³ad i przeznaczenie pod³o¿y

Nazwa Sk³ad Zastosowanie

bulion YMG glicerol techniczny – 40 g, ekstrakt dro¿d¿owy – 3 g, ekstrakt
s³odowy 3 g, pepton – 5 g, woda destylowana – 1 dm3

hodowle inokulacyjne dla procesów
prowadzonych w bioreaktorze

agar YM glukoza – 10 g, ekstrakt dro¿d¿owy – 3 g, ekstrakt s³odowy 3 g,
pepton – 5 g, agar – 20 g, woda destylowana – 1 dm3

przechowywanie dro¿d¿y na skosach

pod³o¿e SK glicerol techniczny – 100 g; KH2PO4 – 0,2 g; NH4Cl – 1,0 g;
MgSO4×H2O – 1,0 g; ekstrakt dro¿d¿owy – 1,0 g; CaCO3 – 16,5 g;
woda wodoci¹gowa – 1 dm3

dobór szczepów dro¿d¿y do biosyn-
tezy CA – hodowle na wstrz¹sarce

pod³o¿e PO glicerol techniczny lub glicerol odpadowy – 110 g; NH4Cl – 3,0 g;
KH2PO4 – 0,2 g; MgSO4×H2O – 1,0 g; ekstrakt dro¿d¿owy – 1,0 g;
woda wodoci¹gowa – 1 dm3

biosynteza CA – hodowle okresowe
w bioreaktorze

pod³o¿e PZ glicerol odpadowy 110 g, glicerol techniczny 90 g; NH4Cl – 3,0 g;
KH2PO4 – 0,2 g; MgSO4×H2O – 1,0 g; ekstrakt dro¿d¿owy – 1,0 g;
woda wodoci¹gowa – 1 dm3

biosynteza CA – hodowla okresowa
z zasilaniem w bioreaktorze

2.4. Hodowle inokulacyjne

Szczepionkê dro¿d¿y namna¿ano w pod³o¿u inokulacyjnym o sk³adzie podanym
w tabeli 1. Hodowlê prowadzono w 250 cm3 kolbach Erlenmayera zawieraj¹cym
50 cm3 pod³o¿a inokulacyjnego na wstrz¹sarce typu G-10 (New Brunswick) przy
szybkoœci obrotowej 160 rpm, w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Tak przygoto-
wanym inokulum szczepiono pod³o¿a produkcyjne. Inokulum stanowi³o ka¿dorazo-
wo 5% (v/v) pod³o¿a produkcyjnego.

2.5. Hodowle produkcyjne

Biosyntezê kwasu cytrynowego prowadzono w 3-litrowym bioreaktorze typu
Bioflo III (New Brunswick) zawieraj¹cym 1,2 dm3 pod³o¿a produkcyjnego, w tempe-
raturze 30°C, przy szybkoœci przep³ywu powietrza 0,2 vvm (dm3 powietrza/ dm3

pod³o¿a min), szybkoœci obrotowej mieszad³a 500 rpm. W czasie hodowli pH 5,5
utrzymywano automatycznie za pomoc¹ 30% NaOH.

2.6. Metody analityczne

Biomasê oznaczano wagowo. Kwas cytrynowy oraz glicerol oznaczano tech-
nik¹ HPLC na kolumnie Aminex HPX 87H po³¹czonej z detektorem UV przy d³ugo-
œci fali 210 nm oraz z detektorem RI w temperaturze pokojowej. Szybkoœæ
przep³ywu fazy ciek³ej, 20 mM H2SO4, przez kolumnê wynosi³a 0,6 cm3min-1. Kwas
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izocytrynowy oznaczano metod¹ enzymatyczn¹ przy udziale dehydrogenazy izo-
cytrynianowej.

3. Omówienie wyników i dyskusja

3.1 Skrining szczepów Y. lipolytica do biosyntezy kwasu cytrynowego z gli-
cerolu

W pierwszym etapie badañ oceniano zdolnoœæ 10 szczepów dro¿d¿y, przedsta-
wicieli gatunku Y. lipolytica, do wzrostu i biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu
technicznego oraz odpadowego w 5-dobowych hodowlach wstrz¹sanych.

W hodowlach prowadzonych w pod³o¿ach zawieraj¹cych glicerol techniczny,
wszystkie szczepy produkowa³y kwas cytrynowy (tab. 2). Stê¿enie kwasu na koñcu ho-
dowli wynosi³o od 6,2 do 22,1 gdm-3. Najwiêcej kwasu cytrynowego produkowa³y
szczepy ATCC 20460 i CCY 29-26-41, odpowiednio 22,1 i 21,0 gdm-3. Wszystkie testo-
wane szczepy dro¿d¿y produkowa³y równie¿ kwas izocytrynowy (ICA), którego stê¿e-
nie w zale¿noœci od u¿ytego szczepu Y. lipolytica by³o w zakresie od 0,3 do 4 gdm-3.
Proces biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu technicznego z udzia³em szczepu
K1 charakteryzowa³ siê najwy¿sz¹ czystoœci¹, a udzia³ kwasu cytrynowego w sumie
kwasów cytrynowych wynosi³ a¿ 98,5%. U¿yte szczepy Y. lipolytica produkowa³y kwas
cytrynowy z glicerolu z ró¿n¹ szybkoœci¹ i wydajnoœci¹, które by³y na niskim poziomie
i wynosi³y odpowiednio; QCA = 0,07-0,13 gdm-3h-1 , YCA = 0,06-0,20 gg-1.

T a b e l a 2

Wzrost i produkcja kwasu cytrynowego przez ró¿ne szczepy Y. lipolytica na glicerolu technicznym w 7-do-

bowych hodowlach wstrz¹sanych

Szczepy
X

[gdm-3]
CA

[gdm-3]
ICA

[gdm-3]
100 CA/ (CA+ICA)

[%]
QCA

[gdm-3h-1]
YCA

[gg-1]

ATCC 20324 4,1 19,8 1,5 93,0 0,12 0,18

ATCC 20460 5,3 22,1 1,4 94,0 0,13 0,20

ATCC 8661 4,9 19,3 1,9 91,0 0,12 0,18

CCY-29-26-40 4,4 6,2 4,0 60,8 0,04 0,06

CCY 29-26-41 4,4 21,0 1,3 94,2 0,13 0,19

A-101 4,8 18,2 2,9 86,3 0,11 0,17

1.22 6,3 6,2 1,1 84,9 0,04 0,06

1.31 5,1 16,0 0,7 95,8 0,10 0,15

K1 4,9 19,5 0,3 98,5 0,12 0,18

AWG-7 4,7 11,0 0,7 94,0 0,07 0,10

X – biomasa, CA – kwas cytrynowy, ICA – kwas izocytrynowy; QCA – szybkoœæ produkcji kwasu cytrynowego; YCA –
wydajnoœæ kwasu cytrynowego (g wytworzonego CA/ g zutylizowanego substratu)

Waldemar Rymowicz i inni

50 PRACE EKSPERYMENTALNE



W hodowlach wstrz¹sanych, w których zastosowano glicerol odpadowy, wszyst-
kie szczepy Y. lipolytica produkowa³y 2-krotnie wiêcej biomasy (10,1-14,4 gdm-3)
w porównaniu do hodowli z glicerolem technicznym (tab. 3). Frakcja glicerynowa
zawiera niewielkie iloœci bia³ek i peptydów, które przy ekstrakcji glicerolu wod¹ s¹
obecne w glicerolu odpadowym. Zwi¹zki te s¹ dodatkowym Ÿród³em azotu dla dro¿-
d¿y. W hodowlach z glicerolem odpadowym badane szczepy dro¿d¿y produkowa³y
równie¿ wy¿sze iloœci kwasu cytrynowego od 9,3 do 40,6 gdm-3 (tab. 3). Najlepsze
uzdolnienia kwasotwórcze wykaza³ szczep ATCC 20324 oraz ATCC 20460, które wy-
twarza³y odpowiednio 40,6 i 40,3 gdm-3 kwasu cytrynowego. Selektywnoœæ fermen-
tacji z udzia³em tych szczepów by³a wysoka i wynosi³a oko³o 93%. Szczepy te produ-
kowa³y odpowiednio: 3,3 i 2,7 gdm-3 kwasu izocytrynowego. Spoœród badanych
szczepów dro¿d¿y, szczep K1 charakteryzowa³ siê najwy¿sz¹ selektywnoœci¹ fer-
mentacji 97,8%. Produkowa³ jednak prawie 2-krotnie mniej kwasu cytrynowego
(22,6 gdm-3) ani¿eli szczepy z kolekcji ATCC. W hodowlach wstrz¹sanych uzyskano
dobr¹ dynamikê produkcji kwasu, która dla szczepów ATCC 20324 i ATCC 20460
by³a rzêdu 0,24 gdm-3h-1. W przedstawionych przez Papanikolaou i wsp. (1) bada-
niach szczep Y. lipolytica LGAM S(7)1 produkowa³ w pod³o¿ach zawieraj¹cych,
80-120 gdm-3 odpadowego glicerolu, do 35 gdm-3h-1 kwasu cytrynowego, z wydaj-
noœci¹ rzêdu 0,42-0,44 gg-1. Szczep ten produkowa³ równie¿ niewielkie iloœci
ubocznych kwasów takich jak kwas octowy, izocytrynowy i �-ketoglutarowy.

T a b e l a 3

Wzrost i produkcja kwasu cytrynowego przez ró¿ne szczepy Y. lipolytica na glicerolu odpadowym w 7-do-

bowych hodowlach wstrz¹sanych

Szczepy
X

[gdm-3]
CA

[gdm-3]
ICA

[gdm-3]
100 CA/ (CA+ICA)

[%]
QCA

[gdm-3h-1]
YCA

[gg-1]

ATCC 20324 13,5 40,6 3,3 92,5 0,24 0,37

ATCC 20460 13,8 40,3 2,7 93,7 0,24 0,37

ATCC 8661 13,7 37,3 3,5 91,4 0,22 0,34

CCY-29-26-40 10,6 9,3 3,0 75,6 0,06 0,08

CCY 29-26-41 10,6 35,8 3,1 92,0 0,21 0,33

A-101 13,8 32,8 6,0 84,5 0,2 0,30

1.22 12,9 11,3 1,8 86,3 0,07 0,10

1.31 14,4 18,7 0,9 95,4 0,11 0,17

K1 10,1 22,6 0,5 97,8 0,14 0,21

AWG-7 14,4 9,9 0,6 94,3 0,06 0,09

Oznaczenia jak w tabeli 2

Na podstawie przeprowadzonych hodowli wstrz¹sanych do dalszego etapu ba-
dañ wytypowano 4 szczepy: 1.31, K1, ATCC 20460 i AWG-7, które w hodowlach
z glicerolem technicznym i odpadowym produkowa³y kwas cytrynowy z du¿¹ selek-
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tywnoœci¹ (powy¿ej 93%). Ocenê kinetyczn¹ procesów biosyntezy kwasu cytrynowe-
go przeprowadzono w hodowlach wg³êbnych w bioreaktorze, które zapewniaj¹
lepsz¹ kontrolê najwa¿niejszych parametrów hodowlanych takich jak temperatura,
natlenienie czy pH w czasie ca³ego procesu biosyntezy.

3.2. Biosynteza kwasu cytrynowego z glicerolu w hodowlach wg³êbnych
w bioreaktorze

W tabeli 4 pokazano charakterystykê procesu biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu technicznego i odpadowego przez wybrane szczepy Y. lipolytica. Stê¿enie
glicerolu w pod³o¿u produkcyjnym wynosi³o 110 gdm-3. W hodowlach wg³êbnych
w bioreaktorze uzyskano zwiêkszenie szybkoœci produkcji kwasu cytrynowego jak
i wydajnoœci procesu, w porównaniu do hodowli prowadzonych na wstrz¹sarce.
W procesach z glicerolem technicznym, najwiêcej kwasu nagromadza³y szczepy
1.31 i K1, odpowiednio: 59,0 i 44,6 gdm-3. Ponadto, dro¿d¿e te produkowa³y ma³e
iloœci kwasu izocytrynowego, odpowiednio: 5,6 i 5,2 gdm-3, co mia³o wp³yw na wy-
sok¹ selektywnoœæ procesu fermentacji oko³o 91%. Biosynteza kwasu cytrynowego
z glicerolu technicznego z udzia³em tych szczepów charakteryzowa³a siê najwy¿sz¹
objêtoœciow¹ szybkoœci¹ produkcji (1,13 i 0,98 gdm-3h-1) i wydajnoœci¹ kwasu (0,54
i 0,40 gg-1). Wartoœci tych parametrów by³y zbli¿one do wartoœci uzyskanych przez
innych autorów w hodowlach na glukozie (2,7,20). W badaniach Papanikolaou i wsp.
(1), objêtoœciowa szybkoœæ produkcji kwasu cytrynowego z odpadowego glicerolu
by³a znacznie ni¿sza i wynosi³a 0,15 gdm-3h-1. W hodowlach na glicerolu odpado-
wym trzy szczepy: ATCC 20460, 1.31 i K1 produkowa³y ponad 50 gdm-3 kwasu.
Szczep ATCC 20460 produkowa³ jednak znaczne iloœci kwasu izocytrynowego
(15,5 gdm-3), co wp³ywa³o na obni¿enie selektywnoœci fermentacji do 78%. Spoœród
badanych szczepów Y. lipolytica, szczep 1.31 odznacza³ siê najwy¿sz¹ selektywnoœ-
ci¹ fermentacji, oko³o 94%. Wykorzystywane przez Anastassiadis i wsp. (2) szczepy
produkcyjne Candida lipolytica DSM 3286 oraz Candida oleophila ATCC 20177 produ-
kowa³y kwas cytrynowy z glukozy z selektywnoœci¹ odpowiednio: 95,5 i 96,5%.

T a b e l a 4

Charakterystyka procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez ró¿ne szczepy Y. lipolytica w ho-

dowlach wg³êbnych w bioreaktorze

Szczep
Y. lipolytica

X
[gdm-3]

CA
[gdm-3]

ICA
[gdm-3]

100 CA/ (CA+ICA)
[%]

QCA

[gdm-3h-1]
YCA

[gg-1]

1 2 3 4 5 6 7

glicerol techniczny

ATCC 20460 23,0 28,0 10,6 72,5 0,52 0,34

1.31 14,1 59,0 5,6 91,3 1,13 0,54
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1 2 3 4 5 6 7

K1 18,9 44,6 5,2 89,6 0,98 0,40

AWG-7 19,1 40,2 2,2 94,8 0,64 0,38

glicerol odpadowy

ATCC 20460 21,4 55,0 15,5 78,0 1,12 0,50

1.31 13,8 59,3 4,0 93,7 0,90 0,59

K1 21,3 50,0 5,8 89,6 0,85 0,47

AWG-7 21,6 18,4 2,8 86,8 0,88 0,44

Oznaczenia jak w tabeli 2

Do dalszych badañ wybrano szczep 1.31, który w hodowlach na glicerolu tech-
nicznym i odpadowym produkowa³ najwy¿sze iloœci kwasu cytrynowego, a proces
biosyntezy z udzia³em tego szczepu charakteryzowa³ siê najwy¿sz¹ selektywnoœci¹.

3.3. Biosynteza kwasu cytrynowego w hodowli periodycznej zasilanej

W ostatnim etapie pracy przeprowadzono produkcjê kwasu cytrynowego z glice-
rolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica 1.31. Stê¿enie glicerolu w pod³o¿u pro-
dukcyjnym zwiêkszono do 200 gdm-3, co spowodowa³o zwiêkszenie stosunku mo-
larnego C:N. Stê¿enie pocz¹tkowe glicerolu wynosi³o 120 gdm-3, a pozosta³¹ iloœæ
glicerolu dodano w 30 h hodowli (rys.). Dodatek glicerolu, spowodowa³ przyrost
biomasy komórkowej dro¿d¿y z 12 do 15,5 gdm-3, co potwierdza obecnoœæ pier-
wiastków biogennych (azotu i fosforu) w takim œrodowisku. W hodowli periodycz-
nej zasilanej z udzia³em szczepu Y. lipolytica 1.31, mo¿na wyró¿niæ dwie fazy pro-
dukcji kwasu, ró¿ni¹ce siê szybkoœci¹ produkcji kwasu cytrynowego. W pierwszym
okresie, pomiêdzy 31 a 100 h hodowli, stwierdzono najwy¿sz¹ szybkoœæ produkcji
kwasu cytrynowego (0,86 gdm-3h-1). W dalszej czêœci procesu, pomiêdzy 100 a 142 h
hodowli, szybkoœæ tworzenia kwasu cytrynowego obni¿y³a siê do 0,6 gdm-3h-1. Po-
dobny przebieg zmian dynamiki produkcji kwasu cytrynowego z glukozy przez ró¿-
ne szczepy Y. lipolytica, stwierdzali tak¿e inni autorzy (8,21). W wyniku zastosowa-
nia procesu ze zwiêkszonym stê¿eniem substratu uzyskano 144,5 gdm-3 kwasu cy-
trynowego i 4 gdm-3 kwasu izocytrynowego, a selektywnoœæ fermentacji by³a powy-
¿ej 97%. Wydajnoœæ kwasu cytrynowego z glicerolu by³a wysoka i wynosi³a 0,72 gg-1.

Reasumuj¹c mo¿na stwierdziæ, ¿e odpadowy glicerol jest dobrym substratem do
biosyntezy kwasu cytrynowego przez dro¿d¿e z gatunku Y. lipolytica, umo¿liwia pro-
dukcjê du¿ych iloœci kwasu, z wysok¹ wydajnoœci¹. Niezbêdne s¹ jednak dalsze ba-
dania w celu poprawienia produktywnoœci i wydajnoœci procesu biosyntezy.

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

BIOTECHNOLOGIA – MONOGRAFIE 2 (2) 46-54 2005 53



Literatura

1. Papanikolaou S., Muniglia L., Chevalot I., Aggelis G., Marc I. J., (2002), Appl. Microbiol., 92, 737-744.
2. Anastassiadis S., Aivasidis A., Wandrey C., (2002), Appl. Microbiol. Biotechnol., 60, 81-87.
3. Arzumanow T. E., Shishkanowa N. V., Finogenowa T. V., (2000), Appl. Microbiol. Biotechnol., 53,

525-529.
4. Kautola H., Rymowicz W., Linko Y.Y., Linko P., (1991), Appl. Microbiol. Biotechnol., 35, 447-449.
5. Akiyama S., Suzuki T., Sumino Y., Nakao Y., Fukuda H., (1972), Agric. Biol. Chem., 36, 339-344.
6. Crolla A., Kennedy K.J., (2001), J. Biotechnol., 26, 27-40.
7. Antonnuci S., Bravi M., Bubbico R., Di Michele A., Verdone N., (2001), Enzyme Microbiol. Technol.,

18, 189-195.
8. Enzminger J. D., Asejno J. A., (1986), Biotechnol. Lett., 8, 7-12.
9. Kautola H., Rymowicz W., Linko Y. Y, Linko P., (1992), Sciences Alimen., 12, 383-392.

10. Mansfeld J., Forster M., Hoffmann T., Schellenberger A., (1995), Enzyme Microbiol. Technol., 17, 11-17.
11. Wojtatowicz M., Rymowicz W., Robak M., ¯arowska B., Nicaud J. M., (1997), Pol. J. Food Nutr. Sci.,

6, 47, 49-54.
12. ¯arowska B., Wojtatowicz M., Rymowicz W., Robak M., (2001), EJPAU, Series Biotechnology, 4, 2.
13. Pazouki M., Felse P.A., Sinha J., Panda T., (2000), Bioprocess Eng., 22, 353-361.
14. Finogenova T. V., Kamzolova S. V., Dedyukhina E. G., Shishkanova N. V., Ilchenko A. P., Morgunov I. G.,

Chernyavskaya O. G., Sokolov A. P., (2002), Appl. Microbiol. Biotechnol., 59, 493-500.
15. Wojtatowicz M., (1991), Zesz. Nauk. AR Wroc., rozpr. hab. 96.
16. Fakty i mity o paliwach, (2004), Konferencja naukowo-techniczna, Materia³y konferencyjne, Wroc-

³aw (17 listopad).
17. Biebl H., Marten S., (1995), Appl. Microbiol. Biotechnol., 44, 15-19.
18. Biebl H., Marten S., Hippe H., Decker W.D., (1992), Appl. Microbiol. Biotechnol., 36, 592-597.
19. Petitdemange E., Durr C., Abbad-Andaloussi S., Raval G., (1995), J. Ind. Microbiol., 15, 498-502.
20. Rane K.D., Sims K.A., (1993), Enzyme Microb. Technol., 15, 646-651.
21. Wojtatowicz M., Rymowicz W., Kautola H., (1991), Appl. Biochem. Biotechnol., 31, 165-174.

Waldemar Rymowicz i inni

54 PRACE EKSPERYMENTALNE

Rys. Przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu odpadowego przez dro¿d¿e
Y. lipolytica 1.31 w hodowli periodycznej zasilanej.


