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WZROST I AKTYWNO ! HYDROLITYCZNA  
SZCZEPÓW DRO"D"Y POCHODZ#CYCH  
Z SERA W MLEKU1

Agata Czajgucka, Marek Szołtysik, Piotr Juszczyk,  
Monika  elazko, Xymena Połomska, Anna D!browska,
Maria Wojtatowicz, Józefa Chrzanowska  
Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 

Streszczenie. Celem pracy było zbadanie zdolno"ci siedmiu szczepów dro#d#y: Candida 

famata MI1a, C. intermediata BI2a, C. kefyr PII1b, C. sphaerica FII7a, Geotrichum peni-

cillatum EII6a, Sacharomyces kluyveri BII3a oraz Yarrowia lipolytica PII6a wyizolowa-
nych z serów z przerostem ple"niowym Rokpol do wzrostu w mleku oraz okre"lenie stop-
nia degradacji składników mleka zachodz!cej pod ich wpływem. Wykazano, #e wszystkie 
badane szczepy były zdolne do wzrostu w mleku. We wszystkich próbach obserwowano 
spadek pH, a ka#dy ze szczepów odmiennie wpływał na zmiany zawarto"ci poszczegól-
nych kwasów organicznych w mleku. Wzrost dro#d#y C. kefyr PII1b , C. sphaerica FII7a 
i C. intermediata BI2a wi!zał si$ głównie z nagromadzeniem znacznych ilo"ci kwasu 
octowego, a C. sphaerica FII7a, S. kluyveri BII3a i  C. famata MI1a z akumulacj! kwasu 
propionowego. Natomiast szczep Y. lipolytica PII6a zutylizował kwas cytrynowy i mle-
kowy. Wykazano tak#e, #e w obecno"ci dro#d#y zachodzi wyra%na degradacja białek i li-
pidów mleka. Najwi$kszy stopie& hydrolizy białka stwierdzono podczas wzrostu  
Y. lipolytica PII6a i C. sphaerica FII7a. Poziom Nrozp.. we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6 
wynosił w tych próbach odpowiednio 30,2 i 28,4%, a zawarto"' wolnych grup amino-
wych odpowiednio 2612 i 2175 µmol Gly.100 ml-1. Dro#d#e te wykazywały równie# naj-
wi$ksze uzdolnienia do uwalniania kwasów tłuszczowych z triacylogliceroli, których za-
warto"' w 12 dniu inkubacji mleka wynosiła 3310 i 2900 mg .100 ml-1.

Słowa kluczowe: dro#d#e, wzrost, mleko, kwasy organiczne, proteoliza, lipoliza 

WST$P

Sery ze wzgl$du na swój bogaty skład chemiczny stanowi! doskonałe "rodowisko 
dla rozwoju drobnoustrojów zarówno starterowych, wprowadzanych do mleka w procesie 
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Surowców Zwierz$cych i Zarz!dzania Jako"ci!, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu,  
ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375 Wrocław, e-mail: jch@wnoz.ar.wroc.pl 
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produkcyjnym, jak i dzikich stanowi!cych ich mikroflor$ zanieczyszczaj!c!. Jedn! z 
najliczniejszych grup w"ród tych mikroorganizmów s! dro#d#e [Jakobsen i Narvhus 
1996, Mayoral i in. 2005, Gardini i in. 2006]. Ich najwy#sz! liczebno"' na poziomie 
104-109j.t.k./1g stwierdza si$ najcz$"ciej w serach mi$kkich i półmi$kkich, natomiast w 
serach twardych i półtwardych jest ona ni#sza i na ogół zawiera si$ w przedziale od 104-
106j.t.k..g-1 [Fleet 1992, Wojtatowicz i in. 2001]. Wyst$powanie tych mikroorganizmów 
w tak du#ej liczbie, a tak#e ich wysokie uzdolnienia hydrolityczne zarówno proteoli-
tyczne, jak i lipolityczne nie s! oboj$tne dla przemian zachodz!cych podczas procesu 
dojrzewania serów [Fleet 1992, Addis i in. 2001, Gardini in. 2006], co istotnie wpływa 
na kształtowanie si$ cech jako"ciowych tych produktów. Wpływ ten mo#e by' zarówno 
pozytywny, jak i negatywny. Niekorzystne zmiany wi!#! si$ najcz$"ciej z powstawa-
niem niepo#!danego zapachu i smaku, "luzowaceniem masy sera czy zmianami jego 
tekstury na skutek gazowania i puchni$cia [Fleet 1992]. Niektóre gatunki dro#d#y wy-
st$puj!ce w serach wykazuj! jednak po#!dane wła"ciwo"ci. Dzi$ki wysokiej aktywno-
"ci proteolitycznej i lipolitycznej bior! one udział w tworzeniu zwi!zków kształtuj!cych 
profil smakowo-zapachowy serów oraz przyczyniaj! si$ do przy"pieszenia ich dojrze-
wania [Chrzanowska i Wojtatowicz 2001, Suzzi i in. 2001, Florez i Mayo 2006, Czaj-
gucka i in. 2006].  

Pozytywne aspekty wyst$powania dro#d#y w serach dopiero od niedawna zwróciły 
uwag$ na mo#liwo"' ich wykorzystania w produkcji serowarskiej [Tempel i Jakobsen 
2000, Ferreira i Vilijoen 2003, Czajgucka i in. 2006, Alvarez-Martin i in. 2008]. Do-
kładne scharakteryzowanie uzdolnie& metabolicznych dro#d#y wyst$puj!cych w serach, 
szczególnie w "rodowisku mleka, pozwala na wybranie tych, które w przyszło"ci mo-
głyby by' wprowadzone do serów. Pozwoliłoby to na wyeliminowanie zmienno"ci i 
przypadkowo"ci mikroflory dro#d#owej w serach, a tym samym wpłyn$łoby na popra-
w$ cech jako"ciowych tych produktów.  

W podj$tych badaniach przeanalizowano 7 szczepów dro#d#y, nale#!cych do gatun-
ków z rodzaju: Candida, Geotrichum, Sacharomyces i Yarrowia, które wyizolowano z 
polskich serów z przerostem ple"niowym Rokpol i wytypowano jako potencjalne kultu-
ry starterowe wspomagaj!ce dla serowarstwa.  

MATERIAŁY I METODY 

Przedmiotem bada& były szczepy dro#d#y Candida famata MI1a, C. intermediata

BI2a, C. kefyr PII1b, C sphaerica FII7a, Geotrichum penicillatum EII6a, Sacharomyces 
kluyveri BII3a oraz Yarrowia lipolytica PII6a wyizolowane z serów z przerostem ple-
"niowym Rokpol i pochodz!ce z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii  yw-
no"ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu.  

Dro#d#e namno#ono w hodowli prowadzonej metod! wstrz!sarkow!, na podło#u
YCG zawieraj!cym (g.l-1): ekstrakt dro#d#owy – 1,7; kazein$ – 2,0; glukoz$ – 10, w 
temperaturze 28 oC przez 48 h. Po zako&czeniu hodowli biomas$ odwirowano i wpro-
wadzono do sterylnego mleka w ilo"ci 105 j.t.k..ml-1. Zaszczepione mleko inkubowano 
w temperaturze pokojowej przez okres 12 dni. Prób$ kontroln! stanowiło mleko bez 
dodatku dro#d#y. Po 0, 2, 4, 6, 8 i 12 dniach pobierano próby, w których oznaczano 
ogóln! liczb$ dro#d#y, a w ostatnim dniu inkubacji okre"lano stopie& zaawansowania 
zmian hydrolitycznych białek i lipidów oraz poziom kwasów organicznych.  
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Ogóln! liczb$ dro#d#y oznaczano  metod! płytkow! na podło#u OGY o składzie  
(g l-1): agar – 15,0; ekstrakt dro#d#owy – 5,0; glukoza – 20,0; chlorowodorek oksytetra-
cykliny – 0,1. Płytki inkubowano w temperaturze 30 oC, przez 72 godziny.  

Stopie& degradacji białek okre"lono ilo"ciowo, poprzez pomiar przyrostu zawarto"ci 
zwi!zków azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 metod! Kjedahla [Zmarlicki 1982] i 
wolnych grup aminowych, których poziom oznaczono przy u#yciu kwasu trójnitroben-
zenosulfonowego (TNBS) według zmodyfikowanej metody Kuchroo i in. [1983], tak 
we frakcji rozpuszczalnej w pH 4.6, jak i wydzielonej z niej metod! według Jarret i in. 
[1982] frakcji rozpuszczalnej w kwasie fosfowolframowym (PTA). Stopie& zaawanso-
wania procesów proteolizy "ledzono tak#e metod! elektroforezy według Andrews 
[1983], któr!  prowadzono w 12,5% #elu poliakrylamidowym w buforze TRIS-Glicyna 
o pH 8,3.  ele wybarwiano barwnikiem Coomasie Blue w 50-procentowym roztworze 
metanolu zawieraj!cego 1,25% TCA.  

Zmiany lipolityczne kontrolowano w oparciu o pomiar przyrostu wolnych kwasów 
tłuszczowych wydzielonych z mleka według Deeth’a i in. [1983]. Analizowane zwi!zki 
ekstrahowano z mleka mieszanin! heksan-eter dwuetylowy (1:1; v/v), a nast$pnie ad-
sorbowano na oboj$tnym tlenku glinu. Z fazy stacjonarnej kwasy zwalniano przy u#y-
ciu eteru dwuizopropylowego zawieraj!cego 6% kwasu mrówkowego. Otrzymane wol-
ne kwasy tłuszczowe przeprowadzano w pochodne metylowe, a nast$pnie poddawano 
analizie chromatograficznej (GC/MS) w nast$puj!cych warunkach: kolumna kapilarna 
Agilent DB-225MS, 60 m x 250 µm x 0,25 µm, temperatura kolumny 140 0C (5 min) 
do 240 0C (4 0C.min-1), gaz no"ny – hel (20 cm.s-1), nastrzyk 1 µl, 260 0C, split 100:1.  

Kwasy organiczne ekstrahowano z mleka acetonitrylem według Roostita i Fleet 
[1996] i rozdzielano przy wykorzystaniu wysoko sprawnej chromatografii cieczowej 
(HPLC), na kolumnie Aminex HPX-87H, w temperaturze 55-60 oC, w gradiencie 0,07-
0,10% (v/v) kwasu ortofosforowego, przy szybko"ci przepływu 0,5 mL.min-1.

OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Szczepy: C. famata MI1a, C. intermediata BI2a, C. kefyr PII1b, C sphaerica FII7a, 
G. penicillatum EII6a, S. kluyveri BII3a oraz Y. lipolytica PII6a wprowadzano do mleka 
w celu sprawdzenia ich potencjalnej przydatno"ci jako ko-starterów w produkcji sero-
warskiej. Wybrano je spo"ród 113 szczepów wyizolowanych z polskich serów z przero-
stem ple"niowym Rokpol na podstawie wst$pnej charakterystyki obejmuj!cej wła"ci-
wo"ci fizjologiczne, zdolno"' wzrostu w ró#nych "rodowiskach i wymagania  pokar-
mowe [Juszczyk 2002] oraz uzdolnienia hydrolityczne [Czajgucka 2002]. 

Podczas 12 inkubacji monitorowano wzrost ich liczebno"ci w mleku (rys. 1). We 
wszystkich badanych próbach pocz!tkowa wielko"' populacji była zbli#ona i kształto-
wała si$ na poziomie ok. 105 j.t.k.ml-1. Podczas kolejnych dni obserwowano zró#nico-
wany wzrost poszczególnych szczepów dro#d#y. Jakkolwiek u wi$kszo"ci z nich był on 
najintensywniejszy podczas pierwszych 2-4 dni inkubacji. Najwi$ksz! jednak dynamik!
wzrostu wyró#niał si$ szczep Y. lipolytica PII6a, który ju# w 4 dniu osi!gał liczebno"'
1,0-1,4x108 j.t.k ml-1, najni#sz! natomiast C. famata MI1a i C. kefyr PII1b, u których 
maksymaln! liczebno"'  1,9x106 j.t.k obserwowano dopiero w 8 dniu inkubacji.  
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Rys. 1. Wzrost dro#d#y w mleku 
Fig. 1. Growth of yeasts in milk 

Otrzymane wyniki s! zbie#ne z doniesieniami innych autorów [Roostita i Fleet 
1996, Gadaga i in. 2001, Szołtysik i in. 2006], którzy wykazali, #e populacje dro#d#y
izolowanych z ró#nych produktów mleczarskich i wprowadzonych do mleka UHT naj-
cz$"ciej osi!gały liczebno"' 107-108 j.t.k.ml-1, przy czym kinetyka wzrostu poszczegól-
nych szczepów była równie# zró#nicowana.  

Jednocze"nie ze wzrostem dro#d#y w mleku obserwowano przyrost jego kwasowo-
"ci. Jedynie w próbie kontrolnej pH mleka utrzymywało si$ na stałym poziomie 6,6. 
Natomiast w obecno"ci dro#d#y: C. famata MI1a, C. intermedia BI2a, S. kluyveri BII3a 
i Y. lipolytica PII6a kwasowo"' czynna mleka ulegała obni#eniu i po dwunastu dniach 
inkubacji zawierała si$ w przedziale 5,9-6,1. Najwi$kszy spadek pH do poziomu 4,7-5,0 
zaobserwowano w próbach, do których wprowadzono szczepy: C. kefyr PII1b  
i C. sphaerica FII7a, wykazuj!ce zdolno"' fermentowania laktozy do kwasu mlekowe-
go [Juszczyk 2002]. Podobny poziom obni#enia si$ pH mleka w obecno"ci innych 
szczepów tych samych gatunków wykazywali te# inni autorzy [Besancon i in. 1992, 
Roostita i Fleet 1996, Gadaga i in. 2001]. Spadek pH mleka do warto"ci 5,9 podczas 
wzrostu w nim szczepu Y. lipolytica PII6a mógł by' natomiast spowodowany uwalnia-
niem innych ni# kwas mlekowy metabolitów, gdy# gatunek ten znany jest z braku zdol-
no"ci fermentacji laktozy [Besancon i in. 1992, Roostita i Fleet 1996, Juszczyk 2002]. 
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Pod koniec okresu inkubacji przedstawicieli ró#nych gatunków dro#d#y izolowa-
nych z serów w mleku zaobserwowano istotne ró#nice w zawarto"ci wybranych kwa-
sów organicznych (tab. 1). Jak wykazano, wzrost dro#d#y Y. lipolytica zwi!zany był 
głównie z utylizacj! kwasu cytrynowego oraz kwasu mlekowego. Obserwacje te po-
twierdzaj! wyniki bada& Freitas i in. [1999], którzy analizuj!c zmiany wywołane obec-
no"ci! tych dro#d#y w mleku pochodz!cym od ró#nych gatunków prze#uwaczy, wyka-
zywali w trakcie ich inkubacji ubytek tych samych kwasów. Znaczny przyrost kwasu 
mlekowego stwierdzono natomiast w mleku inkubowanym z dodatkiem szczepu z ga-
tunku C. kefyr, wykazuj!cego zdolno"' fermentowania laktozy [Juszczyk 2002]. Pod-
czas dojrzewania serów z dodatkiem szczepów C. kefyr PII1b, C. sphaerica FII7a,  
C. intermedia BI2a obserwowano wyra%ny przyrost kwasu octowego, a w próbach do 
których wprowadzono C. sphaerica FII7a, S. kluyveri BII3a i C. famata MI1a – kwasu 
propionowego. Zwi$kszanie zawarto"ci tych kwasów w mleku zaszczepionym gatun-
kami: C. sphaerica i C. kefyr obserwowali tak#e Besancon i in. [1992] oraz Roostita i 
Fleet [1996].

Tabela 1. Zawarto"' kwasów organicznych w mleku inkubowanym z dro#d#ami [mg l-1]
Table 1. Organic acids content in milk incubated with selected  yeast strains   [mg l-1]
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Cytrynowy 
Citric  

3,420 3,210 3,110 3,210 3,280 3,390 3,400 0,092 

Mlekowy 
Lactic  

0,620 0,656 0,740 1,180 0,810 0,480 0,711 0,042 

Mrówkowy 
Formie   

0,410 0,360 0,320 0,350 0,140 0,397 0,268 0,05 

Bursztynowy 
Succinic 

0,150 0,017 0,080 0,013 0,010 0,029 0,081 0,015 

Octowy 
Acetic 

0,018 0,017 0,250 0,089 0,310 0,019 0,021 0,019 

Masłowy 
Butyric 

0,014 0,016 0,076 0,105 0,016 0,015 0,018 0,280 

Propionowy 
Propionic 

0,012 0,100 0,021 0,032 0,190 0,048 0,172 0,013 

Enzymy hydrolityczne wydzielane przez dro#d#e prowadz! do degradacji składni-
ków mleka. Poziom proteolizy w 12 dniu inkubacji dro#d#y w mleku okre"lono na 
podstawie oznacze& zawarto"ci zwi!zków azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6, wyra-
#onej jako procent azotu ogólnego, oraz poziomów wolnych grup aminowych we frak-
cji rozpuszczalnej w pH 4,6 i kwasie fosfowolframowym. Wyniki tych analiz przedsta-
wiono na rysunku 2. 

Przyrost poziomu zwi!zków azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 był obserwowa-
ny jedynie w mleku zaszczepionym wyselekcjonowanymi szczepami dro#d#y, podczas 
gdy w mleku kontrolnym utrzymywał si$ na stałym poziomie 16,5% przez 12 dni.  
W czasie wzrostu  dro#d#y Y. lipolytica PII6a i C. sphaerica FII7a w mleku stwierdzono 
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najwi$kszy stopie& rozkładu białka, co ujawniło si$ podwy#szeniem zawarto"ci N we 
frakcji rozpuszcalnej w pH 4,6 odpowiednio od 16,2 do 30,2% i od 16,3 do 28,4%  
w pierwszym i ostatnim dniu. Pozostałe szczepy w mniejszym stopniu wpływały na 
przyrost rozpuszczalnych zwi!zków azotowych. W ko&cowym etapie ich inkubacji w 
mleku zawarto"' rozpuszczalnych zwi!zków azotowych wynosiła 21,3-24,2% w sto-
sunku do N ogółem. 
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Rys. 2. Zawarto"' azotu rozpuszczalnego w pH 4,6 (Nrozp.) wyra#ona w % N ogólnego (Nog) 

(  ) oraz wolnych grup aminowych (WGA) we frakcji rozpuszczalnej  w pH 4,6 (  ) i 
kwasie fosfowolframowym (  ), wydzielonych z mleka inkubowanego z dro#d#ami 

Fig. 2. Contents of nitrogen  soluble at pH 4.6 (WSN) expressed as % of N total (TN) ( ) and 
free amino groups (FAG) in  fractions isolated from milk incubated with yeasts :soluble 
at pH 4.6  ( ) and phosphotungstic acid (  ) 

Poziom degradacji białek mleka pod wpływem dro#d#y analizowano równie# przez 
oznaczanie przyrostu wolnych grup aminowych we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6 
oraz we frakcji rozpuszczalnej w kwasie fosfowolframowym (PTA), (rys. 2). Poziom 
przyrostu zwi!zków białkowych rozpuszczalnych w wodzie jak i niskocz!steczkowych 
zwi!zków rozpuszczalnych w PTA "wiadczy o aktywno"ci endo- i egzopeptydazowej 
poszczególnych szczepów dro#d#y. 

Najwi$kszy wzrost zawarto"ci tych grup w 12 dniu inkubacji odnotowano dla dro#-
d#y Y. lipolytica PII6a i C. sphaerica FII7a i wynosił on odpowiednio 2612 i 2175 µmol 
Gly100 ml-1, a we frakcji rozpuszczalnej w PTA odpowiednio 1369 i 1109 µmol      
Gly 100 ml-1. Przyrost wolnych grup aminowych w mleku zaszczepionym pozostałymi 
dro#d#ami był znacznie mniejszy. W ostatnim dniu inkubacji w mleku osi!gał poziom 
od 1201 do 1691 µmol Gly100 ml-1 we frakcji rozpuszczalnej w pH 4,6 i 603 do  
981 µmol Gly100 ml-1 we frakcji rozpuszczalnej w PTA.  
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Według Roostita i Fleet [1996] najwy#szy poziom przyrostu wolnych aminokwasów 
obserwowano w mleku inkubowanym z dro#d#ami Y. lipolytica. Wysoki poziom prote-
olizy w mleku pod wpływem enzymów dro#d#y tego gatunku wykazał tak#e Szołtysik i 
in. [2006].

Analizuj!c podatno"' frakcji kazeinowych na działanie proteinaz pochodzenia dro#-
d#owego wykazano, #e w obecno"ci szczepów Y. lipolytica JII1c i  C. sphaerica FII7a 
intensywnie degradowana była zarówno (-, jak i )s1-kazeina, co mo#na było zaobser-
wowa' ju# w 6 i 8 dniu inkubacji (rys. 3). 

Czas inkubacji (dni) / Incubation time (days)
0  2   4  6    8  12  0  2   4   6   8 12    0   2   4  6  8  12

Y. lipolytica PII6a C. spherica FII7a Kontrola/ Control

Rys. 3. Rozdział elektroforetyczny białek mleka  inkubowanego ze szczepami dro#d#y Y. lipoly-

tica PII6a i C. spherica FII7a 
Fig. 3. SDS – PAGE of protein of milk incubated with yeast strains Y lipolytica PII6a and  

C. spherica FII7a 

W próbkach mleka zaszczepionych dro#d#ami: C. famata MI1a, G. penicillatum

EII6a i S. kluyveri BII3a po dwunastu dniach wzrostu obserwowano niemal całkowity 
rozkład (-kazeiny, przy jednoczesnym braku widocznych zmian w obr$bie pasma  
pochodz!cego od )S1-kazeiny. Dro#d#e C. intermediata BI2a degradowały głównie  
)S1-kazein$, a C. kefyr PII1b (-kazein$ (dane nie prezentowane). 

Poza wła"ciwo"ciami proteolitycznymi bardzo wa#n! z technologicznego punktu 
widzenia cech! jest zdolno"' dro#d#y do syntezy zewn!trz- i wewn!trzkomórkowych 
enzymów lipolitycznych. Hydroliza triacylogliceroli, jaka ujawnia si$ w serach poprzez 
nagromadzanie si$ wolnych kwasów tłuszczowych, w du#ej mierze determinuje cechy 
sensoryczne tych produktów. Zwi!zki te bezpo"rednio przyczyniaj! si$ do kształtowa-
nia smaku i zapachu, ale mog! by' tak#e prekursorami innych, takich jak metyloketony, 
alkohole czy estry, które równie# wpływaj! na ostateczn! jako"' serów [Jollivet i in. 
1994; Molimard i Spinnler 1996, Gardini i in. 1999, Pandey i in. 1999, McSweeney i 
Sousa 2000).  

W mleku inkubowanym z dodatkiem badanych szczepów dro#d#y oznaczano po-
ziom uwalnianych kwasów tłuszczowych (rys. 4). Wy#sze poziomy ich zawarto"ci
wynosz!ce 2900-3310 mg 100 ml-1 wykazano w obecno"ci szczepów C. spherica i
Y. lipolytica PII6a.  
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Rys. 4. Ogólna zawarto"' wolnych kwasów tłuszczowych w mleku inkubowanym z poszczegól-
nymi szczepami dro#d#y

Fig. 4. Total contents of free fatty acids in milk incubated with yeasts 

Wyrównany poziom lipolizy wynosz!cy "rednio 2125 mg.100 ml-1 obserwowano w 
próbach mleka inkubowanych z dodatkiem szczepów nale#!cymi do trzech gatunków: 
C. kefyr, S. kluyveri, G. penicilatum. 

Najni#szy natomiast poziom uwalnianych kwasów tłuszczowych stwierdzono w 
mleku, do którego wprowadzano szczep C. famata MI1a. Badania prowadzone przez 
Besancon i in. [1992], Lopez-Diaz in. [1995], Welthagen i in. [1998 i 1999], van den 
Tempel i Jakobsen [1998] potwierdzaj! równie# niewielk! zdolno"' do syntezy lipaz u 
dro#d#y z gatunku C. famata.

Charakteryzuj!c dokładniej proces lipolizy oceniono zawarto"' poszczególnych 
wolnych kwasów tłuszczowych (WKT) (tab. 2). Wszystkie szczepy dro#d#y preferen-
cyjnie uwalniały kwas oleinowy (C18:1), a tak#e mirystynowy (C14). Po 12 dniach zawar-
to"' tych kwasów stanowiła odpowiednio od 30,22% (C. famata MI1a) do 38,36%  
(C. kefyr PII1b) oraz od 14,57% (C. famata MI1a) do 36,34% (G. penicillatum EII6a) 
ogółu WKT. Znaczny udział w puli uwolnionych przez dro#d#e kwasów tłuszczo- 
wych stanowił te# kwas palmitynowy (C16) (15,97-28,03%). Natomiast w niewielkim 
stopniu odł!czany był tak kwas linolowy, jak i kwasy tłuszczowe krótkoła&cuchowe 
(C4-C10).
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Tabela 2. Zawarto"' procentowa wolnych kwasów tłuszczowych w mleku inkubowanym z 
poszczególnymi szczepami dro#d#y

Table 2. Relative contents (%) of free fatty acids in milk incubated with yeasts 

Kwas  
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C4 1,00 0,82 1,83 0,37 0,13 0,21 0,20 0,84 
C6 0,93 0,66 1,13 0,38 0,87 0,24 0,93 1,12 
C8 1,33 1,66 1,72 0,21 0,61 0,43 0,97 0,68 
C10 1,33 1,76 1,86 0,91 0,90 0,96 0,60 1,25 
C12 5,00 5,53 7,52 3,78 9,27 2,56 8,65 7,95 
C14 11,0 14,57 16,53 32,68 19,82 36,34 27,80 17,62 
C16 32,68 22,26 28,03 18,10 21,24 18,89 17,10 15,97 
C18:0 12,00 14,18 5,19 2,78 12,46 5,64 5,78 17,61 
C18:1 26,02 30,22 30,77 38,36 31,60 32,65 30,79 35,75 
C18:2 8,71 8,32 5,42 2,43 3,10 2,35 7,18 1,21 

PODSUMOWANIE 

Wprowadzenie do mleka przedstawicieli wybranych gatunków dro#d#y izolowa-
nych z serów, a tak#e prze"ledzenie ich wzrostu w tym "rodowisku stanowi istotny etap 
bada&, pozwalaj!cy wyselekcjonowa' szczepy przydatne w serowarstwie. W przedmio-
towej pracy wykazano, #e wszystkie analizowane dro#d#e wykazywały zdolno"' wzro-
stu w mleku. Du#e zró#nicowanie ich aktywno"ci hydrolitycznej pozwoliło na wytypo-
wanie dwóch szczepów: Y. lipolytica JII1c i C. sphaerica FII7a, których obecno"' w 
mleku przyczyniła si$ do znacznego zintensyfikowania przemian degradacyjnych białek 
i tłuszczu. Wybranie dro#d#y, które wykazuj! pozytywne wła"ciwo"ci, pozwoli w przy-
szło"ci na konstruowanie szczepionek dro#d#owych przydatnych w serowarstwie.  
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YEAST STRAINS ISOLATED FROM ROKPOL CHEESE –   
THEIR GROWTH IN MILK  
AND HYDROLYTIC ACTIVITY AGAINST MILK COMPONENTS 

Abstract. The purpose of the study was to examine 7 yeast strains: Candida famata

MI1a, C. intermediata BI2a, C. kefyr PII1b, C. sphaerica FII7a, Geotrichum penicillatum

EII6a, Sacharomyces kluyveri BII3a and Yarrowia lipolytica PII6a, representing main 
species of the microflora occurring in Rokpol cheese. They were introduced aseptically to 
milk at 105 cfu ml-1 and incubated for 12 days. Their growth as well as their activity 
against milk components were evaluated. All the strains under investigation showed a dif-
ferent growth pattern in milk. The highest growth dynamics was exhibited by Y. lipolityca

PII6a. On the 4th  day of incubation, its level reached of 1.0-1.4 × 108 cfu ml-1
, while  

C. famata MI1a and C. kefyr PI1b at the 8th day reached only 1.9 × 106 cfu ml-1.
A decrease in the pH value was observed in all the samples. Each yeast strain affected the 
changes in organic acid content of milk to a different extend. The growth of C. kefyr, 

C. sphaerica and C. intermediata was correlated with the accumulation of vast amounts 
of acetic acid, C. sphaerica FII7a, S. kluyveri BII3a and C. famata MI1a with propionic 
acid and Y. lipolytica with butyric acid.  
Yeast growth was accompanied with an intensive degradation of milk proteins and lipids. 
The highest rate of  proteolysis of milk proteins was noted in the samples incubated with 
Y. lipolytica PII6a and C. sphaerica FII7a. The levels of nitrogen soluble at pH 4.6 in 
those samples were 30.2% and 28.4%, and free amino groups were 2612 and  
2173 µMGly.100mL-1  of milk respectively. Those two strains also showed the highest 
ability to release free fatty acids (FFA) from triacylglycerols. On day 12 of incubation the 
FFA levels were 3320 and 2900 mg.100 ml-1, respectively. The dominant FFAs were: 
oleic and myristic acids. 

Kay words: yeast, milk, growth, organic acids, proteolysis, lipolysis 

Zaakceptowano do druku – Accepted for print: 18.12.2007



 



Acta Sci. Pol., Biotechnologia  6(4) 2007, 15-20

ENANCJOSPECYFICZNA REDUKCJA  
KETONÓW AROMATYCZNYCH  
W KULTURZE PEZICULA CINNAMOMEA

1

Ewa Brzezowska1, Bogdan Jarosz1, Tadeusz Kowalski2

1 Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 
2 Akademia Rolnicza w Krakowie 

Streszczenie. Badany był przebieg reakcji redukcji siedmiu prochiralnych ketonów aro-
matyczno-alifatycznych: acetofenonu i jego pochodnych oraz naftyloketonów w kultu- 
rze endofitycznego grzyba Pezicula cinnamomea. We wszystkich przypadkach zanotowa-
no enancjospecyficzny przebieg transformacji, przy czym nadmiar enancjomeryczny 
enancjomeru b d!cego w przewadze oraz wydajno"# otrzymanego alkoholu drugorz do-
wego zale$ały przede wszystkim od struktury substratu, w mniejszym stopniu od czasu
reakcji. 

Słowa kluczowe: Pezicula cinnamomea, bioredukcja, enancjospecyficzno"#, redukcja  
ketonów 

WST P

Optycznie czynne zwi!zki organiczne s! wa$nymi blokami budulcowymi w syntezie 
substancji u$ytecznych jako leki, pestycydy i feromony, zwi!zki zapachowe – tak spo-
$ywcze, jak i stosowane w przemy"le perfumeryjnym. Najprostsza, bo jednoetapowa 
metoda otrzymywania asymetrycznych alkoholi drugorz dowych polega na redukcji 
odpowiednich ketonów. Optycznie czynne produkty otrzyma# mo$na metodami „che-
micznymi”, w których u$ywa si  drogich chiralnych reagentów i metali ci $kich 
[Ohkuma i in., 1995]. Stosowanie do tego celu du$o ta%szych bioreagentów jest w ostat-
nim czasie przedmiotem wielu doniesie% literaturowych [Soni i in. 2005, Utsukihara  i 
in. 2006, Yang i in. 2006, Bruni i in. 2006, Li i in. 2007]. 

Pezicula cinnamomea (DC.: Fr.) Sacc. jest stadium generatywnym (teleomorf!) ga-
tunku, który w stadium wegetatywnym znany jest pod nazw! Cryptosporiopsis grisea

(Pers.: Fr.) Petr. Wyst puje na ró$nych gatunkach drzew li"ciastych, a najcz "ciej na 
d bach, zwłaszcza d bie czerwonym [Kowalski 1983, Kowalski i Kehr 1992]. U$yty  

Adres do korespondencji – Corresponding author: Ewa Brzezowska, Katedra Chemii, Uniwersy-
tet Przyrodniczy we Wrocławiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wrocław 
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do bada% prowadzonych przez autorów niniejszej pracy szczep P. cinnamomea 15753 
pochodził z kolekcji Katedry Fitopatologii Le"nej Akademii Rolniczej w Krakowie. 

MATERIAŁY I METODY 

U$yte do bada% substraty: acetofenon [1], o-metyloacetofenon [2], m-metylo-
acetofenon [3], o-metoksyacetofenon [4], α,α,α-trifluoroacetofenon [5], oraz 1-acetylo-
naftalen [6] i 2-acetylonaftalen [7] pochodziły z firmy Fluka. Próbki wzorców produk-
tów redukcji wymienionych substratów (tzn. odpowiadaj!cych im alkoholi drugorz -
dowych) u$yte do celów identyfikacji w chromatografii gazowej (GC) otrzymano redu-
kuj!c wymienione ketony borowodorkiem sodu w metanolu z niewielkim dodatkiem 
wody, bez izolowania preparatywnego. 

Transformacje prowadzono w kolbach sto$kowych o pojemno"ci 250 cm3, zawiera-
j!cych 50 cm3 po$ywki o składzie 3% glukozy i 1% peptonu. Substraty dodawane były 
do 9-dniowej kultury mikrostrzykawk! w st $eniu nie przekraczaj!cym 1,0 g w 1 dm3

po$ywki. Transformacje prowadzono metod! wgł bn! w ró$nym czasie dla ró$nych 
substratów: od 1 do 13 dni, w zale$no"ci od szybko"ci jego redukcji. Przebieg reakcji 
kontrolowano w czasie, pobieraj!c strzykawk! (w warunkach sterylnych) około 5 cm3

mieszaniny reakcyjnej. 
Produkty transformacji ekstrahowano eterem etylowym, a ekstrakty suszono bez-

wodnym siarczanem magnezu. Chromatografia cienkowarstwowa (płytki aluminiowe z 
$elem krzemionkowym 60 F254 firmy Merck) pozwalała na stwierdzenie obecno"ci 
produktów reakcji przez porównanie warto"ci Rf ze wzorcami przy u$yciu nast puj!-
cych eluentów (v/v): heksan-aceton (8:1), oraz heksan-chloroform-izopropanol (10:9:1). 
Czysto"# optyczn! alkoholi oznaczono za pomoc! GC na podstawie czasów retencji z 
u$yciem wzorców, wykorzystuj!c kolumn  z chiraln! faz! (permetylowana cyklodek-
stryna) na aparacie Hewlett Packard 5890 Series II wyposa$onym w detektor FID. 
Temperatury dozownika i detektora wynosiły 200 °C, pocz!tkowa temperatura kolumny 
140 °C utrzymywana była przez 15 min, a nast pnie wzrastała w tempie 2 °C/min do 
200 °C; temperatura ko%cowa utrzymywana przez dodatkowe 2 min. Wydajno"# che-
miczna okre"lona była na podstawie ilo"ci produktu wyizolowanego w drodze chroma-
tografii kolumnowej na $elu krzemionkowym G firmy Merck o wielko"ci ziaren odpo-
wiadaj!cej 230-400 mesh stosuj!c eluenty, jak w TLC. 

WYNIKI

Wybrane ketony transformowane były w ró$nym czasie – od 1 do 13 dni, tak aby w 
miar  mo$liwo"ci osi!gn!# znacz!cy stopie% konwersji substratu. Szybko"# redukcji 
zale$ała od jego budowy. W ka$dym przypadku reakcja miała przebieg stereospecy-
ficzny: otrzymane alkohole drugorz dowe miały ró$n! czysto"# optyczn!, która obli-
czana była jako nadmiar enancjomeryczny enancjomeru b d!cego w przewadze na 
podstawie analiz składu mieszaniny reakcyjnej w chromatografii gazowej przy zasto-
sowaniu kolumny chiralnej. Wyniki podane s! w tabeli 1. 
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Tabela 1. Przebieg redukcji ketonów aromatycznych w kulturze P. cinnamomea 15753 
Table 1. Reduction course of aromatic ketones in P. cinnamomea 15753 culture 

Produkt – Product 

Substrat 
Substrate 

Czas 
transformacji 

[dni] 
Transformation 

period 
[days] 

wydajno"#
chemiczna 

[%] 

chemical yield

czysto"# optyczna 
[ee, %] 

{konfiguracja abs.} 
optical purity 

{absolute  
configuration} 

1 64 90 {S} 

3 91 88 {S} [1]

O

9 100 70 {S} 

1 16 100 {S} 

6 87 100 {S} [2]

O

13 91 100 {S} 

1 18 92 {S} 

6 36 64 {S} [3]

O

13 57 43 {S} 

1 46 98 {R} 

6 100 87 {R} [4]

O

O
13 89 77 {R} 

1 94 33 {R} 

6 96 31 {R} [5]

O

F

F
F

13 97 31 {R} 

1 18.5 100 {R} 

[6]

O

7 23 100 {R} 

1 24 58 {S} 

[7]

O

7 34 56 {S} 
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Wydajno"ci reakcji redukcji badanych acetofenonów zale$ały w sposób jednoznacz-
ny od struktury substratu i mie"ciły si  w szerokich granicach od kilkunastu do 100%. 
Równie$ stereospecyficzno"# procesu podana jako nadmiar enancjomeryczny (ee) przy 
okre"lonej preferencji struktury produktu (R/S) była ró$na dla poszczególnych zwi!z-
ków; w wi kszo"ci przypadków mo$na j! okre"li# jako dobr!.

DYSKUSJA WYNIKÓW I WNIOSKI 

P. cinnamomea 15753 prowadził stereospecyficzn! redukcj  prochiralnych ketonów 
posiadaj!cych w swojej strukturze dwa nierówne obj to"ciowo podstawniki: aroma-
tyczny – „wi kszy” oraz alifatyczny – „mniejszy” (rys. 1). 

Rys. 1. Struktura prochiralnego ketonu 
Fig. 1. The structure of a prochiral ketone 

Efektem redukcji w pi ciu badanych przypadkach: ketonów [1], [3], [4], [5] i [7] by-
ła mieszanina enancjomerycznych alkoholi (rys. 2): 

Rys. 2. Struktura enancjomerycznych alkoholi 
Fig. 2. The structure of enantiomeric alcohols 

przy nadmiarze enancjomerycznym przekraczaj!cym 50%, z wyj!tkiem fluorowanej 
pochodnej acetofenonu [5], dla której warto"# ta przekraczała 30%. Zmniejszon! stereo-
specyficzno"# dla tego ostatniego substratu obserwuje si  dla wielu bioreagentów  
[Jarosz i Siewi%ski 1996, Brzezowska i in. 2006, Janeczko 2007]. 

Enzymy redukuj!ce grupy karbonylowe aldehydów i ketonów posiadaj! NAD lub 
NADP jako kofaktor, w którym rol  przeno"nika elektronów pełni zredukowany układ 
pirydynowy. Posiadaj!c niesymetrycznie (pozycja 3 pier"cienia pirydynowego) wzgl -
dem osi układu heterocyklicznego podstawion! grup  amidow!, kofaktor przyjmuj!c
odpowiedni! konformacj  mo$e by# skoordynowany z cz!steczk! substratu karbonylo-
wego w okre"lony sposób, przy czym okazuje si , $e oba atomy wodoru w pozycji 4 s!
nierównocenne: jeden zajmuje pozycj  aksjaln! (Ha), drugi – ekwatorialn! (He) (rys. 3): 
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Rys. 3. Struktura przestrzenna zredukowanego kofaktora 
Fig. 3. The spatial structure of a reduced cofactor 

Wzgl dy elektronowe decyduj! o tym, $e atom wodoru z pozycji aksjalnej powinien 
by# odrywany w sposób uprzywilejowany [Nambiar i in. 1983]. 

W ten sposób wytłumaczy# mo$na znan! z wcze"niejszych rozwa$a% reguł  Preloga 
[1964]. Taki przebieg reakcji, kiedy produktem redukcji acetofenonu był alkohol o 
konfiguracji absolutnej S (jak to zaobserwował w swojej pracy Prelog u$ywaj!c gatun-
ku Curvularia falcata), okre"lany jest jako zgodny z reguł Preloga, ale cz sto obser-
wuje si  przebieg reakcji niezgodny z t! reguł! (kiedy powstaje enancjomer R), co wy-
tłumaczy# mo$na inn! budow! centrum aktywnego enzymu. W praktyce cz sto ma 
miejsce redukowanie ketonów do obu enancjomerów, przy czym powstaj! one na ogół z 
ró$n! szybko"ci!, co z kolei "wiadczy o obecno"ci w komórce ró$nych enzymów pro-
wadz!cych procesy oksydoredukcyjne przebiegaj!ce z udziałem tych samych kofakto-
rów (NAD i/lub NADPH). 

Dla ketonów [1], [2], [3] i [7] preferowany był kierunek reakcji daj!cy enancjomer S
w przewadze, a wi c zgodnie z reguł  Preloga, w pozostałych trzech przypadkach ten 
sam bireagent dawał w sposób uprzywilejowany konfiguracj  przeciwn!. Wydaje si ,
$e substraty [4] i [6] redukowane niezgodnie z wymienion! reguł! maj! pewn! cech 
wspóln!: mianowicie zwi kszon! g sto"# elektronow! w pobli$u grupy karbonylowej w 
postaci elektronów atomu tlenu grupy metoksylowej ketonu [4] i elektronów „dodatko-
wego” pier"cienia aromatycznego 1-acetylonaftalenu [6]; dla 2-acetylonaftalenu [7]
elektrony te znajduj! si  w dalszej odległo"ci. Te ró$nice strukturalne wydaj! si  spra-
wia#, $e substraty [4] i [6] maj! powinowactwo do innego enzymu ni$ pozostałe. Nato-
miast konfiguracja preferowanego produktu w przypadku redukcji fluorowanego aceto-
fenonu [5] "wiadczy o kierunku reakcji zgodnym z reguł  Preloga, a zmniejszona 
enancjospecyficzno"# jest wynikiem efektu elektronów atomów fluoru. 
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ENANTIOSPECIFIC REDUCTION  
OF AROMATIC KETONES  
IN A PEZICULA CINNAMOMEA CULTURE 

Abstract. A Pezicula cinnamomea strain, an endophytic fungus, was used to investigate 
its ability to reduce seven prochiral aromatic ketones: acetophenones and naphthylke-
tones. In all cases enantiospecificity of the process was recorded, and the enantiospecifi-
city, calculated as the enantiomeric excess, as well as resulting secondary alcohol yield, 
depended primary on the structure of a given substrate, and to the lesser extent on the  
reaction time. 

Key words: Pezicula cinnamomea, bioreduction, enancjospecyficity, ketone reduction 
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OCENA WZROSTU TRANSFORMANTÓW DRO D Y
YARROWIA  LIPOLYTICA 

W OBECNO!CI  LAKTOZY1

Ewa Walczak1, Zbigniew Lazar1, Stephan Mauesberger2,
Małgorzata Robak1

1.Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 
2.Uniwersytet Techniczny w Dre nie

Streszczenie. Celem podj!tych bada" była ocena wpływu: kwasu oleinowego, etanolu, 
glicerolu, heksadekanu oraz glukozy na indukcj! promotorów wprowadzonych z genem 
LacZ do genomu dro#d#y Y. lipolytica. Indukcj! oceniano poprzez wzrost 12 transfor-
mantów w obecno$ci laktozy i wykazanie aktywno$ci   %-galaktozydazy. Pomimo obec-
no$ci w podło#u niezb!dnych do indukcji promotorów substancji badane transformanty 
dro#d#y nie były zdolne do wykorzystania laktozy do wzrostu. Obserwowany słaby 
wzrost niektórych transformantów był prawdopodobnie wynikiem wykorzystania jako 
 ródło w!gla zastosowanego induktora. Szczególnie, #e przeprowadzony test ONPG nie 
potwierdził ekspresji genu LacZ u #adnego z badanych  szczepów.

Słowa kluczowe. Yarrowia lipolytica, LacZ,  laktoza  

WST"P

Zdolno$& do metabolizowania nietypowych (hydrofobowych)  ródeł w!gla, produk-
cja kwasów organicznych, laktonów, aktywno$& proteolityczna i lipolityczna to naj-
wi!ksze z punktu widzenia biotechnologii atuty szczepów dro#d#y z gatunku Yarrowia 
lipolytica [Barth i in. 1997]. Z kolei budowa genomu, odmienna ni# u konwencjonal-
nych gatunków dro#d#y, czyni go jednocze$nie atrakcyjnym obiektem i narz!dziem w 
dziedzinie in#ynierii genetycznej [Casaregola i in. 2000]. Do 2007 roku otrzymano 
ponad 40 transformowanych szczepów, potencjalnych producentów heterologicznych 
białek [Madzak i in. 2005, Nicaud i in. 2002].  

S' po$ród nich enzymy, np. endoglukanaza I z Trichoderma reesei czy lakkaza  
z Pycnoporus cinnabarinus [Park i in. 2000, Madzak i in. 2005], antygeny, ludzki  
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krobiologii (ywno$ci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu, ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375 
Wrocław, e-mail: ewawalczak80@tlen.pl 
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czynnik  wzrostu [Hamsa i in. 1998] i koagulacji krwi XIIIa, analogi insuliny i insulino-
tropina [Tharaud i in. 1992, James i Strick 1993]. 

Dro#d#e Y. lipolytica jako niepatogeniczny organizm [Yoshida i Hashimoto, 1986] 
stanowi'  jeden z  eukariotycznych modeli komórkowych w realizacji celów zarówno 
bada" poznawczych, jak i aplikacyjnych [Madzak i in. 2004]. S' obiektem bada" mito-
chondrialnego kompleksu I [Kerscher i in. 2002], stanowi' organizm modelowy w ba-
daniach nad wydzielaniem białek [Beckerich i in. 1998] oraz peroksysomami [Titoren-
ko i in. 2000]. Po$ród wielu u#ytecznych cech tego gatunku za niekorzystne uznaje si!
brak wzrostu na dwucukrach, takich jak laktoza czy sacharoza [Madzak i in. 2005, Van 
den Temple i Jakobsen 2000]. Substraty te s' bowiem niedrogie i nawet otrzymane na 
du#' skal! s' stosunkowo czyste chemicznie, gwarantuj'c opłacalno$& produkcji hetero-
logicznego białka.   

Celem podj!tych bada" była ocena wpływu wybranych  ródeł w!gla: kwasu  
oleinowego, kwasu octowego, etanolu, glicerolu, heksadekanu oraz glukozy na indukcj!
promotorów wprowadzonych z genem LacZ do genomu dro#d#y Y. lipolytica. Indukcj!
oceniano poprzez wzrost transformantów w obecno$ci laktozy i aktywno$& %-galakto-
zydazy.   

MATERIAŁY I METODY 

Mikroorganizmy. Przedmiotem bada" było trzyna$cie zmodyfikowanych gene-
tycznie szczepów dro#d#y Yarrowia lipolytica Po1d udost!pnionych przez Instytut 
Mikrobiologii Uniwersytetu Technicznego w Dre nie oraz dziki szczep Y. lipolytica

A-101 z kolekcji kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii (ywno$ci Uniwersytetu 
Przyrodniczego we Wrocławiu. Wyszczególnione w tabeli 1 szczepy Y. lipolytica Po1d 
otrzymali Juretzek i in. [2000]  w oparciu o szczep wyj$ciowy Y. lipolytica Po1d 
(MATA LEU2 ura3-302) na drodze transformacji plazmidami wprowadzaj'cymi se-
kwencj! genu LacZ znajduj'cego si! pod kontrol' jednego z indukcyjnych promotorów 
nast!puj'cych genów: liazy izocytrynianowej (pICL1), oksydazy acylo-CoA (pPOX2), 
regulatora szlaku glioksalowego (pGPR1), dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego (pG3PB1, pG3PB2) b'd  pod kontrol' hybrydowego promotora pXPR2c, ak-
tywnego konstytutywnie, podczas wzrostu dro#d#y.    

Hodowle stacjonarne prowadzono w 50 ml kolbach Erlenmayera zawieraj'cych  
10 ml syntetycznego podło#a płynnego z tiamin' (MMT) z dodatkiem 1% laktozy jako 
 ródła w!gla oraz 20 mgxl-1 uracylu, przez 96 godzin, w temperaturze 28 °C stosuj'c
180 rpm. Jako czynnik indukuj'cy poszczególne promotory warunkuj'ce ekspresj!
genu LacZ wykorzystano odpowiednie  ródła w!gla w ilo$ci 0,01%; 0,1% lub 1% do-
dane do hodowli przegłodzonych komórek. Wzrost oraz rozmna#anie komórek obser-
wowano w preparatach przy#yciowych wykonywanych co godzin!, pocz'wszy od prze-
niesienia dwudziestogodzinnego inokulum do podło#a zawieraj'cego 1% laktozy.  
W tabeli 2 zestawiono promotory i indukuj'ce je  ródła w!gla. Dziki szczep  
Y. lipolytica A-101 wyrastaj'cy na glukozie, glicerolu i heksadekanie stanowił pozy-
tywn' kontrol!.
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Tabela 1. Szczepy Y. lipolytica 

Table 1. Y. lipolytica strains 

Numer 
Number

Yarrowia lipolytica Genotyp 
Genotype 

Opis  
w dokumentach 
Description in 

documents

1. Po1d (pLG3) clone 1 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPSKL Klon 1 

2. Po1d (pLG3) clone 2 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPSKL Klon 2 

3. Po1d (pLG3)  T3 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPSKL T3 

4. Po1d (pLG3)  T4 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-GFPSKL T4 

5. Po1d (LacZ)  T13 MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ (to be 
clarified) 

T13 

6. Po1d (pI-
NA354lacZ-GFPSKL)  T5 

MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ-
GFPSKL 

T5 

7. Po1d (pINA354b-POX2) MATA LEU2 ura3-302 pPOX2-lacZ POX2 

8. Po1d (pINA354b-ICL1) MATA LEU2 ura3-302 pICL1-lacZ ICL1 

9. Po1d (pINA354b-G3PB1) MATA LEU2 ura3-302 pG3PB1-lacZ   G3PB1 

10. Po1d (pINA354B-G3PB2) MATA LEU2 ura3-302 pG3PB2-lacZ  G3PB2 

11.  Po1d (pINA354b-GPR1) MATA LEU2 ura3-302 pGPR1-lacZ GPR1  

12.  Po1d (pINA354b-XPR2c)  MATA LEU2 ura3-302 pXPR2c-lacZ XPR2c = hp4d 

13. Po1d L Clone 12 MATA LEU2 ura3-302 Clone12 (rodzic/ 
parent) 

14. A-101 Szczep dziki (LEU2 URA3) 

Wild type (LEU2 URA3) 

 A-101  
(dziki/wild)  

Dla wybranych szczepów dro#d#y kolejne hodowle przeprowadzono w aparacie do 
mikrohodowli BioscreenC. 50 µl inokula, o g!sto$ci optycznej (OD550nm) w zakresie 
0,23-0,25 wprowadzono do 300 µl płynnego podło#a syntetycznego z tiamin' (MMT) 
zawieraj'cego 1% laktozy jako główne  ródło w!gla oraz 20 mgxl-1 uracylu. Do ho-
dowli dodano induktor: 0,1% kwas oleinowy do indukcji promotorów: pICL1, pPOX2, 
pG3PB1, pG3PB2; 0,1% heksadekan do indukcji pGPR1 i 0,01% glukozy do hodowli 
szczepu z  pXPR2c. Hodowle prowadzono 72 h w temperaturze 28 °C, z wstrz'saniem. 
Dla ka#dego wariantu wykonano 3 powtórzenia. Wzrost poszczególnych szczepów 
okre$lono na podstawie pomiarów OD (420-580 nm). 

Test ONPG. Obecno$& β-galaktozydazy oceniano w oparciu o test ONPG  
(o-nitrofenyl-b-D-galaktopiranozyd) – o wyniku pozytywnym $wiadczył #ółty produkt 
hydrolizy ONPG – orto-nitrofenol. W 1 ml hodowli umieszczono kr'#ek ONPG i inku-
bowano w temperaturze 35-37 °C przez okres 10 min – 24 h. Test ONPG przeprowa-
dzono przed i po sonifikacji prób z hodowli. Dezintegracj! ultrad wi!kami przeprowa-
dzono w cało$ci zawiesiny hodowlanej z zastosowaniem chłodzenia i pi!ciu pi!tnasto-
minutowych cykli dezintegracji. Pozytywn' kontrol! testu ONPG stanowiła hodowla  
E. coli, dla której po 10 minutach obserwowano #ółte zabarwienie mieszaniny reakcyjnej. 
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Tabela 2. Ocena wzrostu transformantów Y. lipolytica w podło#u z 1% laktoz' i induktorem  
promotora 

Table 2. Y. lipolytica transformants growth on 1% lactose and  promoter inductor

-/-     brak wzrostu na pocz'tku i na ko"cu hodowli – no growth at the beginning and the and of the culture,
+/+   słaby wzrost podczas hodowli – poor growth  during culture, 
-/+    słaby wzrost po 48 godzinach hodowli – poor growth after 48 h of the culture, 
+/-    wzrost w oparciu o materiał zapasowy w komórce – growth on the basis of reserve material in the cell, 
+++  bardzo dobry wzrost podczas pierwszych trzech dni hodowli – very good growth during first three days of culture.  

Numer 
Number 

Szczep 
Strain 

Induktor 
Inductor 

Wzrost 24/48 godzin 
Growth 24/48h 

1.   Klon  1 
Clone 1 

  1% glicerol, 1% glycerol 
1% etanol, 1% ethanol 

-/- 
+/- 

2.  Klon  2 
Clone 2 

  1% glicerol, 1% glycerol 
1% etanol, 1% ethanol 

-/- 
+/- 

3.    T3   1% glicerol, 1% glycerol 

1% etanol, 1% ethanol 

-/- 

+/- 

4.    T4   1% glicerol, 1% glycerol 
1% etanol, 1% ethanol 

-/- 
+/- 

5.    T13   1% glicerol, 1% glycerol 
1% etanol, 1% ethanol 

-/- 
+/- 

6.    T5   1% glicerol, 1% glycerol 
1% etanol, 1% ethanol 

+/+
+/- 

7.   POX2  1% heksadekan, 1% hexade-
cane 

-/- 

8.  ICL1  1% glicerol, 1% glycerol 
1% etanol, 1% ethanol 

+/+
+/ + 

9. G3PB1 1% glicerol, 1% glycerol 
 1% glukoza, 1% glucose 

+/+
+/+

10. G3PB2 1% glicerol, 1% glycerol 

 1% glukoza, 1% glucose 

-/- 

-/+ 

11.  GPR1 1% heksadekan, 1% hexade-
cane 

-/- 

12.  XPR2c = hp4d 0,01% glukoza, 0,01% glu-
cose 

0,1% glukoza, 0,1% glucose 

+/+

+/- 

13.  Clone 12  (rodzic) 
Clone 12 (parent) 

0,01% glukoza, 0,01% glu-
cose 

1% glicerol, 1% glycerol 
1% heksadekan, 1% hexade-

cane 

+/+
-/- 

-/- 

14. A-101 dziki (kontrola) 

A-101 wild type (control)  

 1% glukoza, 1% glucose 

1% glicerol, 1% glycerol 
1% heksadekan, 1% hexade-

cane 

+/+

 +++ 
 +++ 
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WYNIKI

Wyniki hodowli stacjonarnych w kolbach – zestawiono w tabeli 2. Sugeruj' one in-
dukcj! niektórych promotorów zastosowanymi  ródłami w!gla. W obecno$ci glicerolu 
obserwowano wzrost szczepu Po1d (pINA354b-LacZ-GFPSKL) T5 oraz Po1d  
(pINA354b-ICL1) zawieraj'cego gen LacZ pod kontrol' promotora ICL1. Pozytywny 
wpływ na wzrost szczepów  zawieraj'cych promotory  pG3PB1 i pG3PB2 (dehydroge-
nazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego) wykazano przy dodatku 1% glicerolu, 1% gluko-
zy lub 1% etanolu do podło#a laktozowego. Natomiast szczepy zawieraj'ce promotor 
ICL1 opisane jako: klon 1, klon 2, T3, T4 oraz T13 w hodowli stacjonarnej nie wyko-
rzystały laktozy do wzrostu w podło#u zawieraj'cym 1% glicerolu jako czynnik induku-
j'cy ekspresj! genu LacZ. Szczepy te, a tak#e szczep Po1d (pINA354b-LacZ-GFPSKL) 
T5 na podło#u zawieraj'cym 1% etanolu jako czynnik indukuj'cy rosły a# do wyczer-
pania materiału zapasowego w komórce. Zaobserwowany wzrost mógłby by& wynikiem 
hydrolizy laktozy, czyli ekspresji promotorów indukcyjnych, jednak#e test ONPG nie 
potwierdził obecno$ci β-galaktozydazy. Dla #adnego z badanych transformantów, na-
wet po 24-godzinnej inkubacji enzymatycznej i dezintegracji komórek, nie uzyskano 
pozytywnego wyniku $wiadcz'cego o obecno$ci aktywnej %-galaktozydazy.  

Dodatek 1% heksadekanu pozostał bez wpływu na indukcj! promotora genu POX2 
(oksydaza acylo-CoA) oraz  promotora genu GPR1 (regulator szlaku glioksalowego). 

W hodowli szczepu Po1d (pINA354b-XPR2c) zawieraj'cego syntetyczny promotor 
hp4d (XPR2c) zale#ny od  wzrostu komórek wykazano wzrost badanego szczepu ju#
przy  0,01% dodatku glukozy. Wzrost oraz p'czkowanie komórek obserwowano w 
preparatach przy#yciowych wykonywanych co godzin!, pocz'wszy od przeniesienia 
dwudziestogodzinnego inokulum do podło#a zawieraj'cego 1% laktozy. Wynika z nich, 
#e komórki wykorzystały do wzrostu zgromadzony materiał zapasowy (tab. 2). 

W kolejnych hodowlach, w aparacie BioscreenC zmieniono  ródło w!gla indukuj'-
ce promotory. Zastosowano 0,1% kwas oleinowy, induktor promotorów: pICL1, 
pPOX2, pG3PB1, pG3PB2, oraz 0,1% heksadekan jako induktor  pGPR1 i 0,01% doda-
tek glukozy w hodowli szczepu z promotorem hp4d. W hodowli w aparacie BioscreenC 
wykazano niski wzrost wszystkich badanych szczepów niezale#nie od zastosowanego 
induktora. Wzrost szczepów serii Po1d opisanych jako: klon 1, klon 2, T3, T4, T13, 
(pINA354b-POX2) w podło#u z laktoz'  w obecno$ci kwasu oleinowego nie przekra-
czał warto$ci OD550 0,2 (rys. 1A). Najsilniej indukowane były promotory  ICL1 oraz   
POX2, z wyj'tkiem dwóch szczepów Po1d (pINA354b-ICL1) i Po1d (pINA354b- 
-LacZ-GFPSKL) T5. Indukcja promotorów pG3PB1 i pG3PB2 była  mniejsza: obser-
wowano dwukrotnie ni#szy wzrost, a szczep Po1d (pINA354b-G3PB1) zawieraj'cy 
promotor pG3PB1 wyrastał najsłabiej.  

   Równolegle, w hodowli szczepów w obecno$ci 0,1% heksadekanu jako czynnika 
indukuj'cego wykazano słaby wpływ tego  ródła w!gla na indukcj! badanych promoto-
rów (rys. 1B). Najsilniejszy jego wpływ odnotowano dla promotora pGPR1. Wzrost 
szczepu Po1d (pINA354b-GPR1) był dwukrotnie wy#szy ni# pozostałych.   

   W hodowli szczepu Po1d (pINA354b-XPR2c) zawieraj'cego promotor syntetycz-
ny hp4d  zaobserwowano dobry wzrost w podło#u z 0,01% oraz nieznaczny w obecno-
$ci 0,1% glukozy. Wypadkowa krzywa wzrostu tego szczepu w obecno$ci laktozy 
wskazuje na wykorzystanie jedynie glukozy (rys. 1C).  
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Rys. 1. Wzrost szczepów na podło#ach z laktoz' i  ródłem w!gla indukuj'cym ekspresj! genu 
LacZ: A – kwasem oleinowym, B – heksadekanem, C – glukoz'

Fig. 1. Growth of strains on medium with lactose and source of carbon for induction of LacZ 
gene expression: A – oleic acid, B – heksadecan, C – glucose 
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DYSKUSJA 

Naturalne izolaty dro#d#y Yarrowia lipolytica nie zawieraj' genu β-galaktozydazy, 
a tym samym nie s' zdolne do hydrolizy laktozy i wzrostu, gdy stanowi ona jedyne 
 ródło w!gla. Zespół naukowy Uniwersytetu Technicznego w Dre nie na drodze trans-
formacji oraz rekombinacji wprowadził do genomu szczepu Y. lipolytica Po1d kaset!
zawieraj'c' sekwencj! wybranego promotora (naturalnego b'd  hybrydowego) oraz 
znajduj'c' si! pod jego kontrol' sekwencj! genu reporterowego LacZ [Juretzek i in.  
2000]. Zespół, oceniaj'c obecno$& niebieskich kolonii w podło#u YPD z X-gal, otrzy-
mał zestaw transformantów ró#ni'cych si! wprowadzonym promotorem warunkuj'cym 
ekspresj! genu LacZ. Według autorów najsilniejszymi promotorami, łatwo indukowa-
nymi tanimi  ródłami w!gla s' POX2, ICL1, POT1. Niemniej, otrzymane przez  
Juretzek i in. [2000] wyniki nie s' jednoznaczne. Hodowle w podło#u stałym nie po-
twierdziły wyników z hodowli w podło#u płynnym, a indukcja promotorów nie była 
trwała. Badacze tylko przez 3-5 godzin obserwowali efekt indukcji mierzony jako ak-
tywno$& %-galaktozydazy, a w zestawieniu brak jest wyników dla szczepu dzikiego. 
Ponadto niemieccy uczeni nie badali wzrostu otrzymanych transformatów  przy zasto-
sowaniu laktozy jako głównego  ródła w!gla. Wyniki przedstawione w tej pracy rów-
nie# nie s' jednoznaczne. Wzrost badanych szczepów prawdopodobnie nie jest wyni-
kiem ekspresji promotorów i hydrolizy laktozy. Mógł on by& spowodowany wykorzy-
staniem do wzrostu indukcyjnych  ródeł w!gla. G!sto$& hodowli, mierzona jako OD, 
mogła by& wynikiem wzrostu nawet na 0,01% glukozie. Jej warto$& jest bowiem po-
równywalna do warto$ci otrzymanych w innych badaniach [Robak 2002]. Nale#y jed-
nak podkre$li&, #e szczep rodzicielski nie korzystał z glicerolu, a w przypadku trzech 
transformantów obserwowano wzrost w podło#u zawieraj'cym glicerol i laktoz!. Bar-
dzo interesuj'ce jest równie#, #e niektóre genetycznie transformowane szczepy rosn',
gdy w podło#u obecna jest laktoza i drugie  ródło w!gla (glicerol, etanol), a inne nie. 
Dlaczego? W szczepach Po1d (pINA354lacZ-GFPSKL) T5, Po1d (pINA354b-ICL1) 
oraz Po1d (pINA354b-G3PB1) laktoza obecna w podło#u wywarła prawdopodobnie 
wpływ na metabolizm drugiego  ródła. Ostatnio opisano brak wzrostu mutantów  
Y. lipolytica w podło#ach z dwoma  ródłami w!gla: z octanem i glicerolem oraz z octa-
nem i etanolem [Robak 2007]. Szczepy te wyrastały przynajmniej na jednym z tych 
 ródeł, gdy był on jedynym substratem i wyrastały, gdy w podło#u była glukoza i octan. 
W analizowanym problemie poruszonym w pracy sytuacja jest odwrotna. Dodatek lak-
tozy umo#liwił wykorzystanie glicerolu i etanolu. Te intryguj'ce spostrze#enia wyma-
gaj' dalszych szczegółowych bada".

Brak wzrostu na laktozie mo#e by& tłumaczony brakiem u badanych szczepów po-
zostałych genów bakteryjnego operonu laktozowego. Szczególnie brak permeazy lakto-
zowej (LacY) odpowiedzialnej za transport laktozy do wn!trza komórki [Juretzek i in. 
2000] mo#e by& w tym przypadku wa#ny. Brak transacetylazy tiogalaktozydowej  
(LacA) ma mniejsze znaczenie. Niektóre dzikie szczepy Y. lipolytica  korzystaj' z ga-
laktozy [Barnett i in.1983]  i dro#d#e te  musz' mie& system aktywacji tego monosacha-
rydu. Natomiast brak aktywno$ci %-galaktozydazy w komórkach transformantów $wiad-
czy jednoznacznie, #e nie doszło do indukcji promotorów. Ekspresja genu LacZ nie 
zale#y  od obecno$ci permeazy. 
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POSDUMOWANIE 

Pomimo obecno$ci w podło#u substancji niezb!dnych do indukcji promotorów ba-
dane transformanty dro#d#y Yarrowia lipolytica Po1d, po modyfikacji genetycznej 
polegaj'cej na wprowadzeniu genu LacZ koduj'cego β-galaktozydaz!, nie były zdolne 
do wykorzystania laktozy do wzrostu. Zauwa#ony słaby wzrost niektórych transforman-
tów w hodowli stacjonarnej był prawdopodobnie wynikiem wykorzystania do wzrostu 
nie laktozy, a dodanego w du#ej ilo$ci (1%) drugiego  ródła w!gla stosowanego do 
indukcji promotorów. Jedn' z  przyczyn  braku wzrostu na laktozie mo#e by& brak per-
meazy umo#liwiaj'cej transport laktozy do wn!trza komórki. Nie tłumaczy to jednak, 
dlaczego przeprowadzony test ONPG nie potwierdził ekspresji genu LacZ u  #adnego z 
badanych szczepów.  
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EVALUATION OF YARROWIA LIPOLYTICA 

TRANSFORMANTS GROWTH ON LACTOSE  

Abstract. The aim  of the study was   the evaluation of  induction  by:  oleic acid, ethanol, 
glycerol, hexadecane and glucose of  promoters introduced with gene Lac Z into Yar-

rowia lipolytica genome. Induction effects  were  estimated  by the growth of 12 trans-
formants on lactose and by the measurement of %-galactosidase activity. Despite the pre-
sence of suitable promoters inductors in the medium tested yeasts clones  were unable  to 
utilize  lactose for their growth.  Weak  growth  observed for  some  clones, was probably 
caused by  inductors utilization as C source. Especially  that the ONPG test did not con-
firmed LacZ  gene expression in  any of studied  strains.  

Key words:. Yarrowia lipolytica, LacZ,  lactose   
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WPŁYW MAKROELEMENTÓW  
NA PROCES BIOSYNTEZY KWASU CYTRYNOWEGO  
Z GLICEROLU PRZEZ ASPERGILLUS NIGER W78B1

Ewa Fory , Waldemar Podgórski, Marta Kaczy!ska 
Akademia Ekonomiczna we Wrocławiu 

Streszczenie. Celem autorów pracy było zbadanie mo"liwo ci wykorzystania glicerolu w 
procesie biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep Aspergillus niger W78B oraz usta-
lenie optymalnego st#"enia makroelementów w podło"u dla tego procesu. Hodowle pro-
wadzono technik$ hodowli wstrz$sanej w podło"ach syntetycznych z gliceryn$ jako sub-
stratem, rozcie!czon$ wod$ wodoci$gow$ i uzupełnionych %ródłami makroelementów. W 
wyniku bada! ustalono, "e optymalne st#"enia NH4NO3, KH2PO4 i MgSO4·7H2O wyno-
sz$ odpowiednio: 2,48, 0,3 i 0,3 g dm-3. W tych warunkach uzyskano ponad 59 g dm-3

kwasu cytrynowego tworz$cego si# z wydajno ci$ (YP/S) 0,39 g g-1 i produktywno ci$
(QP) 0,99 g dm-3 h-1. Jedynym produktem ubocznym powstaj$cym w  ladowych ilo ciach
w czasie badanego procesu był kwas szczawiowy.  

Słowa kluczowe: kwas cytrynowy, glicerol, biodiesel, Aspergillus niger, bioutylizacja 

WST P

Ustawa o biopaliwach i biokomponentach ciekłych [2006] nakłada obowi$zek sto-
sowania biokomponentów i paliw odnawialnych w paliwach ciekłych i biopaliwach. 
Zgodnie z obecnie obowi$zuj$cym Rozporz$dzeniem Rady Ministrów w tej sprawie 
[2007] dodatek biokomponentów do paliw powinien rosn$& od 3,45% do 7,10% w la-
tach 2008-2013, by zgodnie z Dyrektyw$ UE [2003] w roku 2020 osi$gn$& warto &
20% [Walisiewicz-Niedbalska i in. 2006]. W najbli"szych latach nast$pi wi#c zwi#k-
szenie produkcji biopaliw w Polsce, a ilo & powstaj$cego odpadowego glicerolu przy 
produkcji biodiesla przekroczy znacznie jego rynkowe zapotrzebowanie [Lesisz i Pindel 
2006]. Do tej pory rozpoznane mo"liwo ci zagospodarowania tego odpadu ograniczone 
s$ głównie do otrzymywania gliceryny bezwodnej i kosmetycznej [Rymowicz i in. 
2005]. Problemy z zagospodarowaniem gliceryny b#d$ wpływa& znacz$co na efektyw-
no & ekonomiczn$ produkcji biopaliw [T#cza i in. 2006]. Konieczne jest zatem poszu-

Adres do korespondencji – Corresponding author: Ewa Fory , Katedra Bioutylizacji Odpadów 
Rolno-Spo"ywczych, Instytut Chemii i Technologii 'ywno ci, Akademia Ekonomiczna we  
Wrocławiu, ul. Komandorska 118-120, 53-345 Wrocław, ewa.forys@ae.wroc.pl 
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kiwanie nowych kierunków wykorzystania powstaj$cego odpadowego glicerolu, mi#-
dzy innymi jako składnika podło"y hodowlanych w procesach biotechnologicznych. 
Jednym ze znacz$cych kierunków jego zagospodarowania mo"e by& zast$pienie nim 
drogich substratów, a wi#c cukru białego, skrobi czy syropów glukozowych, w procesie 
biosyntezy kwasu cytrynowego. Mo"liwo & takiej substytucji jest obecnie w fazie bada!
laboratoryjnych [Levinson i in. 2007, Imandi i in. 2007, Papanikolaou i in. 2002]. Lite-
ratura tematu charakteryzuje si# jednak brakiem doniesie! dotycz$cych produkcji kwa-
su cytrynowego przez ple nie z rodzaju Aspergillus, pomimo "e szczepy z gatunku 
Aspergillus niger uznawane s$ za najlepszego producenta tego kwasu. 

Celem autorów pracy było zbadanie mo"liwo ci wykorzystania glicerolu jako jedy-
nego %ródła w#gla i energii w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep 
Aspergillus niger W78B oraz ustalenie optymalnego st#"enia makroelementów w pod-
ło"u dla tego procesu.

MATERIAŁ I METODY 

Drobnoustroje i warunki hodowli 

W badaniach stosowano szczep A. niger W78B pochodz$cy z kolekcji Instytutu 
Chemii i Technologii 'ywno ci Akademii Ekonomicznej we Wrocławiu. Hodowle 
prowadzono na podło"ach syntetycznych z gliceryn$ (99,5%), rozcie!czon$ wod$ wo-
doci$gow$ do st#"enia 150 g dm-3. Podło"a uzupełniano %ródłami makroelementów w 
postaci: NH4NO3, KH2PO4 i MgSO4·7H2O. Odczyn podło"y ustalono kwasem mineral-
nym na poziomie 2,8 jednostek pH. Hodowle prowadzono przez 20 dni w temperaturze 
30 °C w kolbach o pojemno ci 750 cm3 wypełnionych 125 cm3 podło"a umieszczonych 
na wstrz$sarce posuwisto-zwrotnej o cz#stotliwo ci 148 ruchów · min-1 i amplitudzie  
3,5 cm. 

Metody analityczne 

Kwasy organiczne oznaczano za pomoc$ wysoko sprawnej chromatografii cieczo-
wej HPLC (Perkin Elmer) przy u"yciu kolumny Aminex HPX-87H (Bio-Rad Lab., 
Richmond, Calif., USA) oraz detektora UV/VIS o długo ci fali 210 nm (Perkin Elmer). 
Faz$ mobiln$ był 5 mM H2SO4. Szybko & przepływu wynosiła 0,6 cm3 min-1, a tempe-
ratura 20 °C. St#"enie biomasy oznaczano przez odfiltrowanie i suszenie w temperatu-
rze 105 °C do stałej masy.  

Metody statystyczne 

Do planowania wariantów badawczych zastosowano statystyczn$ metod# optymali-
zacji eksperymentów w postaci Centralnego Planu Kompozytowego Boxa-Wilsona. Do 
opracowania wyników stosowano system analizy danych STATISTICA, wersja 7.1. 
StatSoft, Inc. (2005). 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Skład chemiczny podło"y syntetycznych w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego 
jest na ogół modyfikacj$ medium stosowanego przez Shu i Johnsona [1948]. Autorzy ci 
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okre lili podstawowe składniki po"ywki niezb#dne dla efektywnej biosyntezy tego 
metabolitu, stwierdzaj$c, "e poza %ródłem w#gla podło"a płynne powinny by& uzupeł-
niane w: NH4NO3, MgSO4·7H2O, KH2PO4 oraz cynk i "elazo. Stosuj$c zamiast wody 
destylowanej wod# wodoci$gow$, która posiada zazwyczaj wystarczaj$c$ ilo & mikro-
elementów, skład podło"a ulega dalszemu uproszczeniu, nie wymagaj$c dodatku jonów 
cynku i "elaza [Le niak i in. 2002, Podgórski 2005].  

Jako %ródło w#gla i energii powszechnie stosowane s$ w#glowodany. W badaniach 
b#d$cych przedmiotem niniejszej pracy w miejsce cukrów zastosowano glicerol. W celu 
zbadania mo"liwo ci jego wykorzystania w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego 
posłu"ono si# statystyczn$ metod$ planowania eksperymentów z zastosowaniem cen-
tralnego planu kompozycyjnego Boxa-Wilsona [Fory  i Podgórski 2004]. Stosuj$c
wod# wodoci$gow$ optymalizowano st#"enie makroelementów w podło"u, b#d$cych 
%ródłem azotu, siarki, magnezu i fosforu. Składy podło"y w poszczególnych wariantach 
fermentacyjnych prezentuje tabela 1. 

Tabela 1. Składy podło"y hodowlanych 
Table 1.  Composition of the fermentation medium 

Wariant 
Variant 

Makroelementy w podło"u [g dm-3]
Macroelements in medium [g dm-3]

Nr
No

Opis wariantów 
Variants definition 

NH4HO3 KH2PO4 MgSO4·7H20

1 0.60 0.10 0.10 
2 0.60 0.10 0.50 
3 0.60 0.50 0.10 
4 0.60 0.50 0.50 
5 2.00 0.10 0.10 
6 2.00 0.10 0.50 
7 2.00 0.50 0.10 
8

punkty czynnikowe 
factorial points 

2.00 0.50 0.50 
9 0.12 0.30 0.30 

10 2.48 0.30 0.30 
11 1.30 0.00 0.30 
12 1.30 0.64 0.30 
13 1.30 0.30 0.00 
14

punkty gwiezdne 
star points 

1.30 0.30 0.64 
15 1.30 0.30 0.30 
16

punkty centralne 
center points 1.30 0.30 0.30 

(ródło: badania własne 

Wyniki bada! przedstawione w tabeli 2 mo"na było opisa& nast#puj$cym równa-
niem kwadratowym: 

[CA] = 31,8 - 26,4[N] + 10,5[N]2 +145,3[P] - 141,5[P]2 - 80,3[Mg] +  
121,6[Mg]2 - 20,6[N][P] + 34,6[N][Mg] - 117,2[P][Mg]            

gdzie nawiasy oznaczaj$ st#"enie produktu oraz makroelementów w podło"u w g dm-3.

Równanie (1) stwarza mo"liwo & kalkulacji teoretycznych warto ci st#"enia produk-
tu, które powinny by& uzyskane w poszczególnych wariantach hodowlanych (tab. 2 – 
kwas cytrynowy, warto ci spodziewane). 

(1)
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Tabela 2. Wyniki procesu biosyntezy kwasu cytrynowego dla poszczególnych wariantów  
hodowlanych 

Table 2. Results of citric acid biosynthesis in the fermentation medium variants  

War-
iant 
Var-
iant 

Kwas cytrynowy (CA) [g dm-3]
Citric acid (CA) [g dm-3]

Kwas szczawiowy 
(OA) [g dm-3]

Oxalic acid (OA) 
[g dm-3]

Nr
No

Otrzy-
mane 
Ob-

tained 

Spodzie-
wane 

Expected

Ró"nica 
Difference 

Otrzymane 
Obtained 

Homofermentatywno &
[%]: 

Chemical selectivity 
[%]: 

CA · 100/ (CA + OA) 

Biomasa  
[g dm-3]
Biomass  
[g dm-3]

1 38,2 25,7 12,5 0,1 99,7 9,9 
2 41,2 26,4 14,8 0,1 99,8 9,7 
3 48,2 40,2 8,0 0,1 99,8 9,7 
4 28,2 22,1 6,1 0,2 99,3 8,8 
5 30,1 28,9 1,2 0,6 98,0 9,6 
6 48,2 48,9 -0,7 0,8 98,4 11,8 
7 24,3 31,8 -7,5 0,1 99,6 13,0 
8 27,9 33,1 -5,2 0,2 99,3 12,2 
9 15,4 36,4 -21,0 0,2 98,7 2,5 

10 59,1 48,3 10,8 0,4 99,3 11,4 
11 0,0 15,5 -15,5 0,0 – 0,1 
12 12,9 10,9 2,0 0,1 99,2 11,3 
13 32,2 38,0 -5,8 0,1 99,7 16,2 
14 37,1 42,7 -5,6 0,3 99,2 14,7 
15 20,1 27,8 -7,7 0,1 99,5 17,3 
16 37,5 27,8 9,7 0,8 97,9 15,6 

(ródło: badania własne 

Najwy"sze st#"enie produktu (59,1 g dm-3) uzyskano w wariancie 10 hodowli w 
podło"u o składzie: NH4NO3 2,48 g dm-3, KH2PO4 0,3 g dm-3, MgSO4·7H2O 0,3 g dm-3.
Według zastosowanej metody wynik rzeczywisty obarczony był bł#dem i ró"nił si# od 
warto ci spodziewanej o ponad 10 g dm-3. Warto & spodziewana st#"enia kwasu cytry-
nowego dla tego wariantu wyniosła 48,3 g dm-3. Wysokie rzeczywiste st#"enia produktu 
(48,2 g dm-3) uzyskano równie" w wariantach: 3 (NH4NO3 0,6 g dm-3, KH2PO4

0,5 g dm-3, MgSO4·7H2O 0,1 g dm-3) i 6 (NH4NO3 2,0 g dm-3, KH2PO4 0,1 g dm-3,
MgSO4·7H2O 0,5 g dm-3). Zgodnie z modelem ilo & kwasu cytrynowego w tych warian-
tach powinna wynie & odpowiednio: 40,2 g (wariant 3) i 48,9 g dm-3 (wariant 6). Wynik 
rzeczywisty procesu w wariancie nr 6 charakteryzował si# ponadto wysok$ korelacj$ z 
warto ci$ spodziewan$. Ró"nica była ni"sza od 1 g dm-3 (0,7). 

Oprócz wariantów maksymalizuj$cych wydajno & produktu interesuj$ca wydaje si#
by& analiza efektów niedoboru okre lonych makroelementów w podło"u. I tak w wa-
riancie 11 hodowli, charakteryzuj$cym si# brakiem fosforu, zaobserwowano brak roz-
woju grzybni i w konsekwencji zerow$ nadprodukcj# kwasu cytrynowego. Wynik ten 
został przez model statystyczny uznany za bł#dny. Warto & spodziewana st#"enia pro-
duktu kształtowała si# na poziomie 15,5 g dm-3. Jeszcze wi#kszym odchyleniem warto-
 ci rzeczywistej od spodziewanej, wynosz$cym 21 g dm-3, charakteryzował si# wynik 
uzyskany w wariancie 9 hodowli (NH4NO3 – 0,12 g dm-3, KH2PO4 – 0,3 g dm-3,
MgSO4·7H2O – 0,3 g dm-3).

Powtórzenie wykonanych eksperymentów (tab. 2) potwierdziło poziom uzyska- 
nych warto ci rzeczywistych st#"enia produktu, dokumentuj$c, "e zwłaszcza obecno &
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fosforu w podło"u jest czynnikiem krytycznym efektywno ci przebiegu całego procesu. 
Stwierdzono równie", "e zbyt niskie st#"enie azotu ma podobne oddziaływanie do limi-
tuj$cych warto ci st#"enia fosforu. Zastosowanie NH4NO3 w ilo ci 0,12 g dm-3, a wi#c
st#"enia na poziomie co najmniej 5-krotnie ni"szym ni" w pozostałych wariantach  
(wariant 9), wpłyn#ło na około 4-krotne ograniczenie wzrostu biomasy (2,5 g dm-3) w 
stosunku do wariantu optymalnego i w konsekwencji niskie, wynosz$ce 15,4 g dm-3,
warto ci st#"enia otrzymanego produktu. Oddziaływanie magnezu i siarki na przebieg 
procesu nie było tak krytyczne. Brak dodatku do podło"a tych makroelementów ograni-
czał przyrost produktu o około 5 g dm-3 (wariant 13 i 14).  

Uzyskane w badaniach i przedstawione w tabeli 2 zale"no ci zwracaj$ uwag# na po-
trzeb# dogł#bnej analizy wyników i weryfikacji wniosków sugerowanych przez stoso-
wane metody statystyczne. Wynika z nich, "e model matematyczny trzeba traktowa& z 
rezerw$, jako "e stosowanie matematyki do procesów "yciowych nie zawsze odzwier-
ciedla i przewiduje zachowanie drobnoustrojów, zwłaszcza w warunkach ekstremal-
nych. Model statystyczny nie był w stanie uzna& za prawidłowy wynik procesu, w któ-
rym nast#puje całkowite załamanie opisywanego równaniem (1) trendu na skutek dra-
matycznego niedoboru okre lonego składnika, warunkuj$cego zachowanie podstawo-
wych reakcji metabolicznych hodowanych drobnoustrojów [Fory  i Podgórski 2004].  

Prezentowane w tabeli 2 wyniki, oprócz wysokiego poziomu ilo ci otrzymanego 
produktu, dokumentuj$ tak"e wysokie warto ci współczynników homofermentatywno-
 ci prowadzonego procesu, które kształtowały si# w zakresie 97,9-99,8%. Jedynym 
produktem ubocznym był kwas szczawiowy tworz$cy si# w ilo ci nie przekraczaj$cej
0,8 g dm-3. Taka selektywno & chemiczna procesu biosyntezy jest znacznie lepsza od 
poziomów prezentowanych w literaturze przez innych badaczy [Levinson i in. 2007, 
Rymowicz i in. 2005].  

WNIOSKI  

Glicerol w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego okazał si# dobrym %ródłem w#-
gla i energii dla badanego szczepu A. niger W78B. Hodowle z udziałem tego substratu 
charakteryzowały si# współczynnikiem homofermentatywno ci na poziomie wy"szym 
od 97%. Jedynym produktem ubocznym procesu był kwas szczawiowy tworz$cy si# w 
ilo ci nie wy"szej ni" 0,8 g dm-3. Najlepsze wyniki bioprocesu – blisko 60 g dm-3 – 
kwasu cytrynowego uzyskano w wariancie podło"a zawieraj$cym: 2,48 g dm-3

NH4NO3, i po 0,3 g dm-3 KH2PO4 i MgSO4·7H2O. Brak fosforu w podło"u był czynni-
kiem krytycznym wzrostu biomasy, całkowicie eliminuj$c tak"e nadprodukcj# kwasu 
cytrynowego. Istotnym składnikiem podło"a okazał si# równie" azot. Hodowla realizo-
wana w wariancie ze zbyt niskim st#"eniem tego makroelementu (0,12 g NH4NO3 dm-3)
charakteryzowała si# zbyt słabym wzrostem biomasy i w konsekwencji niskimi warto-
 ciami st#"enia produktu. Obecno & soli magnezu i siarki w podło"u nie była krytyczna 
dla przebiegu procesu. Brak dodatku do podło"a tych makroelementów ograniczał przy-
rost produktu o około 5 g dm-3.

Przeprowadzone badania pozwalaj$ z optymizmem patrze& na mo"liwo & zastoso-
wania odpadowego glicerolu z produkcji biodiesla do produkcji kwasów organicznych 
po przeprowadzeniu odpowiednich prac badawczych z jego u"yciem. 
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INFLUENCE OF MACROELEMENTS  
ON BIOSYNTHESIS OF CITRIC ACID BY ASPERGILLUS NIGER W78B 
WITH GLICEROL AS A CARBON SOURCE 

Abstract. The aim of the work was to study the possibility of glycerol utilization for citric 
acid biosynthesis with Aspergillus niger W78B strain and determining the optimum mac-
roelements concentration in synthetic medium for this process. The experiments were car-
ried out in shaken flasks on medium containing glycerin as a substrate diluted with tap 
water and supplemented with macroelements. The maximum product formation occured 
in medium variant containing 2,48 g dm-3 NH4NO3, 0,3 g dm-3 KH2PO4 and 0,3 g dm-3
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MgSO4·7H2O. In these conditions 59,1 g dm-3 of citric acid was obtained with yield factor 
(YP/S) equiled 0,39 g g-1 and productivity QP 0,99 g dm-3 h-1. Bioprocesses were characte-
rized by high chemical selectivity as only accompanying acid was oxalic one, present in 
trace amount in fermentation broth.  

Key words: citric acid, glycerol, biodiesel, Aspergillus niger, bioutilization 
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