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logiczne steroidów mog� zachodzi
 zarówno w obr�bie uk�adu pier�cieniowego, jak  
i w �a�cuchu bocznym. Cz�sto wykorzystywan� praktycznie reakcj� jest hydroksylacja, 
pozwalaj�ca na funkcjonalizacj� nieaktywowanych atomów w�gla o hybrydyzacji sp3. 
Polega na wprowadzeniu do cz�steczki funkcji tlenowej. Wyniki prac Sir Jonesa [Bell  
i in. 1972] przeprowadzonych na zwi�zkach steroidowych pokazuj�, �e pozycja wpro-
wadzanej grupy hydroksylowej do pier�cienia steroidowego cz�sto zale�y od oddzia�y-
wa� przestrzennych, maj�cych zwi�zek z miejscem po�o�enia podstawnika.  

W naszych wcze�niejszych badaniach przeprowadzili�my transformacje zwi�zków 
steroidowych: testosteronu i jego pochodnych w kulturze Absidia coerulea [Brzezowska 
i in. 1996]. Stwierdzili�my, �e kierunek przebiegu reakcji uzale�niony by� od struktury 
substratu. W celu zbadania wp�ywu podstawnika na atomie w�gla C17, na przebieg 
transformacji substratów steroidowych, poddano dzia�aniu kultury A. coerulea 19- 
-nortestosteron oraz jego pochodne alkilowe i etinylowe: 17�-metylo-19-nortestosteron, 
17�-etylo-19-nortestosteron, 17�-etinylo-19-nortestosteron oraz 17�-etinylo-18-etylo-
19-nortestosteron. 

MATERIA�Y I METODY 

U�yte do bada� substraty: 19-nortestosteron, 17�-metylo-19-nortestosteron, 17�- 
-etylo-19-nortestosteron, 17�-etinylo-19-nortestosteron oraz 17�-etinylo-18-etylo-19- 
-nortestosteron pochodzi�y z firmy Steraloids INC.  

Szczep Absidia coerulea 93 otrzymano z kolekcji Instytutu Biologii i Botaniki Aka-
demii Medycznej we Wroc�awiu. Mikroorganizm narasta� w hodowli wstrz�sanej przez 
okres oko�o 4 dni w temperaturze 27�C. Nast�pnie do naro�ni�tej kultury dodawano 
substrat. Substraty rozpuszczano w acetonie (ok. 1 cm3) i dodawano w ilo�ci 200 mg do 
1 dm3 kultury. Transformacje prowadzono 14 dni w kolbach sto�kowych o pojemno�ci 
250 cm3, zawieraj�cych 50 cm3 po�ywki o sk�adzie 3% glukozy i 1% peptonu. Do trans-
formacji preparatywnych u�ywano kolb o pojemno�ci 2 dm3, zawieraj�cych 500 cm3 
po�ywki. Produkty transformacji ekstrahowano chlorkiem metylenu, a ekstrakty suszo-
no bezwodnym siarczanem magnezu. Surow� mieszanin� potransformacyjn� badano 
przy u�yciu chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz chromatografii gazowej 
(GC). Rozdzia� produktów prowadzono za pomoc� chromatografii kolumnowej pod 
ci�nieniem atmosferycznym oraz pod zwi�kszonym ci�nieniem (Flash Chromatogra-
phy). Do chromatografii pod ci�nieniem atmosferycznym u�ywano �elu krzemionko-
wego (firmy Merck) o granulacji 70–230 mesh, a do chromatografii pod zwi�kszonym 
ci�nieniem – �elu krzemionkowego (Merck) o granulacji 230-400 mesh. TLC wykony-
wano na p�ytkach z �elem krzemionkowym na pod�o�ach: aluminiowym, plastikowym 
lub szklanym (firmy Merck). Chromatogramy rozwijano w ró�nych uk�adach rozpusz-
czalników, najcz��ciej w: 
� heksan-aceton 2:1, 
� benzen-eter etylowy-metanol 30:10:0.8, 
� cykloheksan-octan etylu-izporopanol 45:45:10, 
� cykloheksan-octan etylu-aceton 45:45:10, 
� benzen-metanol-octan etylu 7:1:0.8, 
� chloroform-aceton 6:1. 

Chromatogramy wywo�ywano przez spryskanie p�ytki roztworem st��onego kwasu 
siarkowego i etanolu w stosunku obj�to�ciowym 1:1. 
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Analizy GC wykonywano przy u�yciu kapilarnego chromatografu gazowego firmy 
Hewlett Packard 5890 (FID, gaz no�ny azot lub wodór) z nast�puj�cymi wype�nieniami: 
� Kolumna Chrompack WCOT Fused Silica, HP-5 (Crosslinked Ph Me Silicone); 30 

m, �rednica wewn�trzna 0.53 mm, grubo�
 wype�nienia 0.88 �m. 
Program: 200o/1min, narost 8o/1min do 300o/3 min; temp. dozownika 250oC, temp. 

detektora 300ºC.   
Kolumna Chrompack WCOT Fused Silica Ultra 1 (Crosslinked Methyl Silicone 

Gum); 25 m, �rednica wewn�trzna 0.32 mm, grubo�
 wype�nienia 0.17 �m. 
Program: 220o/2 min, narost 5o/min do 300o/3 min; temp. dozownika 250oC, temp. 

detektora 300oC. 
Pomiary spektralne wykonano nast�puj�co: 

� widma w podczerwieni na aparacie Specord M-80 firmy Carl-Zeiss-Jena, 
� widma 1H-NMR na aparacie Bruker Avance DRX 300 MHz. 

WYNIKI 

W efekcie transformacji 19-nortestosteronu otrzymano skomplikowan� mieszanin� 
zwi�zków, z których wyizolowano wy��cznie produkt g�ówny:  
� 15�-hydroksy-19-nortestosteron 21% izolowanej wydajno�ci 

� IR (chloroform) [cm-1]: 3450(OH), 2970(CH), 1690 i 1640(C=O) 
� 1H-NMR �(ppm): 5.8(4-H), 4.1(15�-H), 3.89(17�-H), 0.8(18-H). 
Transformacja 17�-metylo-19-nortestosteronu da�a mieszanin� produktów, które 

rozdzielono metod� chromatografii kolumnowej, izoluj�c trzy g�ówne produkty: 
� 7�-hydroksy-17�-metylo-19-nortestosteron 30% izolowanej wydajno�ci 

� IR (chloroform) [cm-1]: 3430(OH), 2970(CH), 1680 i 1630(C=O) 
� 1H-NMR � (ppm): 5.92(4-H), 4.03(7�-H), 1.26(17�-CH3), 0.94(18-H). 

� 15�-hydroksy-17�-metylo-19-nortestosteron 15% izolowanej wydajno�ci 
� IR (chloroform) [cm-1]: 3420(OH), 2950(CH), 1670 i 1620(C=O) 
� 1H-NMR � (ppm): 5.83(4-H), 4.1(15�-H), 1.36(17�-CH3), 0.93(18-H). 

� 17�-metylo-6-dehydro-19-nortestosteron 11% izolowanej wydajno�ci 
� IR (chloroform) [cm-1]: 3490(OH), 2970(CH), 1680 i 1630 (C=O, uk�ad �,� nie-

nasyconego ketonu) 
� 1H-NMR � (ppm): 6.1(6-H), 5.67(4-H), 1.22(17�-CH3), 0.95(18-H). 
Kolejn� transformacj� by�a transformacja 17�-etylo-19-nortestosteronu, w wyniku 

której otrzymano równie� mieszanin� produktów, z której wyizolowano dwa g�ówne 
produkty: 
� 7�-hydroksy-17�-etylo-19-nortestosteron 52% izolowanej wydajno�ci 

� IR (chloroform) [cm-1]: 3460(OH), 2960(CH), 1680 i 1630(C=O) 
� 1H-NMR: 5.92(4-H), 4.05(7�-H), 1.4(17�-CH2CH3), 0.92(18-H). 

� 6-dehydro-17�-etylo-19-nortestosteron 18% izolowanej wydajno�ci 
� IR (chloroform) [cm-1]:3460(OH), 2960(CH), 1680 i 1630(C=O) 
� 1H-NMR � (ppm): 6.1(6-H), 5.79(4-H), 1.27(17�CH2CH3),0.98(18-H). 
Kolejnej transformacji poddano kolejno 17�-etinylo-19-nortestosteron oraz 17�- 

-etinylo-18-etylo-19-nortestosteron. W obu przypadkach stwierdzono brak reakcji. 
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OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Przeprowadzone wcze�niej badania szeregu C19 – steroidów – testosteronu i jego 
pochodnych oraz progesteronu wykaza�y, �e miejsce hydroksylacji w kulturze szczepu 
A. coerulea zale�y mi�dzy innymi od obecno�ci podstawnika na atomie w�gla C17 
[Brzezowska i in. 1996]. Stwierdzono, �e kierunek przebiegu reakcji uzale�niony jest 
od struktury substratu. Nie podstawione na atomie w�gla C17 grup� alkilow� substraty 
steroidowe serii androstanu: testosteron i androstendion transformowane by�y g�ównie 
do 14�-hydroksypochodnych. Obecno�
 grupy 17�-metylowej zmienia�a miejsce hydrok-
sylacji. Obserwowano regioselektywn� hydroksylacj� 7� dla 17�-metylotestosteronu,  
a z substratu z dodatkowym wi�zaniem podwójnym 17�-metylo-1-dehydrotestosteronu 
powstawa�a mieszanina 7� i 11� alkoholi. Obecnie dzia�aniu kultury A. coerulea  
poddane zosta�y nast�puj�ce substraty steroidowe: 19-nortestosteron, 17�-metylo-19- 
-nortestosteron, 17�-etylo-19-nortestosteron, 17�-etinylo-19-nortestosteron, 17�-eti-
nylo-18-etylo-19-nortestosteron. Zwi�zki te wykazuj� dzia�anie anaboliczne lub gesta-
genne. 

W wyniku transformacji 19-nortestosteronu (rys. 1) otrzymano 15�-hydroksy-19- 
-nortestosteron.  

 
 

O

OH

Absidia

coerulea

OH

O
OH

 
 

Rys. 1. Transformacja 19-nortestosteronu w kulturze A. coerulea 
Fig. 1. Transformation of 19-nortestosterone in A. coerulea culture 

 
Struktur� otrzymanego zwi�zku zaproponowano na podstawie analizy widma  

1H-NMR. Zawiera ono charakterystyczny multiplet CHOH w obszarze �=4.1 ppm, 
który mo�e zosta
 przypisany protonowi 15�, co potwierdzaj� dane literaturowe dla 
quasi-aksjalnego protonu 15� [Kirk i in. 1990]. Z kolei triplet odpowiadaj�cy protonowi 
17� jest przesuni�ty w kierunku s�abszego pola o ok. 0.023 ppm (�=3.89 ppm) w po-
równaniu z substratem (�=3.66 ppm). Niewielkie przesuni�cie angularnej grupy mety-
lowej C-18 o ok. 0.001 ppm (w porównaniu z substratem) jest zgodne z danymi literatu-
rowymi [Zürcher 1963].  

Wprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycj� 15� po raz pierwszy zaobserwowa-
no w wyniku transformacji progesteronu (rys. 2) w kulturze Colletotrichum antirrhini 
oraz korteksonu (rys. 3) przez szczep Giberella baccata [Charney i Herzog 1967]. 
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Rys. 2. Transformacja progesteronu w kulturze Colletotrichum antirrhini 
Fig. 2. Transformation of progesterone in a Colletotrichum antirrhini culture 
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Rys. 3. Transformacja korteksonu w kulturze Gibberella baccata 
Fig. 3. Transformation of cortexolone in a Gibberella baccata culture  

 
Znane s� równie� mikrobiologiczne 15� hydroksylacje C18 oraz C19 pochodnych 

steroidowych w kulturach szczepów z rodzaju Fusarium [Tamm i in. 1963, Ko�ek  
i �wizdor 1998, Wilson i in. 1999]. Hydroksylacj� pozycji 15� zaobserwowano rów-
nie� w wyniku transformacji progesteronu w kulturze Acremonium strictum [Faramarzi 
i in. 2003]. 

Hydroksylacja pozycji 15� posiada znaczenie praktyczne w syntezie zwi�zków wy-
kazuj�cych dzia�anie gestagenne: np. z 18-etylo-19-norandrostendionu w kulturze Peni-
cillium raistickii [Kieslich 1991] mo�na otrzyma
 15�-hydroksypochodne. Reakcja ta 
stanowi etap po�redni dla wprowadzenia wi�zania podwójnego 15,16-dienowego (rys. 
4), które zwi�ksza aktywno�
 gestagenn� D-norgestrelu. 

 

 
Rys. 4. Reakcja wprowadzenia grupy hydroksylowej w pozycj� 15� dla 18-etylo-19-norandro-

stendionu w kulturze Penicillium raistickii 
Fig. 4. Introduction of hydroxy group in 15� position to 18-ethyl-19-norandrostenedione  

in a Penicillium raistickii culture   
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Z kolei, w wyniku transformacji 17�-metylo-19-nortestosteronu, pochodnej alkilo-
wej 19-nortestosteronu, wyizolowano trzy g�ówne produkty: 7�-hydroksy-17�-metylo- 
-19-nortestosteron, 15�-hydroksy-17�-metylo-19-nortestosteron oraz 17�-metylo-6- 
-dehydro-19-nortestosteron. Schemat zachodz�cych reakcji przedstawiono na rysunku 5. 

 

O

OH
CH3

O

OH
CH3

OH

OH

O

CH3

OH
O

OH
CH3

Absidia coerulea

+ +

 
Rys. 5. Transformacja 17�-metylo-19-nortestosteronu w kulturze A. coerulea 
Fig. 5. Transformation of 17�-methyl-19-nortestosterone in A. coerulea culture   

 
W widmie 1H-NMR 7�-hydroksy-17�-metylo-19-nortestosteronu obecny jest w�ski 

sygna� przy �=4.04 ppm, charakterystyczny dla ekwatorialnego protonu, co wskazuje na 
obecno�
 protonu 7� [Smith i in. 1989].  

Reakcjami maj�cymi znaczenie biotechnologiczne s� transformacje w pozycji C-7 
zwi�zków steroidowych. Uwa�a si� j� za jeden z pierwszych etapów trawienia przez 
�ywy organizm [Clark i Hufford 1991]. Mikrobiologiczna hydroksylacja pozycji C7 
steroidów o uk�adzie 4-en-3-onu ma znaczenie przy produkcji aktywnych farmakolo-
gicznie zwi�zków. Przyk�adowo, 7�-hydroksyandrost-4en-3,17-dion jest wa�nym me-
tabolitem stosowanym do wytwarzania diuretyków [Mahato i Majumdar 1993, Mahato  
i Garai 1997]. Niezale�nie od syntezy chemicznej pochodnych steroidowych 7� i 7�, 
które mo�na otrzyma
 w wieloetapowej syntezie i z ma�ymi wydajno�ciami, bardziej 
korzystn� wydaje si� mo�liwo�
 ich uzyskania w wyniku transformacji mikrobiologicz-
nej. Znalaz�o to wyraz w pracach opublikowanych w ci�gu ostatnich kilkunastu lat 
[Templeton i Kumar 1987, Smith i in. 1989, Cotillon i Morfin 1999, Huszcza i Dmo-
chowska-G�adysz 2003]. 

Struktur� drugiego produktu transformacji 17�-metylo-19-nortestosteronu – 15�- 
-hydroksy-17�-metylo-19-nortestosteronu zaproponowano równie� na podstawie da-
nych spektralnych. W widmie 1H-NMR powy�szego zwi�zku obecny jest charaktery-
styczny multiplet CHOH w obszarze �=4.1 ppm, odpowiadaj�cy protonowi 15�  

Absidia   coerulea 
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[Kirk i in. 1990]. Przesuni�cie chemiczne angularnej grupy metylowej C-18 (w stosun-
ku do substratu) o ok. 0.05 ppm w kierunku s�abszego pola jest zgodne z danymi litera-
turowymi [Zürcher 1963]. 

W widmie 1H-NMR trzeciego produktu transformacji 17�-metylo-19-nortestoste-
ronu – 17�-metylo-6-dehydro-19-nortestosteronu o obecno�ci dodatkowego wi�zania 
podwójnego wnioskuje si� na podstawie obecno�ci sygna�u �=6.2 ppm. Przesuni�cie 
chemiczne sygna�u protonu winylowego przy atomie w�gla C4 o ok. 0.05 ppm, w od-
niesieniu do substratu, potwierdzaj� dane literaturowe [Smith i in. 1989]. Podobne 
wprowadzenie wi�zania podwójnego do pier�cienia B z utworzeniem 6-dehydro-
produktu obserwowali�my w wyniku transformacji, w kulturze tego mikroorganizmu, 
pochodnej testosteronu – 17�-metylotestosteronu [Brzezowska i in. 1996]. Wprowa-
dzenie wi�zania podwójnego C6-C7 zaobserwowa� równie� Smith [1989] w reakcji 
androstendionu w mieszanej kulturze Absidia coerulea i Curvularia lunata. 

Transformacja 17�-etylo-19-nortestosteronu, kolejnej alkilowej pochodnej 19- 
-nortestosteronu, da�a dwa g�ówne produkty: 7�-hydroksy-17�-etylo-19-nortestosteron  
i 17�-etylo-6-dehydro-19-nortestosteron (rys. 6).  

 

O

OH
C2H5

OH
C2H5

OHO O

OH
C2H5

Absidia coerulea

+

Rys. 6. Transformacja 17�-etylo-19-nortestosteronu w kulturze A. coerulea 
Fig. 6. Transformation of 17�-ethyl-19-nortestosterone in A. coerulea culture 

 
Widmo 1H-NMR 7�-hydroksy-17�-etylo-19-nortestesteronu zawiera charaktery-

styczny dla ekwatorialnego protonu 7�, w�ski jednoprotonowy sygna� przy �=4.05 ppm 
[Bloom i Schull 1955]. 

     Absidia   coerulea 
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Z kolei w widmie 1H-NMR 6-dehydroproduktu obecny jest dwuprotonowy sygna� 
przy �=6.2 ppm, �wiadcz�cy o obecno�ci dodatkowego wi�zania podwójnego. Przesu-
ni�cie chemiczne sygna�u protonu winylowego, dla uk�adu 4,6-dieno-3-ketonu, przy 
atomie w�gla C4 (o oko�o 0.05 ppm w odniesieniu do substratu) potwierdzaj� dane 
literaturowe [Smith i in. 1989]. Podobne wprowadzenie wi�zania podwójnego do pier-
�cienia B z utworzeniem 6-dehydroproduktu obserwowano w kulturze A. coerulea  
w wyniku transformacji 17�-metylotestosteronu [Brzezowska i in. 1996] i 17�-metylo- 
-19-nortestosteronu.  

W dalszej kolejno�ci przeprowadzono transformacj� substratów zawieraj�cych na 
atomie w�gla C17 grup� 17�-etinylow�: 17�-etinylo-19-nortestosteron i 17�-etinylo-
18-etylo-19-nortestosteron. Stwierdzono, �e wy�ej wymienione substraty nie ulegaj� 
przekszta�ceniu w kulturze A. coerulea.  

Zahamowanie reakcji mo�e by
 spowodowane tym, �e steroidowe pochodne etiny-
lowe mog� by
 nieodwracalnymi inhibitorami cytochromu P-450 [Zeelen 1990]. Taka 
etinylowa pochodna jest utleniana do reaktywnego oksirenu, który nast�pnie reaguje  
z enzymem. W wyniku tej reakcji nast�puje inaktywacja enzymu (rys. 7). 

 

OH

OH

OH

OH O

+
nieaktywny
enzym

 
 
Rys. 7. Przebieg nieodwracalnej inhibicji cytochromu P-450 w wyniku dzia�ania etinylowych 

pochodnych steroidowych. 
Fig. 7. The course of irreversible inhibition of cytochrome P-450 as a result of the action of ethy-

nyl steroid derivatives   

 
Podobny hamuj�cy wp�yw grupy 17�-etinylowej na przebieg reakcji zaobserwowa-

no w wyniku bada� przeprowadzonych przez �aklej-Marvia i in. [1986], podczas 
transformacji zwi�zków steroidowych w kulturze Rhizopus nigricans. Autorzy stwier-
dzili, �e obecno�
 na atomie w�gla C17 grupy 17�-etinylowej wywo�uje specyficzny 
wp�yw na przebieg transformacji. Transformowane by�y zwi�zki steroidowe zawieraj�-
ce na atomie w�gla C17 grup� 17� hydroksylow� lub 17�-metylow� oraz substraty  
z grup� 17�-etinylow�. W przypadku steroidów z grup� 17� hydroksylow� lub 17�- 
-metylow� otrzymywane by�y produkty reakcji hydroksylacji z dobrymi wydajno�ciami, 
natomiast zwi�zki zawieraj�ce na atomie w�gla C17 grup� 17�-etinylow� – przekszta�-
cane w mniejszym stopniu lub wcale. Równie� w wyniku bada� przeprowadzonych 
przez Hansona i in. [1996], dotycz�cych transformacji testosteronu i jego alkilowych 
oraz etinylowych pochodnych w kulturze Cephalosporium aphidicola, stwierdzono, �e 
obecno�
 grupy 17�-etinylowej mo�e by
 utrudnieniem transformacji 17�-etinylotesto-
steronu w kulturze tego mikroorganizmu. 
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WNIOSKI  

1. Najbardziej typow� reakcj� prowadzon� przez system enzymatyczny Absidia  
coerulea jest reakcja wprowadzenia grupy hydroksylowej do szkieletu steroidowego. 

2. Kierunek przebiegu reakcji uzale�niony jest od struktury substratu. Nie podsta-
wiony na atomie w�gla C17 grup� alkilow� 19-nortestosteron przekszta�cany by� do 
15�-hydroksypochodnej, podczas gdy jego 17�-alkilowe (metylowe i etylowe) po-
chodne ulega�y transformacji, daj�c g�ównie 7�-hydroksypochodne b�d�ce produktami 
hydroksylacji w pier�cieniu B. 

3. W przypadku zwi�zków steroidowych zawieraj�cych grup� 17�-etinylow� reak-
cja w kulturze szczepu A. coerulea przebiega w znacznie mniejszym stopniu lub nie 
zachodzi. 

4. Obok reakcji hydroksylacji steroidów system enzymatyczny A. coerulea katalizu-
je rzadko prowadzone przez grzyby wprowadzenie wi�zania podwójnego C6-C7. 
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MICROBIAL TRANSFORMATION OF C18 STEROIDS:
19-NORTESTOSTERONE AND ITS 17�-ALKYL AND ETHYNYL
DERIVATIVES IN ABSIDIA COERULEA CULTURE 

Abstract. The strain of Absidia coerulea 93 was used to investigate the transformations 
of C18 steroids: 19-nortestosterone and its 17�-alkyl and ethynyl derivatives. 19- 
-nortestosterone and its 17�-alkyl derivatives were transformed, forming hydroxylated 
products. It was found that the position of the introduced hydroxyl group depended on the 
structure of the substrate: 19-nortestosterone underwent hydroxylation at C15, whereas 
19-nortestosterone 17�-alkyl derivatives were predominantly hydroxylated at 7�- 
-position. Besides hydroxylation introduction of double bond C6-C7 was observed. It was 
noticed that 19-nortestosterone 17�-ethynyl derivatives were not transformed in Absidia 
coerulea culture. 

Key words: Absidia coerulea, hydroxylation, steroids, microorganisms

Zaakceptowano do druku – Accepted for print: 15.12.2008 

Do cytowania – For citation: Brzozowska E., Dmochowska-G�adysz J., 2008. Transformacje 
mikrobiologiczne wybranych substratów steroidowych szeregu C18: 19-nortestosteronu i jego 
17�-alkilo- i etinylopochodnych w kulturze Absidia coerulea. Acta Sci. Pol. Biotechnol. 7(4), 3–12. 



W
DO
PR

An
Un

WS

sto
nyc
202
estr
tzw
kow
Ma
pro
dow
 

* B

Adr
i M
50–

 

WYK
O B
RZ

nit
niw

Str
zas
now
u�y
kw
wi
kw
w 
na 

S�o
lip

ST�

Dy
sow
ch p
20 
rów

w. b
wy,
arch
odu
wli 

 

Bada
    

res 
Mikr
–375

KO
BI

ZEZ

a R
wers

resz
stos
weg
yty 

wasu
edn

wasu
hod
ko�

owa
polyt

�P 

yrek
wan
prz
rok

w m
biod
, pa
hett
kcj
al

ania
     
do

robi
5 W

OR
IOS
Z 

Ry
syte

zcze
sow
go Y

w 
u izo
nio 0
u jab
dow
�cu 

a kl
tica

ktyw
nia 
zez 
ku. 

mety
dies
alm
ti i 
i b
g i

a rea
     
 ko
iolo

Wroc

RZ
SY
YA

wi
et P

enie
ano
Y. l
bad

ocy
0,95
b�ko

wli st
pro

lucz
a  

wa 
dod
kra
W

ylow
sla. 

mow
in. 

biod
i dr

alizo
     

ores
ogii 
c�aw

ZYS
YN
ARR

i�s
Przy

e. O
o jak
ipol
dani

ytryn
5 g·d
owe
twie

oces

zow

Un
datk
aje 

zw
wyc
Do

wy, 
200

dies
ro�d

owa
    

spon
�y

w, e-

 

ST
NTE

RO

ska
yro

Odpa
ko s
lytic
iach
now
dm-

ego,
erdz
su w

we: 

nii E
ku 
cz�

wi�z
ch w
o pr
s�o

07]
sla 
d�y

ane 
     

nden
ywn
-ma

Ac

TAN
EZ
OW

a 
odn

adow
subs
ca W
h sz

wego
-3h-1

, �-k
zon

wyno

kw

Eur
bio
onk
zku
wy�
rodu
onec
. W
t�us

y [D

w r
     
ncji

no�c
ail: a

cta

NI
ZY
WIA

nicz

wy 
strat
Wra
zcze
o z 
1 i 0
keto
o ob
osi�

was 

rop
okom
kow
u z 
�sz
ukc
czn

W pr
szc
Dun

rama
     
 – 

ci, U
anit

a Sc

IE 
Y K

A L

zy w

glic
t w 
atisl
ep p
szy
,67 
oglu
becn
�o o

cytr

ejsk
mp

wsk
tym

zych
cji t
niko
rzy
zów
nah

ach
    
Co

Uniw
ta.ry

ci.

GL
KW
LIP

we 

cero
pro
lavi
prod
ybko

g·g
utaro
no�
dpo

ryno

kiej
one
ie U
m n
h kw
tego
owy
sz�o
w p
hay 

h gra
    

orres
wer
ywin

Po

LI
WAS

PO

W

ol z 
oces
a A
duk
o�ci
g-1. S
owe

�
 po
owie

owy

j 20
entó
Uni
nak
was
o b
y, s
o�c
poc

i i

antu
     
spon
rsyt
nsk

ol.,

ICE
SU

OL

Wroc

pro
ie b

AWG
owa
� pr
St��
ego 
olio
edni

y, g

003
ów 
ii E
kaze
sów
iok

sojo
i du
hod
in. 

u MN
     
ndin
et P
a@

Bi

ER
U C
YT

c�aw

oduk
bios
G7 
a� 1
rodu
�eni

i fu
oli, t
io 9

glice

3/30
(bi

Euro
em 

w t�u
kom
owy
u�e
dzen
19

NiS
  
ng 
Przy

@up.w

iote

RO
CY
TIC

wiu

kcji 
ynte
w h

133,
ukcj
ie ca
uma
taki

9,8 i

erol

0/EC
ioet
opej
dy

usz
mpon
y lu
e na
nia

996,

SW 

aut
yrod
wro

ech

OLU
YTR
CA

u1 

bio
ezy
hod
,4 g

cji i 
a�ko
arow
ich j
i 2,7

l od

C z
tano
ejsk
ynam
zczo
nen
ub t
adzi
a m
, R

2P0

thor
dnic

oc.p

hno

U 
RY

A W

odie
y kw
dowl
g·dm
wy

owit
weg
jak 

7 g·d

dpad

z dn
olu 

kiej 
mic
owy
ntu 
t�us
ieje

mikr
Ratle

06T

r: A
czy 
l 

olo

OD
YN
WR

esla,
wasu
li fe
m-3

ydajn
te p

go n
ery

dm-

dow

nia 
i b
w 

czni
ych
u�y
szcz
e b�
obi
edg

T 044

Anit
we

ogi

DP
NOW
RAT

, zaw
u cy
ed-b
kw
no�

pozo
nie p
ytryt
-3.  

wy, 

8 m
biod
ilo�
ie z

h FA
ywa
ze 

�d� 
iolo
ge i

4 30

a R
e W

ia

PA
W

ATI

wie
ytryn
batc

wasu
�ci� 
osta
prze
tol i

hod

maj
dies
�ci 
zac
AM
ane
zw
zw

ogic
i W

0 w

Ryw
Wro

7(4

DO
WEG

ISL

eraj�
now
ch. W
u cy

kw
a�ych
ekra
i m

dow

a 2
sla)
5,7
z��

ME (
 s� 
ierz

wi�z
czne
Wyn

w lata

wi�s
c�aw

4) 2

OW
GO
LA

�cy 
wego
W c

ytryn
wasu

h kw
acza
ann

wla 

2003
) do
75%
a r
(fat

� ole
z�c

zane
ego
nn 

ach 

ska, 
wiu

200

WE
O 
AVI

350
o pr
czas
now

u cy
was

a�o 6
nitol

fed

3 r.
o pa
% d
rozw
tty a
eje 
e [
e z 
o uz
200

200

Ka
, ul

08,

EG

IA 

0 g·d
rzez
sie 

wego
ytryn
sów 
6 g·
l, kt

d-ba

 wp
aliw
o 2

wija
acid
ro�
Fuk
wy
zys
02, 

06–

ated
l. C

, 13

GO

A AW

dm-

z mu
140
o i 
now
org
dm-

tóry

atch

pro
w k
2010
a
 
d m
�linn
kud

ykor
skiw

Ra

–200

dra 
C.K

3-2

O  

W

-3 gl
utan
0 h 

2,7
wego
gani
-3. P

ych 

h, Y

owa
konw
0 r.
si� 

meth
ne, 

da i
rzys
wan
atle

09. 

Bio
K. N

22

G7

lice
nta o
pro

7 g·
o, o
iczn
Pona
st��

Yarro

dzi
wen
. i 2
pro

hyl 
np

i in
stan

nego
edge

otec
Norw

7*

rolu
octa

oces
dm

odpo
nych
adto
�eni

owi

i�a z
ncjo
20%
odu
est

p. rz
n. 2
niem
o z
e 2

chno
wida

u, 
a-
su 

-3 
o-
h: 
o, 
ie 

ia  

zap
ona
% d
ukcj
ters
zepa
200
m d
z ho
2004

olog
a 2

pis 
al-
do 
ja 
s), 
a-
1, 

do 
o-
4,  

gii 
25,  



A. Rywi�ska 

Acta Sci. Pol.
 

14 

Guschina i Harwood 2006, Li i in. 2006]. Rodzaj zastosowanego oleju do produkcji 
biodiesla i stopie� jego rafinacji ma du�y wp�yw na przebieg procesu transestryfikacji 
triacyloglicerydów i na jako�
 uzyskanego produktu [Altiparmak i in. 2007]. FAME 
mog� by
 stosowane jako paliwo do silników z zap�onem samoczynnym (Diesla) lub do 
systemów grzewczych [Hirschmann i in. 2005]. Produktem ubocznym w procesie 
otrzymywania estrów metylowych jest glicerol. Szacuje si�, �e w niedalekiej przysz�o-
�ci w Europie b�dzie powstawa�o ok. 1 miliona ton surowego glicerolu rocznie. Zago-
spodarowanie tak du�ej ilo�ci taniego glicerolu wymaga poszukiwania nowych metod 
jego waloryzacji w cenniejsze produkty chemiczne. Jednym z interesuj�cych rozwi�za� 
jest wykorzystanie go jako �ród�a w�gla i energii w procesach mikrobiologicznych. 
Glicerol by� z powodzeniem wykorzystywany w procesach fermentacyjnych do biosyn-
tezy 1,3-propanodiolu [Chen i in. 2003, Papanikolaou, Aggelis 2003], kwasu burszty-
nowego [Lee i in. 2001], wodoru i alkoholu etylowego [Ito i in. 2005], czy dihydroksy-
acetonu [Bories i in. 1991]. W procesach tlenowych glicerol jako substrat stosowano do 
produkcji Single-Cell-Oil [Papanikolaou i in. 2008], erytrytolu [Rymowicz i in. 2008], 
dro�d�y paszowych [Juszczyk i in. 2005] i kwasu cytrynowego [Papanikolaou i in. 
2002, Rymowicz i in. 2006]. Wed�ug bada� Rymowicza i in. [2006] oraz Papanikolaou 
i in. [2002] proces biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez dro�d�e Yarrowia 
lipolytica zachodzi z wydajno�ci� ok. 60%, a st��enie ko�cowe kwasu w brzeczce jest 
w zakresie od 73 do 140 g�dm-3. Takie wyniki s� na tyle korzystne, �e proces dro�d�o-
wej fermentacji cytrynowej na glicerolu mo�e by
 interesuj�cym alternatywnym roz-
wi�zaniem technologicznym do procesu ple�niowego z udzia�em grzybów Aspergillus 
niger. W procesie biosyntezy kwasu cytrynowego stosowano zarówno glicerol o czysto-
�ci technicznej, jak i glicerol odpadowy o ró�nym stopniu oczyszczenia i zawarto�ci 
glicerolu [Levinson i in. 2007]. Glicerol odpadowy mo�e zawiera
 tak�e niewielkie 
ilo�ci estrów, metanol oraz znaczne ilo�ci soli [Papanikolaou i in. 2008]. Zanieczysz-
czenia te mog� mie
 istotny wp�yw na przebieg wzrostu dro�d�y i proces produkcji 
kwasu cytrynowego. Niewiele jest bada� po�wi�conych wykorzystaniu surowców  
o niskiej zawarto�ci glicerolu w takich procesach biosyntezy. 

Celem pracy jest ocena przydatno�ci odpadowego glicerolu pochodz�cego z pro-
dukcji estrów metylowych o niskiej zawarto�ci glicerolu do biosyntezy kwasu cytryno-
wego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch. 

MATERIA�Y I METODY 

Mikroorganizm. W badaniach stosowano szczep dro�d�y Yarrowia lipolytica Wra-
tislavia AWG7 o g�adkim fenotypie kolonii, otrzymany przez Rywi�sk� i in. [2003]. 
Szczep jest mutantem octanowym (oct-), pochodzi z kolekcji w�asnej Katedry Biotech-
nologii i Mikrobiologii �ywno�ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc�awiu, a prze-
chowywano go na skosach YM, w temp. 4° C. 

Pod�o�a. Pod�o�e inokulacyjne mia�o sk�ad (g�dm-3): glicerol – 50,0; ekstrakt dro�-
d�owy – 3,0; ekstrakt s�odowy – 3,0; bactopepton – 5,0; woda destylowana do 1 litra. 
Do pod�o�a produkcyjnego u�yto nast�puj�cych sk�adników (g�dm-3): glicerol – 90,0; 
NH4Cl – 3,0; MgSO4 x 7H2O – 1,0; KH2PO4 – 0,2; ekstrakt dro�d�owy – 1,0; woda 
wodoci�gowa – do 1 litra. W czasie hodowli pod�o�e produkcyjne dwukrotnie (po 24  
i 48 h) zasilono roztworem glicerolu odpadowego (po ok. 220 cm3), tak aby st��enie 
ca�kowite glicerolu wynosi�o 200 g�dm-3 (przy obj�to�ci roboczej zbiornika 1,3 dm3).  
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Surowiec. W badaniach stosowano oczyszczony glicerol odpadowy pochodz�cy  
z produkcji estrów metylowych (biorafineria SG BODDINS GmbH, Niemcy), zawiera-
j�cy 350 g�dm-3 glicerolu i 0,65 g�dm-3 NaCl.  

Warunki prowadzenia hodowli. Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrz�sarce 
rotacyjnej typu Elpan przy 160 rpm w 250 cm3 kolbach sto�kowych zawieraj�cych 25 
cm3 pod�o�a inokulacyjnego przez 72 godz. w temp. 30°C. Do zaszczepienia pod�o�a 
produkcyjnego w bioreaktorze u�ywano 50 cm3 zawiesiny komórek namno�onych  
w hodowli inokulacyjnej. Bezpo�rednio po zaszczepieniu obj�to�
 pod�o�a produkcyj-
nego wynosi�a ok. 0,85 dm3. Proces biosyntezy kwasu cytrynowego by� prowadzony  
w 3,5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III (New Brunswick, USA), o obj�to�ci 
roboczej zwi�kszaj�cej si� od 0,85 do 1,3 dm3, przy szybko�ci przep�ywu powietrza  
0,2 vvm, szybko�ci obrotowej mieszad�a 600 rpm, w temp. 30°C. W czasie procesu pH 
utrzymywano automatycznie na poziomie 5,5 za pomoc� 40% NaOH.  

Metody analityczne. Biomas� oznaczano metod� wagow�. Kwas izocytrynowy 
(ICA) oznaczano metod� enzymatyczn� przy udziale dehydrogenazy cytrynianowej 
[Goldberg i Ellis 1983]. 

St��enie kwasu cytrynowego (KC), kwasu fumarowego (FUM), kwasu jab�kowego 
(MAL), kwasu �-ketoglutarowego (KET), glicerolu (GLY), erytrytolu (ER) i mannitolu 
(MAN) oznaczano metod� HPLC na kolumnie Aminex HPX87H pod��czonej do detek-
torów UV (�=210 nm) i RI w temperaturze pokojowej. Szybko�
 przep�ywu fazy ciek�ej 
(20 mM H2SO4) przez kolumn� wynosi�a 0,6 cm3·min-1. 

Spis u�ytych symboli 

qKC
  = szybko�
 w�a�ciwa produkcji kwasu cytrynowego – specific citric acid produc-

tion rate (g�g-1h-1) 
QKC  = szybko�
 produkcji kwasu cytrynowego – volumetric citric acid production rate 

(g�dm-3h-1) 
YKC  = wydajno�
 ca�kowita kwasu cytrynowego – total yield of citric acid (g�g-1) 

OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Szczegó�owej analizie poddano przebieg procesu biosyntezy kwasu cytrynowego  
z glicerolu przez szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch. 
St��enie ca�kowite glicerolu w tym procesie wynosi�o 200 g�dm-3.  

Ca�kowite wyczerpanie glicerolu nast�pi�o w 140 h hodowli (rys. 1). Zawarto�
 
biomasy w 24 h hodowli wynosi�a 26 g�dm-3, jednak po ka�dym zasileniu pod�o�a ho-
dowlanego roztworem glicerolu zwi�ksza�a si� obj�to�
 robocza reaktora z 0,85 do  
1,3 dm3, co spowodowa�o obni�enie zawarto�ci biomasy do ok. 14,5 g�dm-3 w 60 h 
hodowli. Czynnikiem limituj�cym wzrost dro�d�y Y. lipolytica Wratislavia AWG7 by� 
NH4Cl na poziomie 3 g�dm-3. W przypadku stosowania surowców odpadowych nale�y 
liczy
 si� z obecno�ci� w nich ró�nych zanieczyszcze�, w tym dodatkowych �róde� 
azotu, które mog� zwi�kszy
 st��enie biomasy, inne mog� ogranicza
 wzrost dro�d�y.  
W analogicznej hodowli tego szczepu poprowadzonej w pod�o�u z czystym glicerolem 
ilo�
 biomasy by�a wy�sza i wynosi�a 19 g�dm-3 [Rywi�ska i in. 2009]. Prawdopodob-
nie, wykorzystany w niniejszej pracy surowiec zawiera czynniki, które hamuj� wzrost 
dro�d�y. W 140 h procesu fed-batch uzyskano 133,4 g·dm-3 kwasu cytrynowego z wy-
dajno�ci� 0,67 g·g-1 (tab. 1). Ten sam szczep produkowa� znacznie ni�sze ilo�ci kwasu 
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cytrynowego (88,1 g·dm-3) z wydajno�ci� 0,44 g�g-1 (z 200 g·dm-3 glicerolu) w hodowli 
periodycznej [Rymowicz, in. 2006]. Wed�ug wielu autorów system fed-batch, w którym 
substrat jest dodawany w kilku porcjach lub w sposób ci�g�y, jest lepszym rozwi�za-
niem hodowlanym w przypadku stosowania wysokich st��e� substratu [Levišauskas  
i in. 2006, Limtong i in. 1987]. Ponadto, wydajno�
 produktu jest generalnie wy�sza  
w porównaniu do procesów okresowych [Kim i in. 2007]. Wysokie ko�cowe st��enie 
kwasu cytrynowego w brzeczce oraz wydajno�
 ca�kowita kwasu cytrynowego w prze-
prowadzonym procesie fed-batch przez szczep Wratislavia AWG7 s� porównywalne  
z wynikami uzyskanymi przez innych autorów [Levinson i in. 2007, Papanikolaou  
i Aggelis 2003, Papanikolaou i in. 2008]. Levinson i in. [2007] analizowali uzdolnienia 
do produkcji kwasu cytrynowego z czystego glicerolu dwudziestu siedmiu szczepów  
z gatunku Y. lipolytica, dwóch szczepów Aciculoconidium aculeatum oraz trzech szcze-
pów Candida sp. Najwy�sz� koncentracj� kwasu cytrynowego (21,8 g·dm-3) oraz naj-
wy�sz� wydajno�
 (0,545 g·g-1), otrzymano w hodowli szczepu Y. lipolytica NRRL  
YB-423, przy pocz�tkowym st��eniu glicerolu 40 g·dm-3. Szczep Y. lipolytica ACA-DC 
50109 zastosowany przez Papanikolaou i in. [2008] w pod�o�u zawieraj�cym 164 g·dm-3 

surowego glicerolu produkowa� tylko 62,5 g·dm-3 kwasu cytrynowego z wydajno�ci� 
0,56 g·g-1, a wi�c ni�sz� ni� szczep Wratislavia AWG7 u�yty w niniejszej pracy, a po 
zako�czeniu procesu w 600 h hodowli w pod�o�u wci�� znajdowa�o si� 52,5 g·dm-3 
glicerolu. Natomiast wy�sze warto�ci wydajno�ci kwasu cytrynowego uzyskiwano  
w procesach z udzia�em ró�nych szczepów Y. lipolytica, gdzie jako substrat stosowano 
etanol [Arzumanov i in. 2000], n-parafiny [Crolla i Kennedy 2001], olej rzepakowy 
[Kamzolova i in. 2005] lub sacharoz� [Förster i in. 2007]. Wed�ug Anastassiadis  
i Rhem [2006] szczep Candida oleophila ATCC 20177 produkowa� kwas cytrynowy  
z glukozy z wydajno�ci� 0,41–0,51 g·g-1. 

 
Rys. 1. Produkcja biomasy [X], kwasu cytrynowego (KC), kwasu izocytrynowego (ICA) oraz 

zu�ycie glicerolu [GLY] przez Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch. 
Roztwór glicerolu (350 g�dm-3) by� wprowadzony do bioreaktora periodycznie w 24 i 48 h 
do ca�kowitego st��enia 200 g�dm-3, co pokazuj� strza�ki 

Fig. 1. Biomass (X), citric acid (KC) and isocitric acid (ICA) and uptake of glycerol (GLY) 
during fed-batch culture of Y. lipolytica Wratislavia AWG7. Glycerol solution (350 
g�dm-3) was periodically fed into the fermentor at 24 and 48 h until the total concentration 
of 200 g�dm-3 was reached after the initiation of the fed-batch mode indicated by an arrow 
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Tabela 1. Parametry kinetyczne wzrostu i biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu  
odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 

Table 1. Kinetic parameters of growth and citric acid fermentation from crude glycerol  
by strain of Y. lipolytica Wratislavia AWG7 strain 

Parametr 
Parameter 

Glicerol odpadowy 
Crude glycerol 

Czas – Time                                      (h)              140 
Biomasa – Biomass                                 (g�dm-3)                14,5 
Kwas cytrynowy – Citric acid                 (g�dm-3)              133,4 
Kwas izocytrynowy – Isocitric acid        (g�dm-3)     2,7 
YKC                                                                              (g�g-1)      0,67 
QKC                                                                            (g�dm-3h-1)      0,95 
qKC                                                                                   (g�g-1h-1)        0,066 

 
Podstawow� wad� dro�d�owej fermentacji cytrynowej jest nagromadzanie w �ro-

dowisku hodowlanym produktu ubocznego, jakim jest kwas izocytrynowy. W zale�no-
�ci od u�ytego substratu kwas izocytrynowy stanowi nawet do 50% sumy kwasów  
cytrynowych. Wed�ug wcze�niejszych bada� stwierdzono, �e mutanty oct- cechuj� si� 
nisk� produkcj� kwasu izocytrynowego zarówno w hodowlach z glukoz�, jak i z glice-
rolem [Rymowicz i in. 2005, 2006, Rywi�ska i in. 2006]. W przeprowadzonej hodowli 
fed-batch z udzia�em szczepu Wratislavia AWG7 ilo�
 tego produktu ubocznego by�a 
niska i wynosi�a na ko�cu hodowli 2,7 g·dm-3, co wp�ywa�o na uzyskanie  wysokiej 
czysto�ci procesu (ok. 98%), a kwas izocytrynowy stanowi� 2% sumy wytworzonych 
kwasów cytrynowych. W zale�no�ci od zastosowanego glicerolu (odpadowy lub czysty) 
i typu hodowli (okresowa wstrz�sarkowa lub wg��bna okresowa w bioreaktorze) st��e-
nie kwasu izocytrynowego w hodowlach mutantów octanowych wynosi�o od 0,3 do  
5,8 g·dm-3 [Rymowicz i in. 2005, 2006]. Dla porównania, w hodowli z udzia�em szcze-
pu dzikiego typu, Y. lipolytica A-101, w pod�o�u z glicerolem odpadowym i z glicero-
lem czystym otrzymano 12,6 i 17,8 g·dm-3 kwasu izocytrynowego, co stanowi�o odpo-
wiednio 15,8 i 21,1% kwasu izocytrynowego w sumie kwasów (dane niepublikowane). 
W badaniach Levinson i in. [2007] spo�ród 27 szczepów wyselekcjonowanych do pro-
cesu produkcji kwasu cytrynowego z glicerolu tylko jeden produkowa� mniej ni� 10% 
kwasu izocytrynowego. 

Badano równie� obecno�
 innych metabolitów po�rednich z cyklu Krebsa, takich 
jak: kwas jab�kowy, fumarowy i �-ketoglutarowy w �rodowisku hodowlanym. Ich su-
maryczna ilo�
 nie przekracza�a jednak 6 g·dm-3 (rys. 2). Uzyskane w tym zakresie 
wyniki trudno jest porówna
 z wynikami innych autorów, poniewa� w dost�pnej litera-
turze brak danych na temat ubocznej produkcji po�redników cyklu Krebsa czy glikolizy.  

W omawianym w niniejszej pracy procesie, równolegle z nadprodukcj� kwasu cy-
trynowego, tworzone by�y alkohole cukrowe, takie jak erytrytol i mannitol, których 
st��enia na ko�cu hodowli wynosi�y odpowiednio 9,8 i 2,7 g·dm-3 (rys. 3). Zdolno�
 
dro�d�y Y. lipolytica do nadprodukcji  polioli z glicerolu by�a obserwowana podczas 
procesu biosyntezy kwasu cytrynowego w hodowlach innego szczepu, równie� mutanta 
octanowego, Y. lipolytica Wratislavia K1 [Rymowicz i in. 2008, Rywi�ska i in. 2008]. 
Szczep ten w hodowlach fed-batch, w zale�no�ci od sposobu dozowania i pocz�tkowego 
st��enia glicerolu, produkowa� (z 200 g·dm-3 glicerolu) wy�sze ilo�ci erytrytolu, w zakre-
sie od 41 do 81 g·dm-3 [Rymowicz i in. 2008]. Natomiast w procesach okresowych,  
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w których pocz�tkowe st��enie czystego glicerolu by�o dwukrotnie ni�sze i wynosi�o 
100 g·dm-3, st��enie erytrytolu i mannitolu na ko�cu hodowli wynosi�o odpowiednio 
19,3 i 10,2 g·dm-3 [Rywi�ska i in. 2008]. Na uwag� zas�uguje fakt, �e podczas gdy 
szczep Wratislavia K1 nagromadza erytrytol przez ca�y czas trwania procesu, szczep 
Wratislavia AWG7 po obni�eniu st��enia glicerolu utylizuje wolno oba poliole, co 
mo�e mie
 wp�yw na zwi�kszenie wydajno�ci kwasu cytrynowego (rys. 3).  

 

 
 

Rys. 2. Produkcja kwasu fumarowego (FUM), �-ketoglutarowego (KET) i jab�kowego (MAL) 
podczas procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu odpadowego przez szczep  
Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch 

Fig. 2. Production of fumaric acid (FUM), �-ketoglutaric acid (KET) and malic acid (MAL) 
during fed-batch production of citric acid from crude glycerol by Y. lipolytica Wratisla-
via AWG7 strain 

 
Rys. 3. Produkcja erytrytolu (ER) i mannitolu (MAN) przez Y. lipolytica Wratislavia AWG7  

z glicerolu odpadowego w hodowli fed-batch  
Fig. 3. Production of erythritol (ER) and mannitol (MAN) by Y. lipolytica Wratislavia AWG7  

on glycerol medium in fed-batch cultivation system 
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Dynamika procesu biosyntezy kwasu cytrynowego w czasie hodowli by�a zró�nico-
wana. W fazie spowolnionego wzrostu, pomi�dzy 20–46 h hodowli, obj�to�ciowa szyb-
ko�
 produkcji kwasu cytrynowego (QKC) kszta�towa�a si� w zakresie od 1,7 do  
2,6 g·dm-3h-1 (rys. 4). W kolejnych godzinach hodowli, kiedy komórki by�y w fazie 
stacjonarnej, szybko�
 produkcji kwasu cytrynowego obni�a�a si� do ok. 0,52 g·dm-3h-1 
w 95 h hodowli i utrzymywa�a si� na takim poziomie do ko�ca procesu. Szybko�
 w�a-
�ciwa produkcji kwasu cytrynowego wynosi�a w tym czasie oko�o 0,038 g·g-1h-1 (rys. 4). 
Podobne obni�anie si� dynamiki produkcji kwasu cytrynowego by�o obserwowane 
podczas biosyntezy kwasu cytrynowego z hydrolu glukozowego przez dziki szczep  
Y. lipolytica A-101 [Wojtatowicz i Rymowicz 1991] oraz z glukozy przez szczep  
Candida olephila ATCC 20177 [Anastassiadis i in. 2002]. Warto jednak podkre�li
, �e 
�rednia szybko�
 obj�to�ciowa produkcji kwasu cytrynowego, liczona dla ca�ego proce-
su, by�a wysoka i wynosi�a QKC= 0,95 g·dm-3h-1 (tab. 1), nieznacznie tylko ni�sza ni�  
w hodowli z czystym glicerolem, 1,16 g·dm-3h-1 [Rywi�ska i in. 2009]. 
 

 
Rys. 4. Obj�to�ciowa szybko�
 produkcji kwasu cytrynowego (QKC) i szybko�
 w�a�ciwa produk-

cji kwasu cytrynowego (qKC) podczas procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu 
odpadowego przez szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 w hodowli fed-batch 

Fig. 4. Volumetric citric acid production rate (QKC) and specific citric acid production rate (qKC) 
during citric acid biosynthesis from crude glycerol by Y. lipolytica Wratislavia AWG7 
strain in fed-batch culture 

 
Podsumowuj�c wyniki bada�, mo�na stwierdzi
, �e glicerol odpadowy pochodz�cy 

z produkcji estrów metylowych o niskiej zawarto�ci glicerolu (350 g·dm-3) jest bardzo 
dobrym �ród�em w�gla do biosyntezy kwasu cytrynowego dla szczepu Y. lipolytica 
Wratislavia AWG7 w systemie fed-batch. Zanieczyszczenia obecne w surowcu pozo-
stawa�y bez wp�ywu na dynamik� i wydajno�
 procesu biosyntezy kwasu cytrynowego, 
które by�y wysokie i wynosi�y odpowiednio 133,4 g·dm-3 i 0,67 g·g-1. Ponadto proces 
fermentacji charakteryzowa� si� wysok� czysto�ci� z uwagi na nisk� zawarto�
 kwasu 
izocytrynowego, metabolitów po�rednich cyklu Krebsa oraz polioli. 
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THE USE OF CRUDE GLYCEROL FOR CITRIC ACID BIOSYNTHESIS  
BY YARROWIA LIPOLYTICA WRATISLAVIA AWG7  

Abstract. Crude glycerol from biodiesel industry, containing 350 g·dm-3 of glycerol, was 
used as a substrate for citric acid production by acetate negative mutant of Yarrowia lipo-
lytica Wratislavia AWG7 in fed-batch experiment. This strain produced 133,4 g·dm-3 of 
citric acid and 2,7 g·dm-3 of isocitric acid, unwanted product in this process, in 140 h of 
cultivation. As a results the volumetric citric acid production rate and the citric acid yield 
reached 0,95 g·dm-3h-1 and 0,67 g·g-1, respectively. The total amount of other organic  
acids such as malic, fumaric and �-ketoglutaric acid produced by the Wratislavia AWG7 
strain no exceed 6 g·dm-3.Polioles such as erythritol and as well as mannitol were pro-
duced in this process also. Concentration of these by-products at the and of process were 
9,8 i 2,7 g·dm-3, respectively. 

Key words: citric acid, raw glycerol, fed-batch system, Yarrowia lipolytica Wratislavia 
AWG7 
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WST�P 

Hydrolazy, a w�ród nich proteazy i lipazy stanowi� wa�n� grup� enzymów wyko-
rzystywanych w przemy�le �ywno�ciowym. Prowadzone przy ich udziale modyfikacje 
bia�ek i t�uszczu umo�liwiaj� przebieg wielu operacji technologicznych, a tak�e przy-
czyniaj� si� do otrzymywania nowych produktów [Fox 1995, Vakhlu, Kour 2006]. 
Wa�nym �ród�em pozyskiwania enzymów sta�y si� mikroorganizmy [Kumar i Talagi 
1999, Nasciemento i Martins 2004, 2006]. Szczególnie atrakcyjnym gatunkiem wyka-
zuj�cym zdolno�
 do biosyntezy hydrolaz s� dro�d�e Yarrowia lipolytica. Dotychczas 
ich zastosowanie w praktyce sprowadza�o si� jednak g�ównie do otrzymywania kwasu 
cytrynowego [Förster i in. 2007, Crolla, Kennedy 2004, Komzolova i in. 2003]. Wiele 
szczepów tych dro�d�y, izolowanych z produktów �ywno�ciowych bogatych w bia�ko  
i t�uszcz, mo�e by
 �ród�em pozakomórkowych enzymów hydrolizuj�cych te sk�adniki 
[van den Tempel, Jacobson 1998, Czajgucka 2003]. W�ród nich obecne s�: proteinaza 
serynowa, aktywna w �rodowisku zasadowym i proteinaza aspartylowa, dzia�aj�ca  
w �rodowisku kwa�nym [Ogrydziak 1988, 1993, Gloger i in. 1997, Motaba i in. 1997], 
a u niektórych szczepów proteinaza aktywna w neutralnym pH [Ogrydziak 1993]. Obok 
enzymów proteolitycznych dro�d�e te syntezuj� tak�e enzymy lipolityczne, hydrolizu-
j�ce triacyloglicerole, g�ównie w �rodowisku zasadowym [Navotny i in. 1988, Corzo, 
Revah 1999, Destan i in. 1997, Aloulou i in. 2007, Yu i in. 2007a, b].  

Obok warunków �rodowiskowych takich jak: pH, temperatura prowadzenia hodowli, 
obecno�
 jonów metali czy st��enie tlenu rozpuszczalnego wa�nym czynnikiem wp�y-
waj�cym na poziom biosyntezy pozakomórkowych enzymów u dro�d�y jest rodzaj  
i st��enie �róde� w�gla i azotu w pod�o�u [Singaglia i in. 1994, Corzo, Revah 1999, 
Kumar, Talagi 1999, Guerzoni i in. 2001, Gdula i in. 2002, Fickers i in. 2004, Lopes  
i in. 2008]. Jak wykazano w licznych badaniach, dobór odpowiednich warunków ho-
dowli drobnoustrojów umo�liwia otrzymywanie nowych i ta�szych preparatów enzy-
matycznych, które mog� znale�
 zastosowanie w wielu ga��ziach przemys�u [Ikram-ul- 
-Haq i in. 2003, Nescimento, Martins 2004, 2006]. 

Celem podj�tych bada� by�a ocena zdolno�ci produkcji pozakomórkowych proteaz  
i lipaz, o zró�nicowanej swoisto�ci wobec wybranych substratów, przez dro�d�e  
Y. lipolytica wyizolowane z polskich serów ple�niowych, co pozwoli�oby na wybór 
spo�ród nich najlepszego szczepu do otrzymywania preparatów enzymatycznych przy-
datnych w przemy�le �ywno�ciowym, szczególnie mleczarskim. 

MATERIA� I METODY  

Przedmiotem bada� by�o pi�
 szczepów dro�d�y Yarrowia lipolytica: JII1a, JII1b, 
JII1c, PII6a, PII6b wyizolowanych z serów z przerostem ple�niowym Rokpol [Wojta-
towicz i in. 2001], pochodz�cych z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii 
�ywno�ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc�awiu.  

Hodowl� dro�d�y prowadzono na po�ywkach przygotowanych poprzez wymian� 
jednego ze sk�adników pod�o�a YCG o sk�adzie (g L-1): ekstrakt dro�d�owy (YE) (1,7), 
kazeina (2,0), glukoza (10,0). W miejsce glukozy, jako �ród�o w�gla, wprowadzano: 
oliw� z oliwek, olej s�onecznikowy, olej kukurydziany, olej rzepakowy, olej ma�lany 
lub glicerol, a w miejsce kazeiny, stanowi�cej �ród�o azotu, wprowadzano: bactopepton 
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(Oxoid, UK), soyton, tryptose, casamino acids (Difco, USA) i bia�ka serwatkowe.  
Hodowl� prowadzon� w niemodyfikowanym pod�o�u YCG przyj�to jako standardow�. 

Jako inokulum zastosowano 24 h hodowl� dro�d�y prowadzon� w wytrz�sarce,  
w pod�o�u YM (o sk�adzie (g L-1): ekstrakt dro�d�owy (3,0), ekstrakt s�odowy (3,0), 
bactopepton (5,0), glukoza (20,0), któr� dodawano w ilo�ci 2% do hodowli w�a�ciwej. 
Hodowle w�a�ciwe dro�d�y prowadzono w 50 mL pod�o�a w kolbach o obj�to�ci 300 mL 
na wytrz�sarce (160 rpm) przez 48 h, w temp. 28ºC, a ka�dy wariant przygotowano  
w trzech powtórzeniach. Po zako�czeniu okresu inkubacji w zawiesinach oznaczano 
poziom komórek dro�d�owych poprzez ich zliczanie w komorze Thoma, a nast�pnie 
hodowle wirowano (7000 g, 15 min, temp. 4ºC). W klarownym supernatancie oznacza-
no poziomy aktywno�ci proteolitycznej i lipolitycznej. 

Aktywno�
 proteolityczn� wzgl�dem kazeiny oraz kwasowo denaturowanej hemo-
globiny jako substratów, odpowiednio w pH 7,5 i 3,0, badano wg Chrzanowskiej  
i Ko�aczkowskiej [1998]. Za jednostk� aktywno�ci proteolitycznej (1 U) w warunkach 
eksperymentu przyj�to przyrost absorbancji �A = 0,01, oznaczanej w spektrofotometrze 
Beckman DU 640. 

Aktywno�
 lipolityczn� oznaczano testem dyfuzyjnym [Sztajer i in. 1988] wobec 
1% tributyryny (Sigma) i 1% oleju ma�lanego z Victoria blue jako substratów, nanosz�c 
100 μl preparatu enzymatycznego do studzienek w pod�o�u agarowym z odpowiednim 
substratem i inkubowano w temp. 37ºC. Po 72 godzinach dokonywano pomiaru strefy 
przeja�nie� wokó� studzienek. Poziom aktywno�ci lipolitycznej okre�lano w oparciu  
o krzyw� standardow� sporz�dzon� dla lipazy z Candida cylindracea (Sigma) o aktyw-
no�ci 5390 U mg-1. 

Pomiary aktywno�ci przeprowadzono w trzech powtórzeniach, a prezentowane wy-
niki stanowi� �redni� z uzyskanych podczas pomiarów warto�ci. 

OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Gatunek  Y. lipolytica nale�y do niekonwencjonalnych dro�d�y wykazuj�cych zdol-
no�
 wzrostu w �rodowisku bogatym w hydrofobowe zwi�zki takie jak alkany, kwasy 
t�uszczowe czy oleje [Spencer i in. 2002]. Izolowane s� one m.in. z produktów �ywno-
�ciowych bogatych w bia�ko i t�uszcz, jak np. sery [Wojtatowicz i in. 2001]. Mo�liwo�
 
wykorzystywania ró�nych substratów wi��e si� z du�� zdolno�ci� tych dro�d�y do 
produkcji zewn�trzkomórkowych enzymów proteolitycznych i lipolitycznych, umo�li-
wiaj�cych im pozyskiwanie niezb�dnych sk�adników od�ywczych z ró�nych prekurso-
rów obecnych w �rodowisku [Barth, Galibardin 1997, Fickers i in. 2003]. Poszczególne 
szczepy Y. lipolytica wykazuj� jednak du�e zró�nicowanie w rodzaju i ilo�ci syntety-
zowanych enzymów, na co wp�yw maj� równie� warunki �rodowiska, w którym wyst�-
puj� [Kumar, Talagi 1999, Fickers i in. 2003]. W�a�ciwy dobór warunków hodowli oraz  
sk�adników pod�o�a hodowlanego jest jednym z najta�szych i najwydajniejszych spo-
sobów stymulacji produkcji enzymów przez mikroorganizmy [Kumar i Talagi 1999]. 
Potencjalne zastosowanie dro�d�y Y. lipolytica w biotechnologii, jako �ród�a enzymów 
hydrolitycznych, wymaga zatem dok�adnego scharakteryzowania warunków ich hodowli, 
umo�liwiaj�cego optymalny wzrost oraz pozyskiwanie preparatów enzymatycznych  
o po��danej swoisto�ci. 

Pochodz�ce z serów szczepy Y. lipolytica  JII1a, JII1b, JII1c, PII6a i PII6b kultywo-
wane na pod�o�u YCG (przyj�tym jako standardowe)  zawieraj�cym glukoz� i kazein�, 
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jako �ród�o odpowiednio w�gla i azotu, osi�ga�y najwy�szy wzrost na poziomie 1,5– 
2,1 · 108 kom · mL-1 (rys. 1, 2). Wprowadzenie w miejsce glukozy olejów ro�linnych 
spowodowa�o obni�enie poziomu wzrostu badanych szczepów (rys. 1). Jakkolwiek 
spadek ten by� najmniejszy w obecno�ci oliwy z oliwek. Populacja szczepu JII1a  
w obecno�ci tego zamiennika glukozy osi�gn��a liczebno�
 rz�du 108 kom · mL-1, na-
tomiast plon biomasy pozosta�ych badanych dro�d�y by� ni�szy, w przedziale 5,6–6,02 · 
107  kom · mL-1. Dobre efekty przynios�o te� wprowadzenie oleju kukurydzianego.  
W hodowli zawieraj�cej ten substytut glukozy najlepiej rozwija� si� szczep JII1a, osi�-
gaj�c liczebno�
 7,08 · 107 kom · mL-1, najs�abiej natomiast szczep PII6a (3,98 · 107 
kom · mL-1). Wprowadzenie do medium hodowlanego olejów: s�onecznikowego, ma-
�lanego czy rzepakowego skutkowa�o znacz�co s�abszym wzrostem badanych dro�d�y 
w porównaniu z pod�o�em YCG. W obecno�ci tych �róde� w�gla najwi�ksz� liczebno�
 
3,97 · 107 kom · mL-1 odnotowano dla szczepów JII1a i JII1c w pod�o�u odpowiednio  
z olejem s�onecznikowym i rzepakowym. Najs�abszy przyrost populacji osi�gaj�cy 
poziom 1,07 · 107 kom · mL-1 odnotowano natomiast dla szczepów JII1c i JII1b, rosn�-
cych na pod�o�ach zawieraj�cych odpowiednio olej s�onecznikowy i ma�lany. 

 

Rys. 1. Wielko�
 populacji dro�d�y Y. lipolytica w hodowlach zawieraj�cych ró�ne �ród�a w�gla 
Fig. 1. Y. lipolytica yeast population number  in cultures containing different carbon source 
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Rys. 2. Wielko�
 populacji dro�d�y Y. lipolytica w hodowlach zawieraj�cych ró�ne �ród�a azotu 
Fig. 2. Y. lipolytica yeast population number  in cultures containing different nitrogen source 
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casamino acids czy bia�ka serwatkowe wp�ywa�a na obni�enie poziomu wzrostu (rys. 2). 
Wyj�tek stanowi� szczep JII1c, który niezale�nie od wprowadzonego �ród�a azotu osi�-
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 rz�du 108 kom · mL-1. W przypadku pozosta�ych szczepów zmiana �ród�a 
azotu w po�ywce powodowa�a obni�enie namno�enia komórek. Stosunkowo najlep-
szym substytutem kazeiny okaza� si� bactopepton, w obecno�ci którego poziom wzrostu 
szczepów JII1a i JII1c wynosi� odpowiednio 1,12 · 108  i 1,58 · 108 kom · mL-1. Poziom 
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szczepy JII1a, JII1b, PII6a i PII6b wykazywa�y znacz�co ni�szy poziom wzrostu. 
W�ród tych hodowli najwy�sze liczebno�ci wynosz�ce 7,07 · 107 kom · mL-1 i 5,6 · 107 

kom · mL-1 odnotowano odpowiednio dla szczepu JII1a rosn�cego na pod�o�u zawiera-
j�cym tryptose oraz dla szczepu PII6b rosn�cego na pod�o�u zawieraj�cym bia�ka  
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serwatkowe. Najs�abszy natomiast wzrost badane szczepy Y. lipolytica wykazywa�y na 
pod�o�u zawieraj�cym casamino acids. 

We wszystkich badanych hodowlach dro�d�y Y. lipolytica oceniono poziom ze-
wn�trzkomórkowej aktywno�ci proteolitycznej i lipolitycznej. Wykazano wyra�ny 
wp�yw sk�adników pod�o�a hodowlanego na rodzaj i poziom generowanej aktywno�ci 
proteolitycznej, podczas gdy zró�nicowanie pomi�dzy poszczególnymi szczepami  
w danym pod�o�u cz�sto nie by�o znacz�ce. Aktywno�
 enzymów proteolitycznych 
oznaczano w pH 3,0 i 7,5 (tab. 1, 2). W przypadku wszystkich badanych szczepów 
zmiana �ród�a w�gla z glukozy na oleje ro�linne, szczególnie oliw� z oliwek, stymulo-
wa�a biosyntez� proteinazy serynowej, aktywnej w pH 7,5, natomiast niekorzystnie 
wp�ywa�a na biosyntez� proteinazy aspartylowej, dzia�aj�cej w pH 3,0 (tab. 1). Zwi�zane 
jest to prawdopodobnie z regulatorowym wp�ywem pH na ekspresj� proteaz Y. lipolytica 
[Gloger i in. 1997]. Zastosowanie olejów ro�linnych jako �róde� w�gla prowadzi�o do 
wyra�nej alkalizacji �rodowiska (pH � 7,8), promuj�c ekspresj� proteinazy serynowej 
(tab. 1). Podobn� zale�no�
 pomi�dzy poziomem syntezy alkalicznej proteinazy przez 
mikroorganizmy, a stopniem alkalizacji medium hodowlanego obserwowano w wielu 
innych badaniach [Glazer i Nikaido 1995, Kumar, Talagi 1999]. Tak�e w badaniach 
Gduli i in. [2002], prowadzonych na szczepach Y. lipolytica izolowanych z gleby i ho-
dowanych na po�ywkach zawieraj�cych ró�ne st��enie glukozy, wykazano, �e podwy�-
szenie st��enia tego sk�adnika prowadzi do obni�enia ko�cowego pH, co stymulowa�o 
produkcj� proteinazy aspartylowej, hamuj�c jednocze�nie produkcj� proteinazy sery-
nowej.  

Z kolei w hodowlach na pod�o�ach o niskim pH wyra�nie dominowa�a aktywno�
 
proteolityczna w pH 3,0 (tab. 2). Najwy�szy poziom proteinazy aktywnej w �rodowisku 
kwa�nym odnotowano w hodowli prowadzonej z dodatkiem bia�ek serwatkowych. 
Poziom aktywno�ci tego enzymu oznaczony dla szczepu JII1b, PII6a i PII6b przewy�-
sza� warto�ci odnotowane w hodowli prowadzonej na pod�o�u YCG i zamyka� si�  
w granicach 440–570 UmL-1. Obecno�
 w pod�o�u tryptose czy bactopeptonu równie� 
stymulowa�a produkcj� kwa�nej proteinazy. Wprowadzenie bia�ek innych ni� kazeina 
powodowa�o znacz�ce obni�enie aktywno�ci ujawniaj�cej si� w pH 7,5 b�d� te� jej 
ca�kowity zanik. Najni�szy poziom sekrecji pozakomórkowych proteinaz zarówno  
serynowej, jak i aspartylowej zaobserwowano w hodowlach, w których wykorzystano 
�atwo dost�pne substraty peptonowe takie jak: soyton i casamino acids. Podobny, hamu-
j�cy wp�yw sk�adników peptonowych pod�o�a na biosyntez� zewn�trzkomórkowych 
proteinaz przez mikroorganizmy obserwowali tak�e inni badacze [Kumar, Talagi 1999, 
Gdula i in. 2002].  

W badanych hodowlach dro�d�y oceniono tak�e poziom zewn�trzkomórkowej  
aktywno�ci lipolitycznej. Podobnie jak w przypadku enzymów proteolitycznych zauwa-
�ono wyra�ny wp�yw sk�adników pod�o�a hodowlanego na poziom ich biosyntezy. 
Znacznie wyra�niej natomiast widoczne  by�y ró�nice pomi�dzy szczepami Y. lipolytica 
w ich wra�liwo�ci na sk�adniki pod�o�a, zw�aszcza w przypadku �róde� w�gla. Zaob-
serwowano tak�e ró�nice w swoisto�ci produkowanych lipaz, oznaczanych wobec 
dwóch substratów: oleju ma�lanego i tributyryny.  

Stosunkowo najlepszym zamiennikiem glukozy, stymuluj�cym aktywno�
 lipoli-
tyczn�, okaza�a si� oliwa z oliwek (tab. 1). W hodowlach wszystkich szczepów, z wy-
j�tkiem JII1a, odnotowano od kilku do kilkudziesi�ciu razy wy�sz� ni� w hodowli na 
pod�o�u standardowym  aktywno�
 lipolityczn� wobec oleju ma�lanego. Szczególnie 



Produkcja pozakomórkowych hydrolaz ... 

Biotechnologia  7(4) 2008 
 

29

wysoki poziom aktywno�ci lipazy, wynosz�cy 389 UmL-1, oznaczono dla szczepu 
PII6b, natomiast w hodowlach szczepów JII1b i PII6a jej poziom wynosi� odpowiednio 
62 i 80 UmL-1. Szczep PII6a, hodowany na pod�o�u zawieraj�cym oliw� z oliwek, wy-
kazywa� natomiast najwy�sz� aktywno�
, wynosz�c� 136 UmL-1, wobec tributyryny 
jako substratu.. Wprowadzenie do pod�o�y hodowlanych innych olejów ro�linnych 
bardzo ró�nie wp�ywa�o na poziom generowanej aktywno�ci lipolitycznej przez po-
szczególne szczepy. Przyk�adowo, obecno�
 oleju s�onecznikowego w medium hodow-
lanym stymulowa�a biosyntez� zewn�trzkomórkowej lipazy przez szczepy PII6b i JII1c. 
W tych hodowlach aktywno�
 lipolityczna, oznaczana wobec oleju ma�lanego, wynosi-
�a odpowiednio 108 UmL-1 i 73 UmL-1. Zastosowanie oleju s�onecznikowego jako  
�ród�a w�gla nie powodowa�o natomiast wzmo�onej syntezy lipazy zewn�trzkomórko-
wej przez inne szczepy (tab. 1). Wprowadzenie do medium hodowlanego oleju rzepa-
kowego stymulowa�o sekrecj� lipaz przez szczepy JII1c i PII6a. w których hodowlach 
aktywno�
 tego enzymu, oznaczana wobec oleju ma�lanego, osi�gn��a warto�
 odpo-
wiednio 86 i 59 UmL-1. Z kolei zastosowanie jako �ród�a w�gla oleju ma�lanego stymu-
lowa�o aktywno�
 lipolityczn� szczepu PII6a, osi�gaj�cego w tej hodowli aktywno�
 
wynosz�c� 63 UmL-1. Znacz�cego przyrostu aktywno�ci lipolitycznej pod wp�ywem 
olejów: s�onecznikowego, kukurydzianego, ma�lanego czy rzepakowego nie obserwo-
wano jednak w oznaczeniach, w których stosowano jako substrat tributyryn� (tab. 1). 

Otrzymane wyniki potwierdzaj� badania innych autorów [Nowotny i in. 1993,  
Destain i in. 1994, Corzo, Revah 1999, Gdula i in. 2002], którzy wykazali, �e substraty 
t�uszczowe takie jak oleje ro�linne, w tym oliwa z oliwek czy tripalmitynian i tristeary-
nian [Janssen i in. 1994] s� dobrymi induktorami syntezy enzymów lipolitycznych  
u dro�d�y Y. lipolytica. Z kolei glukoza, obecna w pod�o�u hodowlanym, uwa�ana jest 
za czynnik obni�aj�cy biosyntez� lipaz przez te dro�d�e [Gdula i in. 2002, Fickers i in. 
2003, 2004]. Oliwa z oliwek by�a dobrym stymulatorem produkcji lipaz tak�e w przy-
padku innych gatunków dro�d�y izolowanych z serów, np. Geotrichum candidum  
[Jacobson i in. 1995]. 

Modyfikacja �róde� azotu w mniejszym stopniu wp�ywa�a na poziom generowanej 
aktywno�ci lipolitycznej (tab. 2). W kilku przypadkach zaobserwowano znacz�cy 
wzrost tej aktywno�ci w porównaniu z aktywno�ci� w hodowli prowadzonej w pod�o�u 
standardowym z kazein�. Szczep PII6a rosn�cy na pod�o�u zawieraj�cym bia�ka serwat-
kowe generowa� ponad 10-krotnie wy�sz� aktywno�
 wobec tributyryny, wynosz�c� 
108 UmL-1, ni� podczas wzrostu na pod�o�u YCG (tab. 2). Najwy�szy natomiast  
poziom (45 UmL-1) aktywno�ci oznaczanej wobec oleju ma�lanego odnotowano dla 
szczepu JII1a rosn�cego w medium zawieraj�cym bactopepton. Wprowadzenie hydroli-
zatu bia�ek sojowych (soyton) tak�e powodowa�o kilkakrotny wzrost aktywno�ci lipoli-
tycznej, oznaczanej wobec tributyryny, u wszystkich badanych szczepów Y. lipolytica. 
Z kolei w hodowlach szczepów JII1a i JII1c zawieraj�cych casamino acids obserwowa-
no kilkakrotny wzrost aktywno�ci lipolitycznej oznaczanej wobec oleju ma�lanego. 
Podobnie Fickers i in. [2004] zaobserwowali najwy�szy poziom produkcji zewn�trzko-
mórkowej lipazy przez szczep Y. lipolytica rosn�cy na pod�o�u zawieraj�cym hydrolizaty 
kazeiny. Sk�adniki peptydowe stymulowa�y tak�e produkcj� zewn�trzkomórkowych 
enzymów lipolitycznych przez inne mikroorganizmy, np. Geotrichum candidum  
[Jacobson 1995] czy Penicillium roqueforti [Eitenmiller i in. 1970]. 
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Tabela 1. Wp�yw �róde� w�gla na poziom aktywno�ci zewn�trzkomórkowych enzymów hydroli-
tycznych u szczepów Y. lipolytica wyizolowanych z sera 

Table 1. The effect of the carbon sources on activity of extracellular hydrolytic enzymes of  
Y. lipolytica strains isolated from cheese 

�ród�o w�gla 
Carbon source 

Szczep 
Strain pH 

Aktywno�
 proteolityczna [UmL-1]
Proteolytic activity [UmL-1] 

Aktywno�
 lipolityczna [UmL-1] 
Lipolytic activity [UmL-1] 

pH 3,0 pH 7,5 Olej ma�lany 
Butter oil 

Tributyryna 
Tributyrin 

Glukoza 
Glucose 

JII1a 5,4 410 18 6 14 

JII1b 6,8 365 8 10 17 

JII1c 6,6 338 7 9 17 

PII6a 5,9 438 27 13 10 

PII6b 5,3 400 84 15 24 

Oliwa z oliwek 
Olive oil 

JII1a 7,8 60 273 9 16 

JII1b 7,9 45 315 62 11 

JII1c 7,9 35 304 22 82 

PII6a 8,0 60 248 80 136 

PII6b 8,0 20 251 389 6 

Olej s�onecznikowy
Sunflower oli 

JII1a 8,2 nd 223 7 12 

JII1b 8,3 nd 260 73 9 

JII1c 8,3 nd 253 10 12 

PII6a 8,3 nd 228 10 12 

PII6b 8,3 nd 227 108 4 

Olej kukurydziany 
Maize oil 

JII1a 8,2 42 240 37 7 

JII1b 8,2 40 270 25 13 

JII1c 8,1 50 202 17 14 

PII6a 8,3 65 230 25 9 

PII6b 8,3 50 243 12 10 

Olej ma�lany 
Butter oil 

JII1a 8,4 10 163 23 9 

JII1b 8,3 5 223 49 27 

JII1c 8,4 20 280 22 8 

PII6a 8,4 10 150 62 11 

PII6b 8,4 5 143 48 26 

Olej rzepakowy 
Rapeseed oil 

JII1a 8,3 20 165 19 15 

JII1b 8,2 10 200 19 15 

JII1c 8,3 10 308 86 15 

PII6a 8,3 0 180 59 7 

PII6b 8,3 15 237 16 8 
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Tabela 2. Wp�yw �róde� azotu na poziom aktywno�ci zewn�trzkomórkowych enzymów hydroli-
tycznych u szczepów Y. lipolytica wyizolowanych z sera 

Table 2. The effect of the nitrogen sources on activity of extracellular hydrolytic enzymes  
of Y. lipolytica strains isolated from cheese 

�ród�o azotu 
Nitrogen source 

Szczep 
Strain pH 

Aktywno�
 proteolityczna [UmL-1] 
Proteolytic activity [UmL-1] 

Aktywno�
 lipolityczna [UmL-1] 
Lipolytic activity [UmL-1] 

pH 3,0 pH 7,5 Olej ma�lany 
Butter oil 

Tributyryna 
Tributyrin 

Kazeina 
Casein 

JII1a 5,4 410 18 6 14 

JII1b 6,8 365 8 10 17 

JII1c 6,6 338 7 9 17 

PII6a 5,9 438 27 13 10 

PII6b 5,3 400 84 15 24 

Bacto pepton 

JII1a 6,0 260 13 45 12 

JII1b 6,7 100 10 5 13 

JII1c 6,6 100 0 13 21 

PII6a 5,8 280 27 14 53 

PII6b 5,9 140 17 10 56 

Soyton 

JII1a 6,3 125 33 21 78 

JII1b 6,4 20 7 19 47 

JII1c 6,5 30 5 24 19 

PII6a 6,5 38 nd 13 69 

PII6b 6,8 43 nd 14 35 

Tryptose 

JII1a 5,84 265 nd 9 0 

JII1b 6,6 190 nd 5 4 

JII1c 6,6 145 10 14 4 

PII6a 6,3 155 nd 20 11 

PII6b 6,2 150 nd 29 11 

Casamino acids 

JII1a 5,3 41 nd 33 24 

JII1b 6,1 39 nd 15 8 

JII1c 6,3 20 nd 22 12 

PII6a 6,1 15 nd 14 11 

PII6b 6,0 50 nd 15 18 

Bia�ka serwatkowe 
Whey ptoteins  

JII1a 2,3 180 nd 25 11 

JII1b 2,0 460 nd 10 5 

JII1c 2,0 120 nd 16 62 

PII6a 2,1 440 nd 12 108 

PII6b 2,0 570 nd 12 6 
nd – nie oznaczone 
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Podobnie jak w przypadku biosyntezy enzymów proteolitycznych tak i lipaz mo�na 
zaobserwowa
 zwi�zek pomi�dzy pH pod�o�y hodowlanych a poziomem syntezy  
enzymów lipolitycznych. Alkalizacja �rodowiska sprzyja produkcji enzymów lipoli-
tycznych. Wyniki te s� zgodne z doniesieniami innych autorów, którzy tak�e obserwo-
wali maksymaln� aktywno�
 lipolityczn� ró�nych gatunków dro�d�y, w tym Y. lipolytica, 
w pH � 6,5 [Destain i in. 1997, Corzo, Revah 1999, Aloulou i in. 2007, Yu i in. 2007]. 
Guerzoni i in. [2001] równie� wykazali hamuj�cy wp�yw wysokiego st��enia kwasu 
mlekowego na tempo uwalniania kwasu oleinowego z triacylogliceroli t�uszczu mleka 
przez lipazy z Y. lipolytica. 

PODSUMOWANIE 

Zastosowanie w pod�o�u hodowlanym ró�nych �róde� w�gla i azotu wp�ywa�o istot-
nie na poziom wzrostu badanych szczepów Y. lipolytica izolowanych z polskich serów 
ple�niowych, znacz�co natomiast oddzia�ywa�o na poziom sekrecji zewn�trzkomórko-
wych enzymów hydrolitycznych. Zastosowanie jako �róde� w�gla olejów ro�linnych,  
a szczególnie oliwy z oliwek, wp�ywa�o pozytywnie na biosyntez� zasadowej proteina-
zy oraz enzymów lipolitycznych, hamowa�o natomiast produkcj� kwa�nej proteinazy, 
której najwy�szy poziom odnotowano w hodowli zawieraj�cej glukoz� jako �ród�o 
w�gla. Produkcji tego enzymu sprzyja�o tak�e zastosowanie jako �róde� azotu kazeiny  
i bia�ek serwatkowych.  
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PRODUCTION OF EXTRACELLULAR HYDROLASES BY THE STRAINS  
OF YARROWIA LIPOLYTICA ORIGINATED FROM CHEESE 

Abstract. The purpose of this study was to evaluate the ability of five strains of yeasts 
Yarrowia lipolytica JII1a, JII1b, JII1c, PII6a, PII6b, isolated from Polish mould cheese, to 
secrete extracellular proteolytic and lipolytic enzymes. After their cultivation for 48 hours 
in media containing different  carbon and nitrogen sources the level of population growth 
as well as the activities of proteolitic enzymes (at pH 3,0 and 7,5 against hemoglobin and 
casein, respectively) and lipolytic enzymes (against butter oil and  tributyrine) were de-
termined. 
It was shown that investigated strains of Y. lipolytica exhibited different growth and en-
zyme biosynthesis  pattern depending on the carbon and nitrogen source present in me-
dium. Populations of all studied strains reached the level of 1,5-2,1 · 108 cells  mL-1 in 
medium containing glucose and casein as the carbon and nitrogen sources, respectively. 
Substitution of glucose by plant oils resulted in decrease of their growth. Similar effect 
was observed when casein was substituted by more simple nitrogen sources. The excep-
tion was strain JII1 c, which growth was not affected by nitrogen  component replace-
ment. The changes in composition of growth medium influenced on the biosynthesis level 
of hydrolytic enzymes. The presence of glucose stimulated the production of extracellular 
aspartic proteinase. Also whey proteins favoured the biosynthesis of  this proteinase. 
Whereas applying of the olive oil enhanced biosynthesis of serine proteinase. The pres-
ence of plant oils, including olive oil, in growth medium promoted the secretion of lipo-
lytic enzymes.  

Key words: Yarrowia lipolytica, proteinases, lipases, biosynthesis 
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