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1. Wstęp

Tłuszcze pochodzenia roślinnego lub zwierzęcego mogą być dobrym źródłem 
węgla i energii do produkcji biomasy przez drożdże z rodzaju Candida, 
Rhodotorula, Torulopsis, Yarrowia i Trichosporon (4,5,6,9,10). Szczególne zain

teresowanie zwrócono na wykorzystanie do produkcji Single Celi Protein (SCP) 
olejów roślinnych: palmowego, słonecznikowego, rzepakowego i produktów 
ubocznych i odpadowych z przemysłu tłuszczowego (6,13,17). Produkcję SCP 
prowadzono w hodowlach stacjonarnych (8), półciągłych (5) i ciągłych (11), 
w których stosowano różne rodzaje drożdży. Procesy produkcji biomasy na 
tłuszczach prowadzono w warunkach zróżnicowanego odczynu środowiska 
w zakresie pH 3,5-6,5 (7,8). W porównaniu do substratów węglowodanowych 
takich jak melasa czy serwatka, na których uzyskiwano wysoką właściwą 
S2^ybkość wzrostu drożdży rzędu ji = 0,5-0,62 h'^, procesy na substratach 
tłuszczowych charakteryzowały się mniejszą dynamiką szybkości wzrostu 
(|i = 0,1-0,3 h'^), porównywalną do stwierdzanej na glicerolu i n-parafinach 
(7,14,15). Natomiast wydajność biomasy na takich źródłach węgla była ge
neralnie wyższa, często przekraczała Yx/s =1,0 (5,6,11).

Celem pracy był dobór szczepów drożdży z gatunku Y. lipolytica z prze
znaczeniem do produkcji SCP na surowym oleju rzepakowym i porafinacyj
nych kwasach tłuszczowych, wybór szczepu najlepiej przystosowanego do 
wzrostu na tych substratach i wstępna ocena kinetyki procesu produkcji 
biomasy w warunkach zróżnicowanego źródła azotu, stężenia substratu tłu
szczowego oraz odczynu środowiska.
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2. Materiał i metody

2.1. Mikroorganizmy
Do badań wykorzystano dziesięć szczepów drożdży z gatunku Y. lipolytica 

pochodzących z kolekcji własnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Żywności 
AR we Wrocławiu, z Laboratorium Genetyki Molekularnej i Komórkowej C.B.A.I. 
w Thiveiwal-Grignon (Francja), oraz z kolekcji amerykańskiej ATCC. Zapasy 
kultur drożdży przechowywano na skosach YM pod parafiną w temp. 4°C.

2.2. Substrat
Do produkcji biomasy wykorzystywano surowy olej rzepakowy (SORZ) 

i porafinacyjne kwasy tłuszczowe (PKT), które pochodziły z Nadodrzańskich 
Zakładów Przemysłu Tłuszczowego w Brzegu.

2.3. Podłoża hodowlane
Do wstępnego namnażania kultur drożdży stosowano podłoże inokułacyjne 

o składzie (g/dm^): SORZ lub PKT — 20,0; NH4CI — 6,0; KH2PO4 — 1,0; 
MgS04 X 7H2O — 1,0; CaCOs — 10,0; ekstrakt drożdżowy — 1,0; woda 
wodociągowa, pH 6,0. Biomasę drożdży paszowych produkowcmo w podłożu 
o składzie (g/dm^): SORZ lub PKT — 20,0; KH2PO4 — 1,5; MgS04 x 7H2O 
— 2,5; ekstrakt drożdżowy — 1,0; woda wodociągowa. W zależności od eks
perymentu stosowano cztery źródła azotu w ilości (g/dm^); NH4CI — 7,0; 
(NH4)2S04 — 9,0; NH4NO3 — 9,0; (NH4)2HP04 — 11,0.

2.4. Sposób prowadzenia hodowli
Hodowle inokułacyjne prowadzono w 250 cm^ kolbach stożkowych zawie

rających 25 cm^ podłoża inokulacyjnego na wstrząsarce rotacyjnej typu G-10 
firmy New Brunswick przy 160 rpm przez 48 godzin w temp. 30°C. Hodowle 
produkcyjne, w zależności od eksperymentu, prowadzono w 300 cm^ kol- 
bkach stożkowych zawierających 30 cm^ podłoża produkcyjnego, na wstrzą
sarce w warunkach analogicznych jak hodowle inokułacyjne przez trzy dni 
lub w 3-litrowym bioreaktorze typu AK-3, zawierającym 1000 cm^ podłoża 
produkcyjnego. W zależności od stężenia substratu tłuszczowego, hodowle 
prowadzono w ciągu 12-18 godzin. W czasie hodowli utrzymywano temp. 
30°C, pH automatycznie na poziomie 2,9; 3,5; 4,5 lub 5,5 za pomocą 10% 
KOH, szybkość obrotową mieszadła 400 rpm, przepływ powietrza 1 wm.

2.5. Metody analityczne
Biomasę oznaczano wagowo. Do 10 cm^ próbki hodowlanej dodawano 

dwukrotnie po 2,5 cm^ eteru naftowego w celu rozpuszczenia frakcji tłusz
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czowej, wirowano przez 5 minut przy 4000 obr/min. Następnie, biomasę 
filtrowano na sączkach, przemywano wodą i suszono w temp. 105°C do stałej 
masy. Oznaczanie tłuszczu resztkowego. Frakcję eterową otrzymaną przy wi
rowaniu biomasy, odparowywano w temp. 50°C, a następnie dosuszano 
w temp. 105°C do stałej masy i ważono.

3. Omówienie wyników i dyskusja

3.1. Dobór szczepów
Dobór szczepów do produkcji SCP na substratach tłuszczowych przepro

wadzono w dwóch etapach: 1) wstępna selekcja szczepów w hodowlach 
wstrząsanych i 2) wybór najlepszego szczepu do środowiska zawierającego 
surowy olej rzepakowy (SORZ) lub porafinacyjne kwasy tłuszczowe (PKT), 
w hodowłi w bioreaktorze. Wszystkie badane szczepy były zdolne do wzrostu 
w podłożach zawierających substraty tłuszczowe jako jedyne źródło węgla 
i energii. Potwierdza to spostrzeżenia wielu autorów, że drożdże z gatunku 
Y. lipolytica wykazują dobry wzrost w środowiskach zawierających takie źródło 
węgla (9,17). Poziom biomasy był zróżnicowany i kształtował się od 16,3 do 
21,3 g s.m./dm^ w hodowlach zawierających SORZ i od 13,2 do 20,0 g 
s.m./dm^ w hodowlach z PKT, (tab. 1). Szczepy A-101, A-10 i A-15 dawały 
wysoki plon biomasy w hodowlach wstrząsanych z SORZ, natomiast szczepy 
A-8, A-10 i ATCC 20320 były najlepszymi producentami biomasy w środo
wisku zawierającym PKT. SORZ był łepszym substratem do produkcji biomasy 
przez badane szczepy Y. lipolytica w porównaniu do PKT. Na podstawie uzy
skanych wyników do dalszych badań wybrano sześć szczepów Y. lipolytica.

Tabela 1
Produkcja biomasy przez drożdże Yarrowia Upolytica NA PKT I SORZ 

w 3-DOBOWYCH HODOWLACH WSTRZĄSANYCH

Nazwa szczepu Biomasa (g s.m./dm^)
SORZ PKT

Y. lipolytica A-101 19,7 17,1
y. lipolytica A-101.1.14 18,3 16,1
y. lipolytica A-101.1.22 18,6 16,8
y. lipolytica A-8 17,1 20,0
y. lipolytica A-10 21,3 18,7
y. lipolytica A-15 19,9 14,1
y. lipolytica JM-23/pINA 169 16,3 14,2
y. lipolytica ATCC 8661 18,3 15,3
y. lipolytica ATCC 20324 17,2 17,6
y. lipolytica ATCC 20461 16,9 13,2

substrat 2%; pH 5,5; NH4CI jako źródło N
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w hodowlach stacjonarnych w bioreaktorze z mieszadłem mechanicznym, 
oceniono tempo wzrostu drożdży, plon i wydajność biomasy na substratach 
tłuszczowych, co przedstawiono w tabeli 2. Badane szczepy Y. lipolytica pro
dukowały biomasę z wysoką wydajnością wynoszącą Yx/s = 0,73-1,14. Naj
lepszym producentem biomasy, zarówno na SORZ i PKT, był szczep ATCC 
8661, który charakteryzował się ponadto dynamicznym wzrostem na obu 
substratach tłuszczowych. Poziom tłuszczu resztkowego w hodowlach tego 
szczepu był najniższy i wynosił około Ig/dm^. Szybkość właściwa wzrostu 
w fazie logarytmicznej tego szczepu była bairdzo wysoka i wynosiła p = 0,24 
- 0,28 h'^. Szczep JM-23/pINA 169 produkował biomasę z niską wydajnością 
równą Yx/s = 0,73 i charakteryzował się niską dynamiką wzrostu na SORZ.

Tabela 2
Produkcja biomasy przez wybrane szczepy drożdży y. lipolytica na sorz i pkt

w HODOWLI STACJONARNEJ W BIOREAKTORZE

Nazwa szczepu
Biomasa 

(g s.m./dm^)
Tłuszcz

resztkowy (g/dm^) Yx/s P
(h-^)

SORZ PKT SORZ PKT SORZ PKT SORZ PKT
A-10 15,7 16,0 4,0 3,4 0,95 0,93 0,23 0,22

A-101 14,1 4,1 ** 0,86 0,19
A-101.1.22 15,0 14,0 3,6 3,0 0,88 0,79 0,21 0,25
ATCC 8661 21,5 18,9 1,2 0,9 1,13 0,96 0,24 0,28
ATCC 20 324 17,0 15,2 2,6 4,2 0,95 0,93 0,22 0,19
JM-23/pINA 169 13,1 1,8 ** 0,69 ** 0,12

substrat 2%; pH 5,5; NH4CI jako źródło N,
** — brak wzrostu, komórki obłepione tłuszczem

W przypadku dwóch szczepów, JM-23/pINA 169 i A-101, nie zaobserwo
wano wzrostu biomasy w ciągu 24-godzinnej hodowli na PKT, z powodu 
oblepienia komórek drożdży substratem tłuszczowym i przypuszczałnie nie
dostępności rozpuszczonego O2. Do dalszych badań optymalizacyjnych wy
brano szczep ATCC 8661, który na SORZ i PKT dawał najwyższy plon bio
masy i charakteryzował się najwyższą dynamiką wzrostu na tych substra
tach. Szczep ten cytowany przez Takata (13) był również najlepszym produ
centem biomasy na oleju palmowym i odpadach z produkcji oleju palmowego. 
Autor podkreślił, że szczep ten jest rriepatogeniczny, co ma podstawowe zna
czenie przy wykorzystaniu jego biomasy na cele paszowe. Ponadto Yoshida 
i Hashimoto prowadząc szeroko zakrojone badania patogeniczności drożdży 
zaliczyli gatunek Y. lipolytica do grupy mikroorganizmów bezpiecznych (16). 
Porafinacyjne kwasy tłuszczowe jako produkt uboczny przemysłu tłuszczo
wego, o cenie dwukrotnie niższej niż surowy olej rzepakowy, zostały wybrane 
jako substrat do dalszych badań optymalizacyjnych.
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3.2. Wpływ źródła azotu
Z prac wielu autorów wynika celowość doboru odpowiedniego źródła azo

tu, które ma duży wpływ na kształtowanie się podstawowyeh parametrów 
hodowlanych przy produkcji biomasy (2,3). Przebadano eztery źródła aizotu 
nieorganieznego w formie soli amonowy eh, przyswajalnych przez drożdże. 
Rodzaj soli amonowej miał wpływ na poziom i wydajność biomasy oraz szyb
kość właściwą wzrostu Y. lipolytica, (tab. 3). Najłepsze efekty produkcji bio
masy przez badany szczep ATCC 8661, uzyskano w hodowli z siarczanem 
amonowym. Proees eharakteryzował się najwyższą wydajnością równą 
Yx/s = 1.07, przy szybkości właściwej wzrostu w fazie łogarytmieznej 
|i = 0,35 h'\ równoważnej ezasowi zdwojenia biomasy td = 2 godziny. Do
brym źródłem azotu dla tego szezepu był także fosforan amonowy, jednak 
przy podobnej wartość szybkośei wzrostu, uzyskano niższą wydajność bio
masy Yx/s = 0,95. Obie sole amonowe były najczęściej stosowanym źródłem 
N w procesaeh produkcji biomasy (3,4,7,8). W dałszych badaniach stosowano 
w pożywkach (NH4)2S04.

Tabela 3
Wpływ źródła azotu, odczynu środowiska i stężenia substratu

NA PODSTAWOWE PARAMETRY TECHNOLOGICZNE PRODUKCJI BIOMASY NA PKT PRZEZ SZCZEP Y. lipolytica ATCC 8661

Źródło azotu
Biomasa 

(g s.m./dm^)
Resztkowe 

PKT (g/dm^) Yx/s (h ') td (h)

2% substratu pH 5,5
NH4CI 16,2 3,1 0,93 0,29 2,4
NH4NO3 17,7 1,1 0,91 0,28 2,5
(NH4)2HP04 17,9 1.2 0,93 0,35 2,0

(NH4)2S04 20,5 1,3 1,07 0,35 2,0

pH (NH4)2S04 jako źródło N, 2% substratu
2,9 14,0 4,3 0,86 0,23 3,0
3,5 16,3 2,4 0,90 0,31 2,2

4,5 14,5 3,0 0,91 0,29 2.4
5.0 17,2 1,3 0,89 0,33 2,1

5,5 20,5 1,3 0,98 0,35 2,0

Substrat (%) (NH4)2S04 jako źródło N, pH 3,5
2,0 16,3 2,4 0,90 0,31 2,2

3,0 15,0 9,0 0,71 0,19 3,6
3 X 1,0 19,7 6,2 0,81 0,30 2,3
2 X 2,0 32,6 4,9 0,91 0,29 2,4
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3.3. Wpływ odczynu środowiska
W badaniach prowadzonych przez Montet i wsp. (8,11) wykazano, że tem

po wzrostu różnych szczepów drożdży na oleju palmowym lub rzepakowym 
jest zależne od wielkości utrzymywanego pH. Ogólnie wyższe tempo wzrostu 
drożdży autorzy ci osiągali w pH 6,5. Jednak wśród badanych drożdży ga
tunki takie jak Candida rugosa i Geotńchum candidum dynamicznie rosły w 
warunkach niskiego pH 3,5. Możliwość prowadzenia procesu produkcji bio
masy w niskim pH, bez znacznego obniżenia podstawowych parametrów 
technologicznych, jest cenną właściwością stosowanego szczepu, stwarza bo
wiem możliwość prowadzenia procesu w warunkach niesterylnych. Obniżenie 
pH poniżej 4,0 zabezpiecza przed rozwojem bakteryjnej mikroflory zakażają
cej, a ponadto pominięcie energochłonnego i kosztownego procesu sterylizacji 
podłoża hodowlanego, wpfywa zasadniczo na cenę uzyskanego produktu. 
Z tego względu oceniono proces produkcji biomasy Y. lipolytica ATCC 8661 
w zakresie pH 2,9-5,5. Prowadzenie i kontrola hodowli szczepu w pH wy
ższym niż 5,5, były utrudnione z powodu obfitej piany. Cechą charaktery
styczną procesu produkcji biomasy na tłuszczach jest silne obniżanie się 
pH w czasie wzrostu. W eksperymentach prowadzonych bez regulacji pH 
wykazano, że początkowe pH 5,5 szybko obniżyło się do poziomu pH 1,5, 
co spowodowało całkowite zahamowanie wzrostu Y. lipolytica. Z tego względu 
prowadzono automatyczną regulację pH za pomocą ługu potasowego.

Najwyższą wydajność biomasy równą Yx/s = 1.05 i najwyższą szybkość 
właściwą wzrostu w fazie logarytmicznej uzyskano w pH 5,5. Dopiero w pH 
2,9 zaobserwowano znaczne obniżenie poziomu biomasy, szybkości właściwej 
wzrostu i wydajności, odpowiednio do 14 g s.m./dm^, p = 0,23 h Yx/s = 0,86. 
W środowisku kwaśnym o pH 3,5, szybkość właściwa wzrostu była podobna 
jak w pH 5,5, jednak wydajność biomasy obniżyła się do poziomu 
Yx/s = 0,90. Dobrą szybkość wzrostu drożdży w pH 3,0-3,5 osiągano także 
w hodowlach Candida tropicalis na n-alkanach, Kluyueromyces fragilis na 
serwatce i Pichia pastońs na metanolu, uzyskując szybkości właściwe wzro
stu w zakresie p = 0,11 -0,33 h'^ (7). Wysoką szybkość właściwą wzrostu 
Candida rugosa na oleju palmowym, uzyskano zarówno w pH 3,5 jak i w pH 
6,5; odpowiednio 0,23 h'^ i 0,28 h'^ (8).

3.4. Wpływ stężenia substratu
Szybkość konwersji substratu do biomasy, w przypadku kiedy jest on 

jedynym źródłem węgla i energii, zależy od jego stężenia. Przeprowadzono 
wiele hodowli stacjonarnych w pH 3,5 zawierających zróżnicowane stężenie 
tłuszczu w zakresie 2-4% wagowych. Wszystkie hodowle prowadzono w wa
runkach niesterylnych. Wprowadzenie jednorazowo 3% substratu, spowodo
wało oblepienie komórek tłuszczem, który uniemożliwiał prawdopodobnie 
transport składników podłoża i tlenu do komórki, efektem czego było spo
wolnienie wzrostu drożdży i niska wydajność biomasy, odpowiednio 0,19 h'^ 
i 0,71 (tab. 3). Znaczny wzrost wydajności i szybkości procesu produkcji
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biomasy uzyskano wprowadzając 3% substratu w trzech porcjach po 1% co 
4 godziny hodowli. Periodyczne dozowanie substratu pozwoliło również zwię
kszyć poziom biomasy w hodowli z całkowitym stężeniem 4% tłuszczu do 
32,6 g s.m./dm^. Najwyższą wydajność biomasy i szybkość właściwą wzrostu 
uzyskano w hodowlach zawierających od 1 do 2% substratu tłuszczowego 
(tab. 3). Prowadzenie hodowli w niskim pH 3,5 skutecznie hamowało rozwój 
obcej mikroflory; w płynach pohodowlanych nie stwierdzono zakażających 
mikroorganizmów.

Poziom biomasy jaki uzyskiwano na substratach lipidowych zależał od 
stosowanego systemu hodowlanego i kształtowcił się w hodowlach stacjonar
nych od 15 do 20 g s.m./dm^ (9), a w hodowlach z dozowaniem substratu 
osiągano poziom biomasy do 50 g s.m./dm^, przy niskiej szybkości wzrostu 
|i = 0,1 h'^ (11).

W przeprowadzonych przez nas wcześniej badaniach wykazaliśmy wysoką 
wartość biologiczną i energetyczną biomasy szczepu ATCC 8661, która może 
być użyta jako drożdże paszowe (12). Dlatego celowa jest, jak się wydaje, 
intensyfikacja procesu produkcji biomasy tego szczepu w systemie feed- 
batch, jak również w hodowlach półciągłych i ciągłych w warunkach chemo- 
statu, które są preferowane do tego typu procesów.
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Selection of strains and medium composition for Yarrowia lipolytica biomass 
production on lipid substrates

Summary

The production of Single Cell Protein in the batch culture from crude rapeseed oil and waste 
fatty acids using Y. lipolytica strains was studied. The effect of nitrogen sources, lipid concen
tration and pH value on the yeast growth and biomass yield was also investigated. Yarrowia 
lipolytica ATCC 8661 was the best strain for SCP production on both lipid substrates. The 
specific growth rate and biomass yield were p = 0,19-0,35 h'^ and Yx/s = 0,68- 1,07 respec
tively, depending on the culture condition. With the above yeast strain it was possible to cany 
out the fermentation at low pH 3,5 without any significant lowering of kinetic and yield para
meters.
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