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1. Wstęp

Drożdże od lat stanowią cenny komponent mieszanek paszowych dla zwie
rząt monogastiycznych. Są one również źródłem związków mineralnych 
i witamin, a ich udział w mieszankach wynosi 2-5%. Wartość odż}nvcza droż

dży paszowych zależy od zawartości w nich białka, jego składu aminokwa- 
sowego, tłuszczu, witamin i kwasów nukleinowych (3,12,17).

Przemysłowa produkcja drożdży paszowych opiera się głównie na surow
cach węgłowodanowych, takich jak: melasa, wywar melasowy, ługi posułfitowe, 
odpady skrobiowe i lignocełułozowe oraz serwatka. Ponadto wykorzystywane 
są również alkohole: etylowy i metylowy, a w latach siedemdziesiątych bioma.sę 
drożdży Yarrowia lipolytica produkowano na węglowodorach nafty (3,6).

W ostatnich latach ukazuje się coraz więcej prac dotyczących możliwości 
wykorzystania lipidów do produkcji Single Celi Protein (SCP). Wśród mikro
organizmów dobrze rosnących na tłuszczach wymienia się gatunki Candida 
utilis, Trichosporon cutaneum Candida rugosa, Candida curvata. Geotrichum 
candidum oraz Yarrowia lipolytica (8). Do produkcji biomasy tych mikroorga
nizmów stosowano różne oleje roślinne (sojowy, rzepakowy, palmowy), oleje 
zwierzęce lub odpady z przemysłu tłuszczowego i chemicznego, zawierające 
kwasy tłuszczowe, mieszaniny mydeł i tłuszczów neutralnych (13,18-20,24).

Zainteresowanie odpadowymi i ubocznymi produktami tłuszczowymi do 
produkcji SCP wynika z korzyści, jakie osiąga się produkując biomasę na 
takich źródłach węgla. Uzyskane w ten sposób drożdże charakteryzują się
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podwyższoną zawartością tłuszczu w komórce, wynoszącą od 3 do 33%, w za
leżności od użytego szczepu i substratu, w którym ponad 90% kwasów tłu- 
szezowyeh, to kwasy nienasyeone o znaezn3rm udziale (28-44%) NNKT (10,14).

Efekty stosowania w mieszankach paszowych dla kurcząt rzeźnych za
miennie tanich tłuszczów odpadowych (2), drożdży Trichosporon cutaneum 
zawierających dużą ilość tłuszczu (5,11) lub biomasy PEKILO (9) nie są jed
noznaczne i na ogół kontrowersyjne. Z tego względu konieezna jest ocena 
wartości pokarmowej biomasy drożdży paszowych otrzymywanych na drodze 
biotechnologicznej.

Celem pracy była ocena biomasy drożdży Yarrowia lipolytica, wyproduko
wanej na surowym oleju rzepakowym i porafinaeyjnyeh kwasach tłuszczo
wych, w warunkach zróżnicowanego źródła azotu i odezynu środowiska, 
jako ewentualnego komponentu mieszanek paszowych.

2. Materiał i metody

2.1. Materiał badawczy
W badaniach wykorzystano biomasę sześciu szczepów drożdży Yarrowia 

lipolytica: A-10; A-101.1.22; ATCC 8661; ATCC 20324; W29 ura 3.302 
i JM23/pINA 169 uzyskaną na substratach tłuszezowych i melasie w ho- 
dowlaeh stacjonarnych (opisanych w artykule „Dobór szczepów i składu pod
łoża do produkcji biomasy Yarrowia lipolytica na substratach tłuszczowych” 
— w tym numerze „Bioteehnologii”).

2.2. Metody analityczne

2.2.1. Oznaczanie biomasy
Biomasę oznaezano wagowo, przy ezym próbę pobieraną z hodowli 

(10 cm^) wirowano przy 4000 obr/min, biomasę filtrowano na sąezkaeh fir
my Synpor i suszono do stałej masy w temp. 105°C.

2.2.2. Energia brutto
Wartość energetyczną fWE) drożdży określano jako eiepło całkowitego spa

lania 1 grama s.m. drożdży w automatycznym kalorymetrze KL-10. Do spa
lania użyto drutu oporowego Kanthal (]) 0,1 mm przy ciśnieniu tlenu 3,0 Mpa 
wewnątrz bomby kalorymetrycznej.

2.2.3. Aminokwasy
Aminokwasy oznaezano techniką chromatograii cieczowej wg Moore i Ste

in (15) używając analizatora aminokwasów typu Amino Acid Analyser T-339.
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2.2.4. Wartość biologiczna białko
Wartość biologiczną białka (WB) oceniano metodą chemiczną, obliczając 

wskaźnik aminokwasowy metodą Osera (1). Tak oznaczona wartość biologi
czna jest średnią geometryczną stosunku procentowego wszystkich niezbęd
nych aminokwasów w białku drożdży do tych aminokwasów w białku jaja 
kurzego, przyjętych za wzorzec.

2.2.5. Białko
Białko oznaczano metodą Kjedahla w aparacie typu Buchi 323.

2.2.6. Tłuszcz surowy
Tłuszcz oznaczano metodą Soxchleta używając do ekstrakcji eter etylowy.

3. Wyniki i dyskusja
Drożdże Y. lipolytica dobrze rosły, dając wysoki plon biomasy, w pożywkach 

syntetycznych zawierających lipidy jako jedyne źródło węgla i energii. W po
równaniu do tradycyjnych technologii produkcji drożdży paszowych, bazują
cych na węglowodanach, osiągnięto prawie 2-krotnie wyższą wydajność bio
masy, co nadaje temu procesowi walory konkurencyjności. W zależności od 
użytego szczepu drożdży, wynosiła ona od 0,66 do 1,08 g/g wprowadzonego 
substratu. Transformanty mające uzdolnienia do wzrostu na sacharozie na
gromadzały na melasie biomasę z wydajnością 0,49-0,51 g/g (tab. 1).

Tabela 1
Wydajność wzrostu drożdży na różnych substratach i charakterystyka otrzymanej biomasy

Yarrowia
lipolytica

Rodzaj substratu

Olej rzepakowy Porafinacyjne kwasy 
tłuszczowe Melasa

Y
g/g

WE
MJ/kg

Białko
(%)

Y
g/g

WE
MJ/kg

Białko
(%)

Y
g/g

WE
MJ/kg

Białko
(%)

A-101.1.22 0.75 24,8 36,5 0,70 27,5 34,1 brak
wzrostu — —

A-10 0.79 25,5 37.5 0,80 25,3 34,5 brak
wzrostu — —

ATCC 8661 1,08 25,2 33,7 0,95 24,5 39,4 brak
wzrostu — —

ATCC 20324 0,85 27,8 31,3 0,76 24,4 42,1 brak
wzrostu — —

JM23/plNA 169 0.66 20,5 50,9 0,70 21,0 48,9 0,39 20,8 34,2
W29 ura 3.302 brak

wzrostu — — brak
wzrostu — — 0,45 19,5 29,2

(podłoże zawierało NH4CI jako źródło N, pH 5,3), Y — wydajność biomasy (g suchej bioma
sy/g wprowadzonego tłuszczu lub sacharozy), WE — wartość energetyczna.
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A-lOl.1.22 

ATCC 8661

JM23/pINA169

Rys. 1. Wartość biologiczna białka różnych szczepów drożdży Y. lipolytica.

Poziom białka ogólnego w suchej masie drożdży był zróżnicowany i wy
nosił na substratach tłuszczowych 31,3-50,9%, na melasie 29,2-34,2%. 
Generalnie, poziom białka był zbyt niski jak na wymagania stawiane droż
dżom paszowym, które wynoszą od 40 do 52% (16). Należy dodać, że spośród 
przebadanych szczepów jedynie JM23/pINA 169 zawierał około 50% białka. 
Stosunkowo niski poziom białka w badanych drożdżach mógł być spowodo
wany deficytem azotu w podłożu, co wymaga zoptymalizowania proporcji 
pomiędzy stężeniem źródła węgla i azotu.

Wartość energetyczna uzyskanej biomasy drożdży, kształtowała się w gra
nicach 19,4 - 27,8 MJ/kg i była wyższa niż wartość podawana przez normy 
żyAv1eniowe. Na podkreślenie zasługuje to, że drożdże wyprodukowane na 
lipidach miały średnio o 25% wyższą wartość energetyczną w porównaniu 
do uzyskanych na melasie. Wartość energetyczna biomasy szczepu JM23/pINA 
169 wyprodukowana na tłuszczach i melasie była podobna i wynosiła 20,5 
-21,0 MJ/kg. Wysoka wartość energetyczna biomasy drożdżowej uzyskanej 
na tłuszczach jest korzystna z punktu widzenia Ż3rwieniowego. W praktycz
nym żywieniu młodych zwierząt, podane w mieszance drożdże wyproduko
wane na tłuszczach dostarczają więcej potrzebnej zwierzętom energii.

Wartość biologiczna biomasy drożdżowej ściśle wiąże się z zawartością 
w niej niezbędnych aminokwasów. Oznaczony skład aminokwasowy trzech 
szczepów drożdży rosnących na oleju rzepakowym i porafinacyjnych kwasach 
tłuszczowych, wskazuje, że A-101.1.22 i ATCC 8661 bez względu na źródło 
węgła miały podobną wartość biologiczną, która wynosiła 73,1 - 77,1%. Na
tomiast biomasa szczepu JM23/pINA 169, zawierająca ponad 50% białka
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ogólnego, miała niską wartość biologiczną 46,6% (lys. 1). Białko tego szczepu 
zawierało prawie 2 razy mniej lizyny, cystyny i fenyłoałaniny w porównaniu 
do białek szczepów A-101.1.22 i ATCC 8661, zawierających podobną ilość 
aminokwasów niezależnie od zastosowanego surowca tłuszczowego. Zaobser
wowano jedynie znaczny wzrost poziomu fenyłoałaniny w drożdżach ATCC 
8661, wyprodukowanych na porafinacyjnych kwasach tłuszczowych (tab. 2).

Tabela 2
Skład AMINOKWASOWY drożdży Y. lipolytica OTRZYMANYCH NA RÓŻNYCH SUBSTRATACH TŁUSZCZOWYCH

(g/100 g białka)

Aminokwas
Y. lipolytica 
A-101.1.22

Y. lipolytica
ATCC 8661

Y. lipolytica 
JM-23/plNA 169

SORZ PKT SORZ PKT SORZ
lizyna 8,2 8,5 7,7 8,4 4,7
leucyna 9,7 11,0 9,1 10,5 5,5
izoleucyna 4,2 4,3 4,0 4,2 2,4
walina 4,7 4,7 4,6 4,8 2,7
metionina 1,2 1,3 1,0 1,2 0,6
cystyna 1,0 0,9 1,0 1,0 0,6
treonina 4,9 5,1 5,3 5,5 3,0
fenyloalanina 5,5 3,9 3,2 5,7 2,4
tiyptofan 1,6 1,7 1,6 1,7 0,9

Przy wyborze szczepu produkcyjnego do biosyntezy SCP ważna jest nie 
tylko wysoka zawartość białka, jego skład aminokwasowy, łecz także wysoka 
wydajność i szybkość wzrostu drożdży oraz możliwość prowadzenia procesu 
w warunkach niesteiylnych. Takie wymagania spełniał szczep ATCC 8661, 
który w niskim pH 3,5 wykazywał wysokie tempo wzrostu na porafinacyjnych 
kwasach tłuszczowych (dane nie publikowane), z tego względu szczep ten 
został wybrany do dalszych badań.

Tabela 3
Charakterystyka biomasy drożdży y. UpoiyUca atcc 866 i w hodowlach na pkt

PRZY ZRÓŻNICOWANYM ŹRÓDLE AZOTU I PH

Źródło azotu pH Plon biomasy
(g/l)

Wartość biologiczna 
(%)

Tłuszcz
(%)

Białko ogólne 
(%)

(NH4)2S04 5,3 22,1 79,7 11,9 35,4
(NH4)2S04 3,5 18,8 77,4 28,1 43,9
(NH4)2HP04 5,3 19,7 78,0 18,7 38,9
NH4NO3 5,3 19,1 75,8 16,1 39,0
NH4CI 5,3 18,9 74,9 14,2 39,4
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Mając na uwadze, że skład chemiezny biomasy drożdży zależy od składu 

pożywki i warunków hodowlanych (7), oceniono wpł3rw źródła azotu na po
ziom białka, jego skład aminokwasowy oraz zawartość tłuszczu w biomasie 
drożdży Y. lipolytica ATCC 8661. Hodowle w pożywee z siarczanem amono
wym prowadzono przy pH 5,3 i pH 3,5. Rodzaj użytych soli amonowych nie 
wpływał wyraźnie na ilość białka, która w hodowli w pH 5,3 kształtowała 
się w zakresie 35,4-39,4%. Wzrost zawartośei białka z 35,4 do 43,9%, uzy
skano w hodowli z (NH4)2S04 w pH 3,5 (tab. 3). Zawartość białka w droż
dżach paszowych Torala utilis, Candida utilis, Saccharomyces cereuisiae czy 
Kluyueromyces fragilis wynosiła od 52 do 54%, w zależności od stosowanego 
substratu, a Candida lipolytica hodowana na n-alkanaeh gromadziła nawet 
do 65% białka (12,22). Wartość biologiczna białka wahała się w granicach 
od 74,9 do 79,7% (tab. 3). Uzyskana w badaniach Waslien i wsp. (23) wartość 
biologiczna drożdży paszowych Candida utilis była zróżnicowana w zależności 
od stosowanego szczepu i wynosiła od 51 do 87%. Należy dodać, że tak 
wysoka wartość biołogiezna białka badanego szczepu ATCC 8661 wynikała 
z dużej zawartości w nim niezbędnych aminokwasów, a zwłaszcza fenyloala- 
niny i lizyny (tab. 4). Jedynie poziom metioniny był niższy w porównaniu 
do standardów FAO (tab. 5) (4). Zmiana parametrów hodowlanych łub in
gerencja w materiał genetyczny mikroorganizmu, poprzez mutaeje łub fuzje 
protoplastów, może podnieść zawartość aminokwasów siarkowych w bioma
sie drożdży. Według Halasza i wsp. (7) ilość metioniny w białku można zwię
kszyć poprzez ograniczenie natlenienia brzeczki hodowlanej łub zmianę skła
du pożywki.

Tabela 4
Poziom niezbędnych aminokwasów w białku drożdży Y. lipolytica ATCC Seei (g/lOOg białka)

Aminokwas (NH4)2S04 
pH 5,3

(NH4)2S04 
pH 3,5

(NH4)2HP04 
pH 5,3

NH4NO3 
pH 5,3

NH4CI 
pH 5,3

lizyna 8,6 8,2 8,0 7,7 8,4
leucyna 11,3 9,5 10,1 9,8 10,5
izoleucyna 4,0 4,0 4,1 4,2 4,2
walina 4,9 4,7 4,8 4,8 4,8
metionina 1,3 1.3 1,3 1,1 1,2
cystyna 1,6 1.1 1,5 1.4 1,0
tryptofan 1,7 1.6 1,6 1,7 1,6
treonina 5,5 5,1 5,3 4,5 5,5
fenyloalanina 5,1 6,1 4,9 5,3 5,7

dane dotyczą hodowli przedstawionych w tab. 3

biotechnologia 3 (38) ’97
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Tabela 5
Porównanie składu aminokwasowego różnych drożdży (g/ioog biatka)

Aminokwas Y. lipolytica 
ATCC 8661 PKT

Y. lipolytica 
n-alkany (12)

S. Cereuisiae 
melasa (12)

Standardy FAO 
dla drożdży (4)

cystyna 1,1 1,1 1,6 0.9
izoleucyna 4,0 4,5 5,5 3,1
leucyna 9.5 7,0 7,9 7,7
lizyna 8,2 7,0 8,2 6,4
metionina 1,3 1,8 2,5 1,5
fenyloalanina 6,1 4,4 4,5 3,8
tyrozyna 5,1 4,9 4,8 3,7
tryptofan 1,6 1,4 1,2 1,2
walina 4,7 5,4 5,5 3,8

W hodowli z (NH4)2S04 w pH 3,5, drożdże zawierały także najwyższą ilość 
tłuszczu 28,1% (tab. 3). W hodowlach z innymi źródłami azotu, poziom tłu
szczu w suchej masie drożdży był w granicach 11,9-18,7%. Według Montet 
i wsp. (13,14) drożdże Y. lipolytica akumulują dużą ilość Single Celi Lipid, 
które zawierają cenne z punktu widzenia żywieniowego nienasycone kwasy 
tłuszczowe, w tym około 29% kwasu linołenowego. Natomiast na węglowo
danach biomasa drożdży Y. lipolytica zawierała poniżej 2% tłuszczu (10). 
Inne szczepy drożdży hodowane na serwatce, etanolu, n-parafinach lub me
lasie zawierały odpowiednio 1,0, 7,0, 8,1 i 6,3% tłuszczu (12).

Mając na uwadze, że istnieje możliwość częściowego zastąpienia śruty 
sojowej drożdżami, w badaniach Fritz i wsp. (5) wykazano, że drożdże Tń- 
chosporon cutaneum zawierające dużą ilość tłuszczu, nie miafy wpływu na 
polepszenie wyników produkcyjnych. Z badań Tiews i wsp. (21) wynika, że 
w mieszankach dla kurcząt brojlerów można stosować do 15% drożdży al- 
kanowych z gatunku Y. lipolytica o nazwie handlowej Lavera lub Torpina. 
W Polsce drożdże alkan owe nie są dopuszczone do produkcji pasz. Możliwość 
zastąpienia śruty sojowej w mieszankach dla kurcząt brojlerów biomasą „PE- 
KILO”, potwierdzili w swoich badaniach Korniewicz i wsp. (9). Natomiast 
Barteczko i Kamiński stosując jedynie tanie tłuszcze odpadowe jako energe
tyczne zamienniki zbóż, nie wykazali negatywnego ich wpływu na zdrowot
ność ptaków i jakość produktu finalnego (2).

Będące przedmiotem badań drożdże Y. lipolytica odznaczały się wysoce 
dynamicznym wzrostem na substratach tłuszczowych. Biomasa drożdży 
charakteryzowała się wysoką wartością biologiczną i energetyczną. Ze wzglę
du jednak na zbyt niską zawartość białka, konieczna będzie optymalizacja 
hodowli i składu pożywki w celu uzyskania wysokiej wartości produktu fi
nalnego, któiy może znaleźć zastosowanie jako drożdże paszowe.
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Characteristic of Yarrowia lipolytica biomass produced on lipid substrates
S u m a r ry

The production of biomass by Yarrowia lipolytica on crude rapeseed oil and waste fatty acids 
and its characteristics were studied. The biomass obtained in both lipid media had high biological 
value in the range of 73-78%. The amount of essential aminoacids was in agreement with the 
FAO standards for fodder yeast, with lysine and phenylalanine which were present in the yeast 
biomass in higher amounts. The biomass contained 31,3-50,9% of protein and 11,9-28,1% of 
lipid depending on the yeast strain used. Yarrowia lipolytica ATCC 8661 turned out to be the 
most suitable strain for the production of SCP on lipid substrates.
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