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1. Wprowadzenie

Przemysł tłuszczowy dostarcza produ
któw ubocznych, które mogą być 
źródłem zaniec2:yszczenia środowiska 

(1). W zakładach tłuszczowych po myciu 
urządzeń rafinacyjnych, utwardzaniu 
tłuszczów i innych operacjach technoło- 
gicznych, w odstojnikach wodno-ołejo- 
wych zbierane są tłuszcze odpadowe. 
W Połsce, w ciągu roku, gromadzi się 
kiłkanaście tysięcy ton takich odpadów, 
a ich zagospodarowanie jest poważnym, 
dotąd nie rozwiązanym probłemem go- 
spodarc2^ym i ekołogicznym (2, 3, 4).

Niektóre z tych odpadów można by 
przetworzyć, stosując określone prepa
raty enzymatyczne lub mikroorganizmy 
(4, 5, 6,). Taka biokonwersja dałaby nie 
tyłko możłiwość wykorzystania uciążłi- 
wego odpadowego tłuszczu, ałe również 
pożądanej modyfikacji jego składu. Przy 
mikrobiołogicznym przetwarzaniu odpa
dów jednym z produktów byłaby bio
masa drobnoustrojów, bogata nie tyłko 
w tłuszcze, ałe i w białka oraz witaminy 
(5, 7).
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Celem badań, które prezentujemy było sprawdzenie możliwości biologicz

nego przetwarzania odpadów przemysłu tłuszczowego z udziałem wybranych 
szczepów grzybów nitkowatych łub drożdży.

2. Materiał i metodyka

Tłuszcz odpadowy zawierający ok. 97,8% ss uzyskano z Kujawskich Za
kładów Tłuszczowych w Kruszwicy. Skład chemiczny tego odpadu był nastę
pujący: 98,56% ss stanowiły substancje tłuszczowe, 0,38% białka, 0,78% 
popiół, 0,28% — inne składniki.

W doświadczeniach stosowano następujące drobnoustroje:
— Aspergillus niger 3, A. niger 4, Penicillium rogueforti 18, Galactomyces 

geotrichum 15 — z kolekcji szczepów Instytutu Biotechnologii Żywności ART 
w Olsztynie;

— Penicillium rogueforti 19, P. rogueforti 9, P. rogueforti 6, P. rogueforti 2
— z kolekcji szczepów Biotechnologicznej Spółdzielni Pracy „Biolacta” w Ol
sztynie;

— Penicillium sp. Z oraz Mucor sp. Cz — wyizolowane z tłuszczowego pro
duktu spożywczego w Instytucie Biotechnologii Żywności ART w Olsztynie;

— Penicillium sp. D — wyizolowano z tłuszczu odpadowego z KZPT w Kru
szwicy;

— Apiotrichum curuatum ATCC 20509 — z kolekcji Wydziału Technologii 
Ż3Twności, Iowa State University, Ames, U.S.A.

Szczepy grzybów nitkowatych i drożdże prowadzono na skosach brzeczka- 
agar, które, po zaszczepieniu, inkubowano w temperaturze 30 °C przez 72 
godziny, a następnie przechowywano w temp. 4 °C przeszczepiając je na świe
że podłoże co 14 dni (8).

W hodowlach wgłębnych stosowano pożywkę o następującym składzie; (po
żywka nr 1) — woda destylowana — 1000,0 cm^; glukoza — 10,Og; 
ekstrakt drożdżowy — l,0g; NaNOs — 2,0g; KCl — 0,5g; MgS04 x 7H2O
— 0,5g; KH2PO4 — l.Og; FeS04 x 7H2O — 0,0Ig. Kwasowość poż}rwki do
prowadzano IN roztworem HCł do pH 4,5 (łub do pH 5,5 — przy hodowli 
drożdży), rozlewano i sterylizowano. Następnie w warunkach jałowych doda
wano do 200 cm^ pożywki 6 g odpadowego tłuszczu uprzednio pasteryzo
wanego w 63°C przez 30 minut. Pożywkę zaszczepiano inoculum odpowied
nich grzybów nitkowatych (łub drożdży) w ilości 10% v/v, przygotowanych 
wg (9, 10, 11).

W pierwszym etapie doświadczeń hodowlę wgłębną szezepów gn^bów nitko
watych prowadzono na wstr2:ąsarce Ełpan typ 358 S, (amplituda 8, 200 cy
kli/min), w temperaturze 30°C; pH pożywki wynosiło 4,5; a ezas hodowli 120 
godz. W drugim etapie badano wpływ kwasowości podłoża oraz temperatiuy 
i czasu hodowli wyselekcjonowanych we wcześniejszych doświadczeniach drob
noustrojów na wydajność i skład chemiczny biomasy oraz na skład tłuszczów 
obecnych w pożywce i komórkach drobnoustrojów. W tej ezęści doświadczeń
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szczepy gr2^ybów nitkowatych namnażano w ciągu 72; 120 lub 168 godz, 
w różnych warunkach pH (4,0; 4,5; 5,0) i temperatury (20; 25; 30°C).

W hodowli drożdży oceniano wpływ podobnych parameilów, tj. pH (4,5; 
5,0; 5,5), temperatury (20; 25; 30°C) i czasu procesu (24; 48; 72 godziny).

W niektórych eksperymentach dla porównania, prowadzono hodowlę wy
branych szczepów grzybów i drożdży w pożywce syntetycznej (pożywka 2) 
z 3% zawartością glukozy, lecz bez dodatku tłuszczu. Zawartość wszystkich 
innych składników była w niej taka sama, jak w pożywce 1.

Biomasę grzybów nitkowatych oddzielano od pożywki na lejku Schotta ze 
spiekiem szklanym 17G1, natomiast drożdże odwirowywano (wirówka MPW- 
360, 3000 rpm, 10 minut, temp. 4°C).

W otrzymanej biomasie drobnoustrojów oznaczano zawartość suchej sub
stancji (12), popiołu (12), substancji azotowych ogółem metodą Kjeldahła (12), 
tłuszczu zaadsorbowanego na powierzchni ścian komórkowych i pozostałego 
w podłożu po hodowli drobnoustrojów (13) oraz lipidów wewnątrzkomórko
wych (14). Oznaczano również jakość i procentowy udział kwasów tłuszczo
wych w; substracie, tłuszczu pozostającym w pożywce po hodowli drobno
ustrojów oraz w lipidach wewnątrzkomórkowych. Kwasy tłuszczowe oznacza
no po metyłacji w środowisku kwaśnym wg Peiskera (15) w warunkach opi
sanych w BN - 80/8050 - 05 (16) oraz pracy Lemana (17).

3. Omówienie wyników
w pierwszym etapie badań przeprowadzono hodowle jedenastu szczepów 

grzybów nitkowatych oraz jednego szczepu drożdży na pożywce z glukozą lub 
tłuszczem odpadowym. U2iyskano przyrost suchej substancji biomasy od ok. 
4 do ok. 17 g/l pożywki. Stopień wykorzystania tłuszczu przez mikroorganiz
my wahał się od 29,2% do 66,1%. Najefektywniej odpadowy tłuszcz z pożywki 
wykorzystywały szczepy; Penicillium sp. Z— w 66,1% (15,0 g ss biomasy/ł), 
Penicillium roquejorti 18 — w 65,0% (11,1 g ss/ł), Penicillium roąueforti 9 — 
w 63,4% (8,3 g ss/1) oraz Penicillium sp. D w 60,5% (12,9 g ss/1).

Na podstawie tych wyników do dalszych badań wybrano; Penicillium ro
ąueforti 18 i Penicillium sp. Z oraz szczep drożdży Apiotrichum curvatum ATCC 
20509, którego wysoką aktywność w biosyntezie lipidów wykazaliśmy w na
szych wcześniejszych pracach z tego zakresu (6, 7, 18).

W badaniach wpływu różnych parametrów hodowli wymienionych 
mikroorganizmów na wydajność biokonwersji składników pożywki w ich bio
masę, stwierdzono, że kwasowość początkowa pożywki wpływa w niewielkim 
stopniu na przyrost biomasy, natomiast bardziej widoczny jest wpływ tego 
czynnika na stopień wykorzystania tłuszczu z pożywki.

Znaczny jest także wpływ kwasowości pożywki na skład biomasy, głównie 
na zawartość tłuszczu wewnątrzkomórkowego (tab. 1-3).

W omawianych doświadczeniach stwierdzono też, że temperatura w zna
cznym stopniu decyduje o prz}rrostach biomasy i stopniu wykorzystania tłu
szczu z pożywki. Podwyższenie temperatury hodowłi powodowało znaczne
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zwiększenie wydajności syntetyzowanego tłuszczu wewnątrzkomórkowego. 
Tak też dla Penicillium roąueforti 18 stwierdzono wzrost wydajności z 3,1 g/l 
(po hodowli w temperaturze 20°C) do 10,4 g/l, gdy szczep namnażano w 30°C, 
dla Penicillium sp. Z z 2,4 g/l (20°C) do 3,4 g/l (25°C), a dla Apiotrichum 
cuwatum ATCC 20509 z 1,0 (20°C) do 3,8 g/l (30°C) (tab. 1-3).

W tym doświadczeniu stwierdzono, że przedłużenie czasu hodowli grzybów 
ze 120 do 168 godzin i drożdży z 48 do 72 godzin nie powoduje istotnego 
zwiększenia przyrostu biomasy, jednak czas hodowli decyduje o stopniu wy- 
kor2^stania odpadowego tłuszczu z pożywki (tab. 1-3). Zaobserwowano tak- 
że, że skład biomasy zależy od czasu trwania hodowli drobnoustrojów. Czas 
hodowli drobnoustrojów decydował przede ws2jystkim o wydajności biosyntezy 
lipidów wewnątrzkomórkowych (tab. 1 - 3).

Oceniono również wpływ obecności odpadowego tłuszczu w pożywce na 
syntezę składników biomasy drobnoustrojów. Stwierdzono, że był on stymu
latorem rozwoju badanych szczepów i korzystnie wpływał na wydajność syn
tetyzowanych lipidów wewnątrzkomórkowych. Świadczą o tym różnice efektów 
hodowli drobnoustrojów na pożywkach 1 i 2. Szczep Penicillium roąueforti 18 
syntetyzował, na pożywce z tłuszczem (pożywka 1) ponad 6-krotnie więcej 
lipidów niż na pożywce 2, Penicillium sp. Z — 1,5 raza więcej. Także drożdże
Apiotrichum cuwatum syntetyzowały 3 razy więcej lipidów na pożywce z tłu
szczem w porównaniu z wydajnością biosyntezy lipidów prowadzonej na po
żywce 2 (tab. 1-3). Warunki hodowli drobnoustrojów decydowały również o pro
centowej zawartości kwasów tłuszczowych w lipidach pozostałych w pożywce po 
hodowli mikroorganizmów. Należy podkreślić, że odpadowy tłuszcz dodawany 
do poŻ3Avki i przetrzymywany w warunkach hodowli drobnoustrojów (próba kon
trolna) nie ulegał istotnym zmianom pod względem składu i zawartości kwasów 
tłuszczowych w porównaniu z tłuszczem natywnym (tab. 4).

W jego składzie dominującymi kwasami tłuszczowymi były: palmitynowy - 
Ci6:0 — (16,7%), oleinowy - Cisu — (50,5%) oraz linolowy - Ci8;2 — 
(24,7%). Stwierdzono również obecność kwasów stearynowego - Cis-.o — 
(2,9%), arachidowego - C20:0 — (3,9%) oraz śladowe ilości kwasu miiystyno- 
wego - Ci4;o i kwasu eikozaenowego - C20:i- Taki skład kwasów tłuszczowych 
świadczy dobitnie o przewadze frakcji oleju rzepakowego w odpadow3nn tłuszczu 
stosowanym w prezentowanym doświadczeniu. Oceniając wpływ składu pożywki 
na jakość tłuszczu syntetyzowanego przez drobnoustroje stwierdzono, że w czasie 
hodowli na poż3wce z dodatkiem glukozy szczep Penicillium roąueforti 18 syn
tetyzował lipidy o zróżnicowanym składzie i zmienionych proporcjach. W porów
naniu z odpowiednimi lipidami wewnątrzkomórkowymi U2^yskanymi w pożywce 
z odpadowym tłuszczem zaobserwowano zwiększenie zawartości kwasu palmity
nowego (o 6%) i linolowego (o 12%) oraz zmniejszenie zawartości kwasu oleino
wego (o 19,4%). Ponadto w lipidach wewnątrzkomórkowych uzyskanych na po
żywce z glukozą stwierdzono obecność śladowych ilości kwasów; mirystynowego, 
palmitooleinowego, margar3mowego, margarynooleinowego oraz linolenowego. 
Skład kwasów tłuszczowych lipidów wewnątrzkomórkowych świadczył o zdolno
ści mikroorganizmów do przyswajania i akumulowania kwasów tłuszczowych
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zawartych w pożywce, we własny materiał zapasowy.
Szezep PenicUlium sp. Z po hodowli na po^rwce z glukozą (3%) syntetyzowali 

Lipidy wewnątrzkomórkowe o składzie przedstawionym w tab. 4. Na uwagę za
sługuje pojawienie się w niewielkieh ilośeiach takieh kwasów jak: mirystynowy
- Ci4;o — (1%), palmitooleinowy - Cien — (1,8%) i margaiynowy - Ci7;o
— (1,5%) oraz znaczne zwiększenie zawartość kwasu stearynowego - Ci8:o — 
(20,4%) i zmniejszenie zawatrośei kwasu oleinowego - Cisn — (31,2%).

Wprowadzenie tłuszczu do pożywki spowodowało zmianę składu kwasów 
tłuszczowych lipidów wewnątrzkomórkowych PenicUlium sp. Z. Stwierdzono 
obecność takich kwasów jak: linolenowy — (1,9%) i arachidowy — (1,1%). 
Zwiększył się również udział kwasu oleinowego — (o 23% z 31,2% do 54,2%) 
i linolowego (o 1,5%). W porównaniu do składu lipidów syntetyzowanyeh przez 
PenicUlium sp. Z na pożywee bez dodatku tłuszczów zmniejszył się udział 
proeentowy kwasów: palmitynowego o 7,4% (z 22,0% do 14,6%), palmitoolei- 
nowego — ślad (z 1,8%) oraz stearynowego o 16,5% (z 20,4% do 3,9%). 
Wewnątrzkomórkowe lipidy syntetyzowane przez Apiotrichum curuatum na po
żywee z tłuszezem odpadowym zawierały, w porównaniu do składu kwasów 
tłuszezowych lipidów otrzymanych na pożywce z glukozą, zwiększony udział 
kwasu miiystynowego — 1,2% (ślad), linolowego — czterokrotnie (z 6,9% do 
25,6%) i linolenowego — 3,4% (ślad) oraz trzykrotnie mniejszy udział kwasu 
stearynowego (tab. 4). Rodzaj pożywki decyduje o występowaniu i proporejach 
pomiędzy poszczególnymi kwasami tłuszczowymi w lipidach drożdży, świadczą
0 tym wyniki uzyskane przez Lemana i wsp. (18), którzy namnażająe szczep 
Apiotrichum curvatum D na serwatce (w różnych warunkach), wykazali, że 
w lipidach wewnątrzkomórkowych dominującymi kwasami tłuszczowymi były: 
palmitynowy (22,3-36,0%), oleinowy (32,5-53%), stearynowy (4,3- 17,4%)
1 linolowy (3,3 - 10,8%). Pozostałe kwasy tłuszczowe występowały w znacznie 
mniejszych ilościach, a zatem nie deeydowały o jakośei tłuszezu (18).

Różniee w składzie kwasów tłuszczowych lipidów wewnątrzkomórkowych 
pozyskiwanych na pożywce 1 lub 2 potwierdziły znaeząey wpływ obecnośei 
tłuszczów w pożywce. W tym zakresie jako interesujące i wymagające dalszych 
studiów uznać należy różniee w zawartośei takieh kwasów jak Cig;o, Cigii, 
Cl8:2' a także mało korzystne z żywieniowego punktu widzenia, występowanie 
niewielkieh ilośei kwasów Ci7;o lub Ci7;i (tab. 4). Wykazane różnice w pro
centowym składzie lipidów wewnątrzkomórkowych spowodowane zmianą 
kompozycji pożywki potwierdzają biotechnologiezne możliwośei modyfikacji 
składu i właściwości lipidów mikrobiologicznych. Wydaje się, że lipidy zawie
raj ąee około 20% kwasu stearynowego mogą być rozpatrywane jako warto- 
śeiowe dodatki do wyrobów cukierniczych.

Porównując procentowy udział kwasów tłuszczowych obecnych w pożywce 
przed i po hodowłi P. roąuejorti 18 stwierdzono znaezne różnice. W tłuszezu 
pozostająeym w poŻ5wce po hodowłi P. roąuejorti 18 stwierdzono śladowe 
ilości kwasu margarynowego, wykazano również dwukrotny wzrost, w porów
naniu z tłuszczem natywnym, zawartości kwasu stearynowego (do 6,0%) 
i prawie trzykrotny eikozaenowego (do 2,2%). W tłuszezu pozostająe3rm w po
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żywce po hodowli P. roąuejorti 18 zmienił się procentowy udział takich kwasów 
jak: linolowy — z 24,7% do 15,8% i arachidowy — z 3,9% do 1,0% (tab. 4).

Także tłuszcz po hodowli Penicillium sp. Z różnił się składem od tłuszczu 
wyjściowego. Stwierdzono w nim obecność kwasu łinolenowego w ilości 1,8% 
oraz śladową zawartość kwasu palmitooleinowego. Zmiany dotyczą również 
procentowego udziału takich kwasów jak: arachidowy (z 3,9% do 1,3%), li
nolowy (z 24,7% do 19,8%). W tłuszczu pozostającym w pożywce po hodowli 
drobnoustrojów wykazano wyższą zawartość kwasów stearynowego i oleino
wego (tab. 4).

W ocenie tłuszczu pozostałego w poż5rwce po hodowli drożdży Apiotrichwn 
curuatum w porównaniu z substratem (tłuszczem odpadowym) — stwierdzono 
różnicę w zawartości takich kwasów jak: stearynowy, oleinowy — (więcej 
o 2,7%), linolenowy — (4,2%), eikozaenowy — (1,3%), arachidowy (ślady).

Zmniejszenie procentowego udziału niektórych kwasów tłuszczowych w li
pidach pozostających w pożywce po hodowli mikroorganizmów w porównaniu 
do substratu, wyjaśnić można tym, że zostały one wykorzystane jako źródło 
energii lub też mogły być bezpośrednio wkomponowane w skład lipidów we
wnątrzkomórkowych ocenianych grzybów lub drożdży. Możliwości dyfuzji 
kwasów tłuszczowych z pożywki do komórek mikroorganizmów oraz ich wbu
dowywanie w skład lipidów wewnątrzkomórkowych wykazali Koritala i wsp. 
(13). Występowanie w lipidach pozostających w poż}wce (po hodowli drob
noustrojów) kwasów tłuszczowych, których nie stwierdzono w tłuszczu na- 
tywnym — dodawanym do pożywki, zostało spowodowane autolizą lub me
chanicznym uszkodzeniem komórek i wydzieleniem do pożywki lipidów lub 
wolnych kwasów tłuszczowych (tab. 4).

Ocena przydatności tłuszczów jako źródła węgła i energii w hodowłi drob
noustrojów była przedmiotem prac innych autorów (13, 19, 20). Rydin i wsp. 
(20) prowadząc hodowłę szczepu Apiotrichum tropicalis SOOl na ściekach 
z rzeźni stwierdzili, że kwasowość C2ynna pożywki nie ma istotnego wpływu 
na wydajność biosynte2y składników biomasy. Parametrem decydującym 
o wydajności biokonwersji składników jest temperatura procesu (20).

Leman i wsp. (7, 18) namnażałi Apiotrichum curvatum D na pożywce z ser
watki. Z jednego litra pożywki otrzymano 9,3 g tłuszczu wewnątrzkomórkowe
go. Namnażając ten sam szczep na pożywce z tłuszczem odpadowym uzyskano 
około 4 g/l. Można zatem stwierdzić, że synteza lipidów przez A. curvatum D 
zależy od zastosowanego źródła węgła. W naszej poprzedniej pracy z tego 
zakresu (21) wykcizaliśmy, że o wydajności biosynte2^y lipidów wewnątrz
komórkowych oraz o ich składzie i właściwościach decyduje rówmież rodzaj 
tłuszczu dodanego do pożywki. Wyniki uzyskane w tej pracy sugerują potrzebę 
dalszej optymalizacji warunków hodowli drobnoustrojów w celu zwiększenia 
wydajności biosyntezy tłuszczu.
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4. Podsumowanie

Porafinacyjny tłuszcz odpadowy okazał się dobrym surowcem wykorzysty
wanym przez badane mikroorganizmy. Świadczy o tym stopień zużycia tłu
szczu z pożywki ( od 29,2 do 66,1%) oraz przyrost składników biomasy (od 
3,8 g ss/ł do 19,9 g ss/ł). Wydajność biosyntezy składników biomasy, jej 
jakość oraz stopień wykorzystania tłuszczu załeży przede wszystkim od składu 
pożywki, rodzaju drobnoustrojów, czasu i temperatury ich hodowłi.

Lipidy wewnątrzkomórkowe ocenianych szczepów grzybów nitkowatych 
i drożdży charakteryzują się urozmaiconym składem kwasów tłuszczowych, 
zbłiżonym do składu ołejów rośłinnych.

Tłuszcze obecne w pożywce przed i po hodowłi drobnoustrojów różnią się 
składem kwasów tłuszczowych. Po hodowłi drobnoustrojów na pożywce 
z udziałem tłuszczów odpadowych można U2!yskać łipidy o zmienionym w po
równaniu do substratu składzie kwasów tłuszczowych.

Uwzgłędniając skład biomasy drobnoustrojów namnażanych na pożywce 
z udziałem tłuszczów odpadowych można sugerować jej przydatność w ży
wieniu zwierząt. Na uwagę zasługuje zawartość białka w biomasie od 9,8% ss 
do 36% ss oraz tłuszczu od 16,3% ss do 53,8% ss. Tłuszcze pozostające 
w pożywce oraz łipidy wewnątrzkomórkowe mogą być przydatne w przemyśle 
chemicznym, kosmetycznym łub spożywczym.
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Microbial conversion of plant waste lipids

Summary

Plant waste lipids after solvent refining process were used as a earbon souree for cultivation 
of Penicillium roqueforti 18, Penicillium sp. Z and Apiotrichum curuatum ATCC 20509.

Biomass yield varied from 3.8 g d.m./l to 19.9 g d.m./l and lipids yield varied 1.0 g/1 to 
10.6 g/1. Lipids utilization in medium varied from 15.0% to 85.4%.

Process efficiency, and percentage composition of fatty acids of intracellular lipids and grease 
remaining in the medium depend first of all on medium composition, type of microorganisms 
used, temperature and time of eultivation.

key words:
plant waste lipids, microbial conversion of fats, intracellular lipids, biosynthesis, fatty acids 

composition, biomass yield.
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