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1. Wstep

tuszcze pochodzenia roslinnego lub zwierzecego mogg byé dobrym zrodiem

wegla i energii do produkcji biomasy przez drozdze z rodzaju Candida,

Rhodotorula, Torulopsis, Yarrowia i Trichosporon (4,5,6,9,10). Szczeg6lne zain-
teresowanie zwrdcono na wykorzystanie do produkcji Single Celi Protein (SCP)
olejéw roslinnych: palmowego, stonecznikowego, rzepakowego i produktéw
ubocznych i odpadowych z przemystu tluszczowego (6,13,17). Produkcje SCP
prowadzono w hodowlach stacjonarnych (8), pétciggtych (5) i ciggtych (11),
w ktorych stosowano rézne rodzaje drozdzy. Procesy produkcji biomasy na
ttuszczach prowadzono w warunkach zréznicowanego odczynu S$rodowiska
w zakresie pH 3,5-6,5 (7,8). W poréwnaniu do substratéw weglowodanowych
takich jak melasa czy serwatka, na ktorych uzyskiwano wysoka wiasciwg
Si™ybkosé wzrostu drozdzy rzedu ji = 0,5-0,62 h'A, procesy na substratach
tluszczowych charakteryzowaty sie mniejszg dynamika szybkosci wzrostu
(i = 0,1-0,3 h'"), poréwnywalng do stwierdzanej na glicerolu i n-parafinach
(7,14,15). Natomiast wydajnos¢ biomasy na takich zZrédtach wegla byta ge-
neralnie wyzsza, czesto przekraczata Yx/s =1,0 (5,6,11).

Celem pracy byt dobor szczepow drozdzy z gatunku Y. lipolytica z prze-
znaczeniem do produkcji SCP na surowym oleju rzepakowym i porafinacyj-
nych kwasach ttuszczowych, wybdr szczepu najlepiej przystosowanego do
wzrostu na tych substratach i wstepna ocena kinetyki procesu produkcji
biomasy w warunkach zr6znicowanego Zrodta azotu, stezenia substratu ttu-
szczowego oraz odczynu Srodowiska.
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2. Materiat i metody

2.1. Mikroorganizmy

Do badan wykorzystano dziesie¢ szczepow drozdzy z gatunku Y. lipolytica
pochodzacych z kolekcji whasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
AR we Wroctawiu, z Laboratorium Genetyki Molekularnej i Komdrkowej C.B.A.lL.
w Thiveiwal-Grignon (Francja), oraz z kolekcji amerykanskiej ATCC. Zapasy
kultur drozdzy przechowywano na skosach YM pod parafing w temp. 4°C.

2.2. Substrat

Do produkcji biomasy wykorzystywano surowy olej rzepakowy (SORZ)
i porafinacyjne kwasy ttuszczowe (PKT), ktére pochodzity z Nadodrzanskich
Zaktadow Przemystu Thuszczowego w Brzegu.

2.3. Podtoza hodowlane

Do wstepnego namnazania kultur drozdzy stosowano podtoze inokutacyjne
0 sktadzie (g/dm”): SORZ lub PKT — 20,0; NH4Cl — 6,0; KH2PO4 — 1,0;
MgSo4 X 7H20 — 1,0; CaCOs — 10,0; ekstrakt drozdzowy — 1,0; woda
wodociagowa, pH 6,0. Biomase drozdzy paszowych produkowcmo w podiozu
0 skladzie (g/dm”): SORZ lub PKT — 20,0; KH2PO4 — 1,5; MgS04 x 7H20
— 2,5; ekstrakt drozdzowy — 1,0; woda wodociggowa. W zaleznosci od eks-
perymentu stosowano cztery zrédta azotu w ilosci (g/dm”); NH4Cl — 7,0;
(NH4)2S04 — 9,0; NH4NO3 — 9,0; (NH4)2HP0O4 — 11,0.

2.4, Spos6b prowadzenia hodowli

Hodowle inokutacyjne prowadzono w 250 cm” kolbach stozkowych zawie-
rajacych 25 cm” podtoza inokulacyjnego na wstrzasarce rotacyjnej typu G-10
firmy New Brunswick przy 160 rpm przez 48 godzin w temp. 30°C. Hodowle
produkcyjne, w zaleznosci od eksperymentu, prowadzono w 300 cm” Kol-
bkach stozkowych zawierajacych 30 cm” podtoza produkcyjnego, na wstrza-
sarce w warunkach analogicznych jak hodowle inokutacyjne przez trzy dni
lub w 3-litrowym bioreaktorze typu AK-3, zawierajacym 1000 cm” podioza
produkcyjnego. W zaleznosci od stezenia substratu ttuszczowego, hodowle
prowadzono w ciggu 12-18 godzin. W czasie hodowli utrzymywano temp.
30°C, pH automatycznie na poziomie 2,9; 3,5; 4,5 lub 5,5 za pomocg 10%
KOH, szybko$¢ obrotowg mieszadta 400 rpm, przeptyw powietrza 1 wm.

2.5. Metody analityczne

Biomase oznaczano wagowo. Do 10 cm” probki hodowlanej dodawano
dwukrotnie po 2,5 cm”™ eteru naftowego w celu rozpuszczenia frakcji ttusz-
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czowej, wirowano przez 5 minut przy 4000 obr/min. Nastepnie, biomase
filtrowano na sgczkach, przemywano wodg i suszono w temp. 105°C do statej
masy. Oznaczanie ttuszczu resztkowego. Frakcje eterowa otrzymang przy wi-
rowaniu biomasy, odparowywano w temp. 50°C, a nastepnie dosuszano
w temp. 105°C do statej masy i wazono.

3. Omdwienie wynikow i dyskusja

3.1. Dobér szczepow

Dobor szczepow do produkcji SCP na substratach ttuszczowych przepro-
wadzono w dwoch etapach: 1) wstepna selekcja szczepéw w hodowlach
wstrzgsanych i 2) wybor najlepszego szczepu do $rodowiska zawierajgcego
surowy olej rzepakowy (SORZ) lub porafinacyjne kwasy ttuszczowe (PKT),
w hodowti w bioreaktorze. Wszystkie badane szczepy byty zdolne do wzrostu
w podiozach zawierajgcych substraty tluszczowe jako jedyne Zzrédto wegla
i energii. Potwierdza to spostrzezenia wielu autoréw, ze drozdze z gatunku
Y. lipolytica wykazujg dobry wzrost w Srodowiskach zawierajgcych takie zrodto
wegla (9,17). Poziom biomasy byt zréznicowany i ksztaltowat sie od 16,3 do
21,3 g s.m./Jdm”™ w hodowlach zawierajgcych 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 dawaty
wysoki plon biomasy w hodowlach wstrzgsanych z SORZ, natomiast szczepy
A-8, A-10 i ATCC 20320 byty najlepszymi producentami biomasy w $rodo-
wisku zawierajgcym PKT. SORZ byt tepszym substratem do produkcji biomasy
przez badane szczepy Y. lipolytica w poréwnaniu do PKT. Na podstawie uzy-
skanych wynikéw do dalszych badan wybrano szes¢ szczep6w Y. lipolytica.

Tabela 1
Produkcja biomasy przez drozdze Yarrowia Upolytica NA PKT | SORZ
w 3-DOBOWYCH HODOWLACH WSTRZASANYCH

1 N
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 JIM-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; NHa4Cl jako zrodto N
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w hodowlach stacjonarnych w bioreaktorze z mieszadtem mechanicznym,
oceniono tempo wzrostu drozdzy, plon i wydajno$¢ biomasy na substratach
ttuszczowych, co przedstawiono w tabeli 2. Badane szczepy Y. lipolytica pro-
dukowaty biomase z wysoka wydajnoscig wynoszacag Yx/s = 0,73-1,14. Naj-
lepszym producentem biomasy, zaréwno na SORZ i PKT, byt szczep ATCC
8661, ktory charakteryzowat sie ponadto dynamicznym wzrostem na obu
substratach ttuszczowych. Poziom ttuszczu resztkowego w hodowlach tego
szczepu byt najnizszy i wynosit okoto lg/dm”. Szybko$¢ wihasciwa wzrostu
w fazie logarytmicznej tego szczepu byla bairdzo wysoka i wynosita p = 0,24
- 0,28 h'. Szczep JM-23/pINA 169 produkowat biomase z niskg wydajnosciag
rowng Yx/s = 0,73 i charakteryzowat sie niska dynamika wzrostu na SORZ.

Tabela 2
Produkcja biomasy przez wybrane szczepy drozdzy vy. lipolytica na sorz i pkt
w HODOWLI STACIONARNEJ W BIOREAKTORZE

Biomasa Thuszez /s P
Nazwa szczepu (g s.m./dm”)  resztkowy (g/dm~*) (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 41 ** 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
IM-23/pINA 169 131 18 ** 0,69 - 0.12

substrat 2%; pH 5,5; NH4Cl jako Zrodio N,
** — brak wzrostu, komorki obtepione ttuszczem

W przypadku dwoch szczepéw, JM-23/pINA 169 i A-101, nie zaobserwo-
wano wzrostu biomasy w ciggu 24-godzinnej hodowli na PKT, z powodu
oblepienia komdérek drozdzy substratem tluszczowym i przypuszczainie nie-
dostepnosci rozpuszczonego O2. Do dalszych badan optymalizacyjnych wy-
brano szczep ATCC 8661, ktéry na SORZ i PKT dawat najwyzszy plon bio-
masy i charakteryzowat sie najwyzsza dynamika wzrostu na tych substra-
tach. Szczep ten cytowany przez Takata (13) byt réwniez najlepszym produ-
centem biomasy na oleju palmowym i odpadach z produkcji oleju palmowego.
Autor podkreslit, ze szczep ten jest rriepatogeniczny, co ma podstawowe zna-
czenie przy wykorzystaniu jego biomasy na cele paszowe. Ponadto Yoshida
i Hashimoto prowadzac szeroko zakrojone badania patogenicznosci drozdzy
zaliczyli gatunek Y. lipolytica do grupy mikroorganizméw bezpiecznych (16).
Porafinacyjne kwasy ttuszczowe jako produkt uboczny przemystu ttuszczo-
wego, o cenie dwukrotnie nizszej niz surowy olej rzepakowy, zostaty wybrane
jako substrat do dalszych badan optymalizacyjnych.
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3.2. Wplyw Zrédta azotu

Z prac wielu autoréw wynika celowos¢ doboru odpowiedniego zrédta azo-
tu, ktére ma duzy wplyw na ksztattowanie sie podstawowyeh parametréw
hodowlanych przy produkcji biomasy (2,3). Przebadano eztery Zrddta aizotu
nieorganieznego w formie soli amonowyeh, przyswajalnych przez drozdze.
Rodzaj soli amonowej miat wptyw na poziom i wydajnos¢ biomasy oraz szyb-
kos$¢ wiasciwg wzrostu Y. lipolytica, (tab. 3). Najtepsze efekty produkcji bio-
masy przez badany szczep ATCC 8661, uzyskano w hodowli z siarczanem
amonowym. Proees eharakteryzowat sie najwyzsza wydajnoscig rowng
Yx/s = 1.07, przy szybkosci wihasciwej wzrostu w fazie fogarytmieznej
li = 0,35 h"\ réwnowaznej ezasowi zdwojenia biomasy td = 2 godziny. Do-
brym Zrédiem azotu dla tego szezepu byt takze fosforan amonowy, jednak
przy podobnej warto$¢ szybkosei wzrostu, uzyskano nizsza wydajnos¢ bio-
masy Yx/s = 0,95. Obie sole amonowe byty najczesciej stosowanym Zrodiem
N w procesaeh produkcji biomasy (3,4,7,8). W datszych badaniach stosowano
w pozywkach (NH4)2S04.

Tabela 3
Wptyw zrodia azotu, odczynu srodowiska i stezenia substratu
NA PODSTAWOWE PARAMETRY TECHNOLOGICZNE PRODUKCII BIOMASY NA PKT PRZEZ SZCZEP Y. lipolytica ATCC 8661

Biomasa Resztkowe
Zrédlo azotu (g s.m./dm”)  PKT (g/dm™)

2% substratu pH 5,5

Yxis () td (h)

NHaCl 16,2 31 0,93 0,29 2,4
NH4aNOz3 17,7 1,1 0,91 0,28 2,5
(NH4)2HPoa 17,9 1.2 0,93 0,35 2,0
(NH4)2So4 20,5 1,3 1,07 0,35 2,0
pH (NH4)2So4 jako zrédio 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 (%) (NHa4)2So4 jako zrodio 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
3x 10 19,7 6,2 0,81 0,30 2,3

2x20 32,6 4,9 0,91 0,29 2,4
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3.3. Wplyw odczynu $rodowiska

W badaniach prowadzonych przez Montet i wsp. (8,11) wykazano, ze tem-
po wzrostu réznych szczepéw drozdzy na oleju palmowym lub rzepakowym
jest zalezne od wielkosci utrzymywanego pH. Ogolnie wyzsze tempo wzrostu
drozdzy autorzy ci osiggali w pH 6,5. Jednak wsrdd badanych drozdzy ga-
tunki takie jak Candida rugosa i Geotchum candidum dynamicznie rosty w
warunkach niskiego pH 3,5. Mozliwo$¢ prowadzenia procesu produkcji bio-
masy w niskim pH, bez znacznego obnizenia podstawowych parametrow
technologicznych, jest cenng wiasciwoscig stosowanego szczepu, stwarza bo-
wiem mozliwos¢ prowadzenia procesu w warunkach niesterylnych. Obnizenie
pH ponizej 4,0 zabezpiecza przed rozwojem bakteryjnej mikroflory zakazaja-
cej, a ponadto pominiecie energochtonnego i kosztownego procesu sterylizacji
podioza hodowlanego, wpfywa zasadniczo na cene uzyskanego produktu.
Z tego wzgledu oceniono proces produkcji biomasy Y. lipolytica ATCC 8661
w zakresie pH 2,9-5,5. Prowadzenie i kontrola hodowli szczepu w pH wy-
zszym niz 5,5, byly utrudnione z powodu obfitej piany. Cechg charaktery-
styczng procesu produkcji biomasy na tluszczach jest silne obnizanie sie
pH w czasie wzrostu. W eksperymentach prowadzonych bez regulacji pH
wykazano, ze poczatkowe pH 5,5 szybko obnizyto sie do poziomu pH 1,5,
co spowodowato catkowite zahamowanie wzrostu Y. lipolytica. Z tego wzgledu
prowadzono automatyczng regulacje pH za pomocg tugu potasowego.

Najwyzszg wydajnos¢ biomasy réwng Yx/s = 1.05 i najwyzsza szybkos$¢
wihasciwg wzrostu w fazie logarytmicznej uzyskano w pH 5,5. Dopiero w pH
2,9 zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu biomasy, szybkos$ci whasciwej
wzrostu i wydajnosci, odpowiednio do 14 g s.m./dm”, p = 0,23 h Yx/s = 0,86.
W $rodowisku kwasnym o pH 3,5, szybko$¢ wiasciwa wzrostu byta podobna
jak w pH 5,5, jednak wydajnos¢ biomasy obnizyta sie do poziomu
Yx/s = 0,90. Dobrg szybko$¢ wzrostu drozdzy w pH 3,0-3,5 osiggano takze
w hodowlach Candida tropicalis na n-alkanach, Kluyueromyces fragilis na
serwatce i Pichia pastons na metanolu, uzyskujac szybkosci wtasciwe wzro-
stu w zakresie p = 0,11 -0,33 h'* (7). Wysoka szybkos¢ wihasciwg wzrostu
Candida rugosa na oleju Pa_lmow m, uzyskano zaréwno w pH 3,5 jak i w pH
6,5; odpowiednio 0,23 h'* i 0,28 h'™? (X.

3.4. Wptyw stezenia substratu

Szybko$¢ konwersji substratu do biomasy, w przypadku kiedy jest on
jedynym zrodtem wegla i energii, zalezy od jego stezenia. Przeprowadzono
wiele hodowli stacjonarnych w pH 3,5 zawierajacych zréznicowane stezenie
ttuszczu w zakresie 2-4% wagowych. WSszystkie hodowle prowadzono w wa-
runkach niesterylnych. Wprowadzenie jednorazowo 3% substratu, spowodo-
wato oblepienie komérek ttuszczem, ktory uniemozliwial prawdopodobnie
transport sktadnikoéw podtoza i tlenu do komérki, efektem czego byto spo-
wolnienie wzrostu drozdzy i niska wydajno$¢ biomasy, odpowiednio 0,19 h'»
i 0,71 (tab. 3). Znaczny wzrost wydajnosci i szybko$ci procesu produkcji
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biomasy uzyskano wprowadzajac 3% substratu w trzech porcjach po 1% co
4 godziny hodowli. Periodyczne dozowanie substratu pozwolito réwniez zwie-
kszy¢ poziom biomasy w hodowli z catkowitym stezeniem 4% ttuszczu do
32,6 g s.m./Jdm”. Najwyzszg wydajnos$¢ biomasy i szybkos¢ wiasciwa wzrostu
uzyskano w hodowlach zawierajacych od 1 do 2% substratu ttuszczowego
(tab. 3). Prowadzenie hodowli w niskim pH 3,5 skutecznie hamowato rozwoj
obcej mikroflory; w ptynach pohodowlanych nie stwierdzono zakazajgcych
mikroorganizmadw.

Poziom biomasy jaki uzyskiwano na substratach lipidowych zalezat od
stosowanego systemu hodowlanego i ksztattowcit sie w hodowlach stacjonar-
nych od 15 do 20 g s.m./dm” (9), a w hodowlach z dozowaniem substratu
osiggano poziom biomasy do 50 g s.m./dm”, przy niskiej szybkos$ci wzrostu
i = 0,1 h'~ (11).

W przeprowadzonych przez nas wczesniej badaniach wykazaliSmy wysoka
wartos¢ biologiczng i energetyczng biomasy szczepu ATCC 8661, ktdra moze
by¢ uzyta jako drozdze paszowe (12). Dlatego celowa jest, jak sie wydaje,
intensyfikacja procesu produkcji biomasy tego szczepu w systemie feed-
batch, jak réwniez w hodowlach péiciggtych i ciggtych w warunkach chemo-
statu, ktdére sg preferowane do tego typu procesow.
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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.

Key words:
Yarrowia lipolytica, SCP, batch cultivation, crude rapeseed oil, waste fatty acids, specific
growth rate, yield of biomass.
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