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1.Wprowadzenie

rzemyst ttuszczowy dostarcza produ-

ktow ubocznych, ktére moga byc¢

Zzrédtem  zanieczyszczenia Srodowiska
(1). W zaktadach tluszczowych po myciu
urzadzen rafinacyjnych, utwardzaniu
thuszczow i innych operacjach technoto-
gicznych, w odstojnikach wodno-otejo-
wych zbierane sg tluszcze odpadowe.
W Potsce, w ciggu roku, gromadzi sie
kitkanascie tysiecy ton takich odpadow,
a ich zagospodarowanie jest powaznym,
dotad nie rozwigzanym problemem go-
spodarcym i ekotogicznym (2, 3, 4).

Niektére z tych odpadéw mozna by
przetworzy¢, stosujac okreslone prepa-
raty enzymatyczne lub mikroorganizmy
(4, 5, 6,). Taka biokonwersja databy nie
tytko moztiwo$¢ wykorzystania ucigzti-
wego odpadowego ttuszczu, ate réwniez
pozadanej modyfikacji jego skiadu. Przy
mikrobiotogicznym przetwarzaniu odpa-
déw jednym z produktéw bytaby bio-
masa drobnoustrojéw, bogata nie tytko
w tluszcze, ale i w biatka oraz witaminy
5, 7).
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Celem badan, ktére prezentujemy byto sprawdzenie mozliwosci biologicz-
nego przetwarzania odpadéw przemystu ttuszczowego z udziatem wybranych
szczepdw grzybow nitkowatych tub drozdzy.

2. Materiat i metodyka

Thuszcz odpadowy zawierajacy ok. 97,8% ss uzyskano z Kujawskich Za-
ktadéw Thuszczowych w Kruszwicy. Skiad chemiczny tego odpadu byt naste-
pujacy: 98,56% ss stanowity substancje tluszczowe, 0,38% biatka, 0,78%
popidt, 0,28% — inne skiadniki.

W doswiadczeniach stosowano nastepujace drobnoustroje:

— Aspergillus niger 3, A. niger 4, Penicillium rogueforti 18, Galactomyces
geotrichum 15 — z kolekcji szczepow Instytutu Biotechnologii Zywnosci ART
w Olsztynie;

— Penicillium rogueforti 19, P. rogueforti 9, P. rogueforti 6, P. rogueforti 2
— z kolekcji szczepow Biotechnologicznej Spétdzielni Pracy ,,Biolacta” w Ol-
sztynie;

— Penicillium sp. Z oraz Mucor sp. Cz — wyizolowane z tluszczowego pro-
duktu spozywczego w Instytucie Biotechnologii Zywnosci ART w Olsztynie;

— Penicillium sp. D — wyizolowano z ttuszczu odpadowego z KZPT w Kru-
SzZwicy;

— Apiotrichum curuatum ATCC 20509 — z kolekcji Wydziatlu Technologii
ZsTwnosci, lowa State University, Ames, U.S.A.

Szczepy grzybdow nitkowatych i drozdze prowadzono na skosach brzeczka-
agar, ktére, po zaszczepieniu, inkubowano w temperaturze 30 °C przez 72
godziny, a nastepnie przechowywano w temp. 4 °C przeszczepiajac je na Swie-
ze podtoze co 14 dni (8).

W hodowlach wgtebnych stosowano pozywke o nastepujacym skiadzie; (po-
zywka nr 1) — woda destylowana — 1000,0 cm”; glukoza — 10,0g;
ekstrakt drozdzowy — 1,0g; NaNOs — 2,0g; KCI — 0,5g; MgSo4 x 7H20
— 0,59; KH2PO4 — 1.0g; FeSoa x 7H20 — 0,0lg. Kwasowos$¢ poz}rwki do-
prowadzano IN roztworem HCt do pH 4,5 (fub do pH 5,5 — przy hodowli
drozdzy), rozlewano i sterylizowano. Nastepnie w warunkach jatowych doda-
wano do 200 cm” pozywki 6 g odpadowego tluszczu uprzednio pasteryzo-
wanego w 63°C przez 30 minut. Pozywke zaszczepiano inoculum odpowied-
nich grzybéw nitkowatych (tub drozdzy) w ilosci 10% v/v, przygotowanych
wg (9, 10, 11).

W pierwszym etapie doswiadczen hodowle wglebng szezepow gn”bdéw nitko-
watych prowadzono na wstrz:asarce Efpan typ 358 S, (amplituda 8, 200 cy-
kli/min), w temperaturze 30°C; pH pozywki wynosito 4,5; a ezas hodowli 120
godz. W drugim etapie badano wplyw kwasowosci podioza oraz temperatiuy
i czasu hodowli wyselekcjonowanych we wcze$niejszych doswiadczeniach drob-
noustrojéw na wydajnos¢ i sktad chemiczny biomasy oraz na sktad tluszczow
obecnych w pozywce i komoérkach drobnoustrojow. W tej ezesci doswiadczen
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szczepy gr'yboéw nitkowatych namnazano w ciggu 72; 120 lub 168 godz,
w roznych warunkach pH (4,0; 4,5; 5,0) i temperatury (20; 25; 30°C).

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

W niektorych eksperymentach dla poréwnania, prowadzono hodowle wy-
branych szczepéw grzybow i drozdzy w pozywce syntetycznej (pozywka 2)
z 3% zawartoscig glukozy, lecz bez dodatku ttuszczu. Zawartos¢ wszystkich
innych skiadnikéw byta w niej taka sama, jak w pozywce 1.

Biomase grzybéw nitkowatych oddzielano od pozywki na lejku Schotta ze
spiekiem szklanym 17G1, natomiast drozdze odwirowywano (wiréwka MPW-
360, 3000 rpm, 10 minut, temp. 4°C).

W otrzymanej biomasie drobnoustrojow oznaczano zawarto$¢ suchej sub-
stancji (12), popiotu (12), substancji azotowych ogotem metodg Kjeldahta (12),
thuszczu zaadsorbowanego na powierzchni $cian komdérkowych i pozostatego
w podtozu po hodowli drobnoustrojow (13) oraz lipidéw wewnatrzkomorko-
wych (14). Oznaczano réwniez jakos¢ i procentowy udziat kwasoéw ttuszczo-
wych w; substracie, tluszczu pozostajagcym w pozywce po hodowli drobno-
ustrojéw oraz w lipidach wewnagtrzkomorkowych. Kwasy ttuszczowe oznacza-
no po metytacji w srodowisku kwasnym wg Peiskera (15) w warunkach opi-
sanych w BN - 80/8050 - 05 (16) oraz pracy Lemana (17).

3. Omowienie wynikow

w pierwszym etapie badan przeprowadzono hodowle jedenastu szczepow
grzybéw nitkowatych oraz jednego szczepu drozdzy na pozywce z glukoza lub
ttuszczem odpadowym. Uziyskano przyrost suchej substancji biomasy od ok.
4 do ok. 17 g/l pozywki. Stopien wykorzystania ttuszczu przez mikroorganiz-
my wahat sie od 29,2% do 66,1%. Najefektywniej odpadowy ttuszcz z pozywki
wykorzystywaty szczepy; Penicillium sp. Z— w 66,1% (15,0 g ss biomasy/t),
Penicillium roquejorti 18 — w 65,0% (11,1 g ss/t), Penicillium rogueforti 9 —
w 63,4% (8,3 g ss/1) oraz Penicillium sp. D w 60,5% (12,9 g ss/1).

Na podstawie tych wynikéw do dalszych badann wybrano; Penicillium ro-
gueforti 18 i Penicillium sp. Z oraz szczep drozdzy Apiotrichum curvatum ATCC
20509, ktdérego wysoka aktywnos$¢ w biosyntezie lipidow wykazaliSmy w na-
szych wczesniejszych pracach z tego zakresu (6, 7, 18).

W badaniach wplywu réznych parametréw hodowli wymienionych
mikroorganizmow na wydajnos$¢ biokonwersji skfadnikéw pozywki w ich bio-
mase, stwierdzono, ze kwasowos$¢ poczatkowa pozywki wptywa w niewielkim
stopniu na przyrost biomasy, natomiast bardziej widoczny jest wpltyw tego
czynnika na stopien wykorzystania ttuszczu z pozywki.

Znaczny jest takze wptyw kwasowosci pozywki na sktad biomasy, gtéwnie
na zawarto$¢ ttuszczu wewnatrzkomorkowego (tab. 1-3).

W omawianych dos$wiadczeniach stwierdzono tez, ze temperatura w zna-
cznym stopniu decyduje o prz}rrostach biomasy i stopniu wykorzystania ttu-
szczu z pozywki. Podwyzszenie temperatury hodowti powodowato znaczne
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zwiekszenie wydajnosci syntetyzowanego tluszczu wewnatrzkomorkowego.
Tak tez dla Penicillium rogueforti 18 stwierdzono wzrost wydajnosci z 3,1 g/l
(po hodowli w temperaturze 20°C) do 10,4 g/l, gdy szczep namnazano 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 doswiadczeniu stwierdzono, ze przedtuzenie czasu hodowli grzybow
ze 120 do 168 godzin i drozdzy z 48 do 72 godzin nie powoduje istothego
zwiekszenia przyrostu biomasy, jednak czas hodowli decyduje o stopniu wy-
kor*stania odpadowego ttuszczu z pozywki (tab. 1-3). Zaobserwowano tak-
ze, ze skiad biomasy zalezy od czasu trwania hodowli drobnoustrojow. Czas
hodowli drobnoustrojow decydowat przede wszjystkim o wydajnosci biosyntezy
lipidébw wewnatrzkomorkowych (tab. 1 - 3).

Oceniono réwniez wptyw obecnosci odpadowego tluszczu w pozywce na
synteze sktadnikow biomasy drobnoustrojéw. Stwierdzono, ze byt on stymu-
latorem rozwoju badanych szczep6w i korzystnie wptywat na wydajnos¢ syn-
tetyzowanych lipidow wewnatrzkomérkowych. Swiadcza o tym roznice efektow
hodowli drobnoustrojow na pozywkach 1 i 2. Szczep Penicillium rogueforti 18
syntetyzowat, na pozywce z tluszczem (pozywka 1) ponad 6-krotnie wiecej
lipidéw niz na pozywce 2, Penicillium sp. Z — 1,5 raza wiecej. Takze drozdze
Apiotrichum cuwatum syntetyzowaly 3 razy wiecej lipidéw na pozywce z thu-
szczem w poréwnaniu z wydajnos$ciag biosyntezy lipidow prowadzonej na po-
zywce 2 (tab. 1-3). Warunki hodowli drobnoustrojow decydowaty réwniez o pro-
centowej zawartosci kwasow ttuszczowych w lipidach pozostatych w pozywce po
hodowli mikroorganizméw. Nalezy podkresli¢, ze odpadowy ttuszcz dodawany
do poZsAvki i przetrzymywany w warunkach hodowli drobnoustrojow (préba kon-
trolna) nie ulegat istotnym zmianom pod wzgledem skfadu i zawarto$ci kwasow
thuszczowych w poréwnaniu z tluszczem natywnym (tab. 4).

W jego skladzie dominujgcymi kwasami tluszczowymi byty: palmitynowy -
Ci6:.0 — (16,7%), oleinowy - Cisu — (50,5%) oraz linolowy - Cisz2 —
(24,7%). Stwierdzono rdéwniez obecno$¢ kwasow stearynowego - Cis-.0 —
(2,9%), arachidowego - C20:.0 — (3,9%) oraz S$ladowe ilosci kwasu miiystyno-
wego - Ci4;0 i kwasu eikozaenowego - Czo:i- Taki sktad kwasow ttuszczowych
Swiadczy dobitnie o przewadze frakcji oleju rzepakowego w odpadowsnn ttuszczu
stosowanym w prezentowanym doswiadczeniu. Oceniajac wptyw skiadu pozywki
na jakos¢ ttuszczu syntetyzowanego przez drobnoustroje stwierdzono, ze w czasie
hodowli na pozswce z dodatkiem glukozy szczep Penicillium rogueforti 18 syn-
tetyzowat lipidy o zr6znicowanym sktadzie i zmienionych proporcjach. W porow-
naniu z odpowiednimi lipidami wewnatrzkomoérkowymi U2*yskanymi w pozywce
z odpadowym ttuszczem zaobserwowano zwiekszenie zawartosci kwasu palmity-
nowego (0 6%) i linolowego (0 12%) oraz zmniejszenie zawarto$ci kwasu oleino-
wego (0 19,4%). Ponadto w lipidach wewnatrzkomérkowych uzyskanych na po-
zywce z glukozg stwierdzono obecno$¢ Sladowych ilosci kwasow; mirystynowego,
palmitooleinowego, margarsmowego, margarynooleinowego oraz linolenowego.
Skfad kwasow ttuszczowych lipidow wewnatrzkomorkowych swiadczyt o zdolno-
§ci mikroorganizméw do przyswajania i akumulowania kwaséw ttuszczowych
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zawartych w pozywce, we wiasny materiat zapasowy.

Szezep PenicUlium sp. Z po hodowli na po“rwce z glukozg (3%) syntetyzowali
Lipidy wewnatrzkomoérkowe o skiadzie przedstawionym w tab. 4. Na uwage za-
stuguje pojawienie sie w niewielkieh iloseiach takieh kwasdw jak: mirystynowy
- Ciao — (1%), palmitooleinowy - Cien — (1,8%) i margaiynowy - Ci7;0
— (1,5%) oraz znaczne zwiekszenie zawartosC kwasu stearynowego - Ci8:0 —
(20,4%) i zmniejszenie zawatro$ei kwasu oleinowego - Cisn — (31,2%).

Whprowadzenie ttuszczu do pozywki spowodowato zmiane skiadu kwasow
thuszczowych lipidow wewnatrzkomaérkowych PenicUlium sp. Z. Stwierdzono
obecno$é takich kwaséw jak: linolenowy — (1,9%) i arachidowy — (1,1%).
Zwiegkszyt sie rowniez udziat kwasu oleinowego — (0 23% z 31,2% do 54,2%)
i linolowego (0 1,5%). W poréwnaniu do skiadu lipidéw syntetyzowanyeh przez
PenicUlium sp. Z na pozywee bez dodatku ttuszczOw zmniejszyt sie udziat
proeentowy kwaséw: palmitynowego o 7,4% (z 22,0% do 14,6%), palmitoolei-
nowego — $lad (z 1,8%) oraz stearynowego o 16,5% (z 20,4% do 3,9%).
Wewnatrzkomorkowe lipidy syntetyzowane przez Apiotrichum curuatum na po-
zywee z thluszezem odpadowym zawieraty, w poréwnaniu do skiadu kwaséw
thuszezowych lipidéw otrzymanych na pozywce z glukoza, zwiekszony udziat
kwasu miiystynowego — 1,2% ($lad), linolowego — czterokrotnie (z 6,9% do
25,6%) i linolenowego — 3,4% ($lad) oraz trzykrotnie mniejszy udziat kwasu
stearynowego (tab. 4). Rodzaj pozywki decyduje o wystepowaniu i proporejach
pomiedzy poszczegblnymi kwasami ttuszczowymi w lipidach drozdzy, Swiadczg
0 tym wyniki uzyskane przez Lemana i wsp. (18), ktérzy namnazajge szczep
Apiotrichum curvatum D na serwatce (w rdéznych warunkach), wykazali, ze
w lipidach wewnatrzkomérkowych dominujacymi kwasami ttuszczowymi byly:
palmitynowy (22,3-36,0%), oleinowy (32,5-53%), stearynowy (4,3- 17,4%)
! linolowy (3,3 - 10,8%). Pozostate kwasy ttuszczowe wystepowaty w znacznie
mniejszych iloSciach, a zatem nie deeydowaty o jakosei ttuszezu (18).

Rézniee w skiadzie kwasow ttuszczowych lipidéw wewngtrzkomorkowych
pozyskiwanych na pozywce 1 lub 2 potwierdzity znaezaey wpltyw obecnosei
thuszczow w pozywce. W tym zakresie jako interesujgce i wymagajace dalszych
studiow uzna¢ nalezy rézniee w zawartosei takieh kwasow jak Cig;o, Cigii,
Cl8:2' a takze mato korzystne z zywieniowego punktu widzenia, wystepowanie
niewielkieh ilosei kwasow Ciz;0 lub Ciz;i (tab. 4). Wykazane réznice w pro-
centowym skiadzie lipidow wewnatrzkomdrkowych spowodowane zmiang
kompozycji pozywki potwierdzajg biotechnologiezne mozliwosei modyfikacji
sktadu i whasciwosci lipidow mikrobiologicznych. Wydaje sig, ze lipidy zawie-
rajgee okoto 20% kwasu stearynowego mogg by¢ rozpatrywane jako warto-
Seiowe dodatki do wyrobow cukierniczych.

Poréwnujac procentowy udziat kwaséw ttuszczowych obecnych w pozywce
przed i po hodowti P. roguejorti 18 stwierdzono znaezne réznice. W ttuszezu
pozostajgeym w poZswce po hodowhi P. roguejorti 18 stwierdzono $ladowe
ilosci kwasu margarynowego, wykazano rowniez dwukrotny wzrost, w poréw-
naniu z tluszczem natywnym, zawartosci kwasu stearynowego (do 6,0%)
i prawie trzykrotny eikozaenowego (do 2,2%). W tluszezu pozostajgesrm w po-
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zywce po hodowli P. roguejorti 18 zmienit sie procentowy udziat takich kwaséw
jak: linolowy — z 24,7% do 15,8% i arachidowy — z 3,9% do 1,0% (tab. 4).

Takze thuszcz po hodowli Penicillium sp. Z r6znit sie sktadem od ttuszczu
wyjsciowego. Stwierdzono w nim obecnos¢ kwasu tinolenowego w ilosci 1,8%
oraz $ladowg zawarto$¢ kwasu palmitooleinowego. Zmiany dotyczg réwniez
procentowego udziatu takich kwaséw jak: arachidowy (z 3,9% do 1,3%), li-
nolowy (z 24,7% do 19,8%). W ttuszczu pozostajgcym w pozywce po hodowli
drobnoustrojow wykazano wyzszg zawarto$¢ kwasow stearynowego i oleino-
wego (tab. 4).

W ocenie ttuszczu pozostatego w pozsrwce po hodowli drozdzy Apiotrichwn
curuatum w poréwnaniu z substratem (tluszczem odpadowym) — stwierdzono
roznice w zawartosci takich kwasow jak: stearynowy, oleinowy — (wiecej
0 2,7%), linolenowy — (4,2%), eikozaenowy — (1,3%), arachidowy (Slady).

Zmniejszenie procentowego udziatu niektérych kwaséw ttuszczowych w li-
pidach pozostajgcych w pozywce po hodowli mikroorganizméw w poréwnaniu
do substratu, wyjasni¢ mozna tym, ze zostaty one wykorzystane jako Zrédto
energii lub tez mogly by¢ bezposrednio wkomponowane w skiad lipidéw we-
wnatrzkomérkowych ocenianych grzybow lub drozdzy. Mozliwosci dyfuzji
kwasow ttuszczowych z pozywki do komérek mikroorganizméw oraz ich wbu-
dowywanie w skiad lipidow wewnagtrzkomorkowych wykazali Koritala i wsp.
(13). Wystepowanie w lipidach pozostajgcych w poz}wce (po hodowli drob-
noustrojow) kwaséw ttuszczowych, ktérych nie stwierdzono w tluszczu na-
tywnym — dodawanym do pozywki, zostato spowodowane autolizg lub me-
chanicznym uszkodzeniem komorek i wydzieleniem do pozywki lipidéw lub
wolnych kwasow ttuszczowych (tab. 4).

Ocena przydatnosci ttuszczéw jako zrodta wegta i energii w hodowti drob-
noustrojow byta przedmiotem prac innych autoréw (13, 19, 20). Rydin i wsp.
(20) prowadzac hodowte szczepu Apiotrichum tropicalis SOOI na S$ciekach
z rzezni stwierdzili, ze kwasowos¢ C2ynna pozywki nie ma istotnego wptywu
na wydajno$¢ biosyntesy skiadnikow biomasy. Parametrem decydujagcym
0 wydajnosci biokonwersji sktadnikéw jest temperatura procesu (20).

Leman i wsp. (7, 18) namnazati Apiotrichum curvatum D na pozywce z ser-
watki. Zjednego litra pozywki otrzymano 9,3 g ttuszczu wewnatrzkomoérkowe-
go. Namnazajgc ten sam szczep na pozywece z ttuszczem odpadowym uzyskano
okoto 4 g/l. Mozna zatem stwierdzi¢, ze synteza lipidow przez A. curvatum D
zalezy od zastosowanego zrodia wegta. W naszej poprzedniej pracy z tego
zakresu (21) wykcizalisSmy, ze o wydajnosci biosynte?y lipidow wewnatrz-
komérkowych oraz o ich skladzie i wlasciwosciach decyduje réwmiez rodzaj
thuszczu dodanego do pozywki. Wyniki uzyskane w tej pracy sugerujg potrzebe
dalszej optymalizacji warunkéw hodowli drobnoustrojéw w celu zwiekszenia
wydajnosci biosyntezy ttuszczu.
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4. Podsumowanie

Porafinacyjny ttuszcz odpadowy okazat si¢ dobrym surowcem wykorzysty-
wanym przez badane mikroorganizmy. Swiadczy o tym stopieh zuzycia thu-
szczu z pozywki ( od 29,2 do 66,1%) oraz przyrost sktadnikow biomasy (od
3,8 g ss/t do 19,9 g ss/t). Wydajnos¢ biosyntezy sktadnikéw biomasy, jej
jakos¢ oraz stopien wykorzystania ttuszczu zatezy przede wszystkim od skiadu
pozywki, rodzaju drobnoustrojow, czasu i temperatury ich hodowdi.

Lipidy wewnatrzkomorkowe ocenianych szczepéw grzybow nitkowatych
i drozdzy charakteryzuja sie urozmaiconym skladem kwaséw ttuszczowych,
zbtizonym do skiadu ofejéw rostinnych.

Thuszcze obecne w pozywce przed i po hodowti drobnoustrojow réznig sie
sktadem kwaséw ttuszczowych. Po hodowti drobnoustrojow na pozywce
z udziatem tluszczéw odpadowych mozna U2lyska¢ tipidy o zmienionym w po-
réwnaniu do substratu sktadzie kwaséw ttuszczowych.

Uwzgtedniajagc skfad biomasy drobnoustrojéw namnazanych na pozywce
z udziatem tluszczow odpadowych mozna sugerowac jej przydatno$¢ w zy-
wieniu zwierzat. Na uwage zastuguje zawarto$¢ biatka w biomasie od 9,8% ss
do 36% ss oraz ttuszczu od 16,3% ss do 53,8% ss. Thuszcze pozostajgce
w pozywce oraz tipidy wewnatrzkomérkowe mogg by¢ przydatne w przemysle
chemicznym, kosmetycznym tub spozywczym.
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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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