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1. Wstep

rozdze od lat stanowig cenny komponent mieszanek paszowych dla zwie-
Drzat monogastiycznych. Sg one réwniez zrodtem zwigzkdéw mineralnych

i witamin, a ich udziat w mieszankach wynosi 2-5%. Warto$¢ odz}nvcza droz-
dzy paszowych zalezy od zawartosci w nich biatka, jego sktadu aminokwa-
sowego, ttuszczu, witamin i kwaséw nukleinowych (3,12,17).

Przemystowa produkcja drozdzy paszowych opiera sie gtdwnie na surow-
cach wegtowodanowych, takich jak: melasa, wywar melasowy, tugi posutfitowe,
odpady skrobiowe i lignocetutozowe oraz serwatka. Ponadto wykorzystywane
sg rowniez alkohole: etylowy i metylowy, a w latach siedemdziesiatych bioma.se
drozdzy Yarrowia lipolytica produkowano na weglowodorach nafty (3,6).

W ostatnich latach ukazuje sie coraz wiecej prac dotyczacych mozliwosci
wykorzystania lipidow do produkcji Single Celi Protein (SCP). Wéréd mikro-
organizméw dobrze rosngcych na tluszczach wymienia sie gatunki Candida
utilis, Trichosporon cutaneum Candida rugosa, Candida curvata. Geotrichum
candidum oraz Yarrowia lipolytica (8). Do produkcji biomasy tych mikroorga-
nizméw stosowano rézne oleje roslinne (sojowy, rzepakowy, palmowy), oleje
zwierzece lub odpady z przemystu ttuszczowego i chemicznego, zawierajgce
kwasy ttuszczowe, mieszaniny mydet i ttuszczow neutralnych (13,18-20,24).

Zainteresowanie odpadowymi i ubocznymi produktami ttuszczowymi do
produkcji SCP wynika z korzysci, jakie osigga sie produkujac biomase na
takich zrodtach wegla. Uzyskane w ten sposob drozdze charakteryzujg sie
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podwyzszong zawartoscig ttuszczu w komdrce, wynoszaca od 3 do 33%, w za-
leznosci od uzytego szczepu i substratu, w ktérym ponad 90% kwaséw tiu-
szezowyeh, to kwasy nienasyeone o znaezn3rm udziale (28-44%) NNKT (10,14).

Efekty stosowania w mieszankach paszowych dla kurczat rzeznych za-
miennie tanich ttuszczéw odpadowych (2), drozdzy Trichosporon cutaneum
zawierajacych duzg ilos¢ ttuszczu (5,11) lub biomasy PEKILO (9) nie sa jed-
noznaczne i na ogot kontrowersyjne. Z tego wzgledu konieezna jest ocena
wartosci pokarmowej biomasy drozdzy paszowych otrzymywanych na drodze
biotechnologicznej.

Celem pracy byla ocena biomasy drozdzy Yarrowia lipolytica, wyproduko-
wanej na surowym oleju rzepakowym i porafinaeyjnyeh kwasach ttuszczo-
wych, w warunkach zréznicowanego zrddta azotu i odezynu S$rodowiska,
jako ewentualnego komponentu mieszanek paszowych.

2. Materiat i metody

2.1. Materiat badawczy

W badaniach wykorzystano biomase szesciu szczepéw drozdzy Yarrowia
lipolytica: A-10; A-101.1.22; ATCC 8661; ATCC 20324; W29 ura 3.302
i IM23/pINA 169 uzyskang na substratach tluszezowych i melasie w ho-
dowlaeh stacjonarnych (opisanych w artykule ,,Dobor szczepow i sktadu pod-
foza do produkcji biomasy Yarrowia lipolytica na substratach ttuszczowych”
— w tym numerze ,,Bioteehnologii”).

2.2. Metody analityczne

2.2.1. Oznaczanie biomasy

Biomase oznaezano wagowo, przy ezym probe pobierang z hodowli
(10 cm”) wirowano przy 4000 obr/min, biomase filtrowano na sgezkaeh fir-
my Synpor i suszono do statej masy w temp. 105°C.

2.2.2. Energia brutto

Wartos$¢ energetyczng fWE) drozdzy okres$lano jako eiepto catkowitego spa-
lania 1 grama s.m. drozdzy w automatycznym kalorymetrze KL-10. Do spa-
lania uzyto drutu oporowego Kanthal () 0,1 mm przy ci$nieniu tlenu 3,0 Mpa
wewngtrz bomby kalorymetrycznej.

2.2.3. Aminokwasy

Aminokwasy oznaezano technikg chromatograii cieczowej wg Moore i Ste-
in (15) uzywajac analizatora aminokwasow typu Amino Acid Analyser T-339.
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2.2.4. Wartos¢ biologiczna biatko

Warto$¢ biologiczng biatka (WB) oceniano metoda chemiczng, obliczajgc
wskaznik aminokwasowy metodg Osera (1). Tak oznaczona warto$¢ biologi-
czna jest $rednig geometryczng stosunku procentowego wszystkich niezbed-
nych aminokwaséw w biatku drozdzy do tych aminokwaséw w biatku jaja
kurzego, przyjetych za wzorzec.

2.2.5. Biatko
Biatko oznaczano metodg Kjedahla w aparacie typu Buchi 323.

2.2.6. Thuszcz surowy
Thuszcz oznaczano metodg Soxchleta uzywajac do ekstrakcji eter etylowy.

3. Wyniki i dyskusja

Drozdze V. lipolytica dobrze rosty, dajac wysoki plon biomasy, w pozywkach
syntetycznych zawierajgcych lipidy jako jedyne zrodio wegla i energii. W po-
rownaniu do tradycyjnych technologii produkcji drozdzy paszowych, bazuja-
cych na weglowodanach, osiagnieto prawie 2-krotnie wyzsza wydajnos$¢ bio-
masy, co nadaje temu procesowi walory konkurencyjnosci. W zaleznosci od
uzytego szczepu drozdzy, wynosita ona od 0,66 do 1,08 g/g wprowadzonego
substratu. Transformanty majgce uzdolnienia do wzrostu na sacharozie na-
gromadzaty na melasie biomase z wydajnoscig 0,49-0,51 g/g (tab. 1).

Tabela 1

Wydajnos$é wzrostu drozdzy na réznych substratach i charakterystyka otrzymanej biomasy

Rodzaj substratu

Yarrowia Olej rzepakowy Porafinacyjne kwasy Melasa
lipolytica thuszczowe
Y WE Biatko Y WE Biatko Y WE Biatko

alg MIkg %)  gig MIkg %)  glg MIkg (%)
A-101.1.22 brak

0.75 24,8 36,5 0,70 2715 341 rostu T -
A-10 brak

0.79 255 375 0,80 253 345 wzrostu - -
ATCC 8661 brak

1,08 252 337 095 245 394 orostu -
ATCC 20324 brak

0,85 278 31,3 076 244 421 sty -
JM23/pINA 169 066 205 509 0,70 21,0 489 039 208 342
W29 ura 3.302 brak . . brak i 0,45 195 29,2

wzrostu wzrostu

(podtoze zawierato NH4CI jako zrédio N, pH 5,3), Y — wydajno$¢ biomasy (g suchej bioma-
sy/g wprowadzonego ttuszczu lub sacharozy), WE — warto$¢ energetyczna.
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A-101.1.22
ATCC 8661

JIM23/pINA169

Rys. 1. Warto$¢ biologiczna biatka réznych szczepéw drozdzy Y. lipolytica.

Poziom biatka og6lnego w suchej masie drozdzy byt zréznicowany i wy-
nosit na substratach tluszczowych 31,3-50,9%b6, na melasie 29,2-34,2%b.
Generalnie, poziom biatka byt zbyt niski jak na wymagania stawiane droz-
dzom paszowym, ktére wynoszg od 40 do 52% (16). Nalezy dodac, ze sposrod
przebadanych szczepéw jedynie IM23/pINA 169 zawierat okoto 50% biatka.
Stosunkowo niski poziom biatka w badanych drozdzach maégt by¢ spowodo-
wany deficytem azotu w podlozu, co wymaga zoptymalizowania proporcji
pomiedzy stezeniem Zrodia wegla i azotu.

Wartos¢ energetyczna uzyskanej biomasy drozdzy, ksztattowala sie w gra-
nicach 19,4 - 27,8 MJ/kg i byla wyzsza niz warto$¢ podawana przez normy
zyAvleniowe. Na podkreslenie zastuguje to, ze drozdze wyprodukowane na
lipidach miaty $rednio o 25% wyzszg wartos¢ energetyczng w poréwnaniu
do uzyskanych na melasie. Warto$¢ energetyczna biomasy szczepu JM23/pINA
169 wyprodukowana na ttuszczach i melasie byta podobna i wynosita 20,5
-21,0 MJ/kg. Wysoka wartos¢ energetyczna biomasy drozdzowej uzyskanej
na ttuszczach jest korzystna z punktu widzenia Z3rwieniowego. W praktycz-
nym zywieniu miodych zwierzat, podane w mieszance drozdze wyproduko-
wane na ttuszczach dostarczajg wiecej potrzebnej zwierzetom energii.

Warto$¢ biologiczna biomasy drozdzowej SciSle wigze sie z zawartoScig
w niej niezbednych aminokwaséw. Oznaczony skiad aminokwasowy trzech
szczepOw drozdzy rosngcych na oleju rzepakowym i porafinacyjnych kwasach
ttuszczowych, wskazuje, ze A-101.1.22 i ATCC 8661 bez wzgledu na Zrodio
wegta miaty podobng warto$¢ biologiczng, ktéra wynosita 73,1 - 77,1%. Na-
tomiast biomasa szczepu JM23/pINA 169, zawierajaca ponad 50% biatka
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og6lnego, miata niska warto$¢ biologiczng 46,6% (lys. 1). Biatko tego szczepu
zawierato prawie 2 razy mniej lizyny, cystyny i fenyloataniny w poréwnaniu
do biatek szczepow A-101.1.22 i ATCC 8661, zawierajgcych podobng ilos$¢
aminokwaséw niezaleznie od zastosowanego surowca ttuszczowego. Zaobser-
wowano jedynie znaczny wzrost poziomu fenytoataniny w drozdzach ATCC
8661, wyprodukowanych na porafinacyjnych kwasach ttuszczowych (tab. 2).

Tabela 2
Sk#ad AMINOKWASOWY drozdzy Y. lipolytica OTRZYMANYCH NA ROZNYCH SUBSTRATACH TLUSZCZOWYCH
(9/100 g biatka)

Y. lipolytica Y. lipolytica Y. lipolytica
Aminokwas A-101.1.22 ATCC 8661 JM-23/pINA 169

SORZ PKT SORZ PKT SORZ
lizyna 8,2 8,5 7,7 8,4 4,7
leucyna 9,7 11,0 91 10,5 55
izoleucyna 4,2 4,3 4,0 4,2 2,4
walina 47 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 51 5,3 55 3,0
fenyloalanina 55 3,9 3,2 57 2,4
tiyptofan 1,6 1,7 1,6 1,7 0,9

Przy wyborze szczepu produkcyjnego do biosyntezy SCP wazna jest nie
tylko wysoka zawartos¢ biatka, jego sktad aminokwasowy, tecz takze wysoka
wydajnos¢ i szybkos$¢ wzrostu drozdzy oraz mozliwos¢ prowadzenia procesu
w warunkach niesteiylnych. Takie wymagania spetniat szczep ATCC 8661,
ktéry w niskim pH 3,5 wykazywat wysokie tempo wzrostu na porafinacyjnych
kwasach tluszczowych (dane nie publikowane), z tego wzgledu szczep ten
zostat wybrany do dalszych badan.

Tabela 3
Charakterystyka biomasy drozdzy y. UpoiyUca atcc 866i w hodowlach na pkt
PRZY ZROZNICOWANYM ZRODLE AZOTU | PH

5 Plon biomas Wartos$¢ biologiczna Tthuszcz Biatko ogdlne
Zrddto azotu pH @ Y (%) 9 (%) ()
(NH4)2504 53 22,1 79,7 11,9 35,4
(NH4)2504 35 18,8 77,4 28,1 43,9
(NH4)2HPO4 5,3 19,7 78,0 18,7 38,9
NH4NO3 5,3 19,1 75,8 16,1 39,0

NHA4CI 53 18,9 74,9 14,2 39,4
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Majac na uwadze, ze sktad chemiezny biomasy drozdzy zalezy od skiadu
pozywki i warunkéw hodowlanych (7), oceniono wplrw Zrodta azotu na po-
ziom biatka, jego skfad aminokwasowy oraz zawarto$¢ ttuszczu w biomasie
drozdzy Y. lipolytica ATCC 8661. Hodowle w pozywee z siarczanem amono-
wym prowadzono przy pH 5,3 i pH 3,5. Rodzaj uzytych soli amonowych nie
wptywatl wyraznie na ilo$¢ biatka, ktéra w hodowli w pH 5,3 ksztattowata
sie w zakresie 35,4-39,4%. Wzrost zawartosei biatka z 35,4 do 43,9%, uzy-
skano w hodowli z (NH4)2S04 w pH 3,5 (tab. 3). Zawarto$¢ biatka w droz-
dzach paszowych Torala utilis, Candida utilis, Saccharomyces cereuisiae czy
Kluyueromyces fragilis wynosita od 52 do 54%, w zaleznosci od stosowanego
substratu, a Candida lipolytica hodowana na n-alkanaeh gromadzita nawet
do 65% biatka (12,22). Warto$¢ biologiczna biatka wahata sie w granicach
od 74,9 do 79,7% (tab. 3). Uzyskana w badaniach Waslien i wsp. (23) warto$¢
biologiczna drozdzy paszowych Candida utilis byta zr6znicowana w zaleznosci
od stosowanego szczepu i wynosita od 51 do 87%. Nalezy dodaé, ze tak
wysoka warto$¢ biotogiezna biatka badanego szczepu ATCC 8661 wynikata
z duzej zawartosci w nim niezbednych aminokwaséw, a zwilaszcza fenyloala-
niny i lizyny (tab. 4). Jedynie poziom metioniny byt nizszy w poréwnaniu
do standardéw FAO (tab. 5) (4). Zmiana parametrow hodowlanych tub in-
gerencja w materiat genetyczny mikroorganizmu, poprzez mutaeje tub fuzje
protoplastéw, moze podnie$¢ zawartos¢ aminokwaséw siarkowych w bioma-
sie drozdzy. Wedtug Halasza i wsp. (7) ilos¢ metioniny w biatku mozna zwie-
kszy¢ poprzez ograniczenie natlenienia brzeczki hodowlanej tub zmiane skia-
du pozywki.

Tabela 4
Poziom niezbednych aminokwaséw w biatku drozdzy Y. lipolytica ATCC Seei (g/lOOg biatka)

Aminokwas (Np'*H4)§%04 (Npi4)?2)’8»504 (NI;|4_1|)25F’|3PO4 r?) TE%S pNHH%Cé
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 49 4,7 4,8 4,8 4,8
metionina 1,3 1.3 1,3 11 12
cystyna 1,6 11 15 14 1,0
tryptofan 1,7 16 1,6 1,7 1,6
treonina 55 5,1 5,3 4,5 55
fenyloalanina 51 6,1 4,9 5,3 5,7

dane dotyczg hodowli przedstawionych w tab. 3
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Tabela 5
Poréwnanie sk#adu aminokwasowego réznych drozdzy (g/ioog biatka)

Aminokwas AT\éCIigggyltiCI?KT nTa:lQﬂ'yy“{i% Smﬁiii“fige iﬁi”gfgfdyzy”?ﬁ
cystyna 1,1 1,1 1,6 0.9
izoleucyna 4,0 4,5 55 31
leucyna 95 7,0 79 7,7
lizyna 8,2 7,0 8,2 6,4
metionina 1,3 1,8 25 15
fenyloalanina 6,1 4,4 4,5 3,8
tyrozyna 51 4,9 4,8 3,7
tryptofan 1,6 1,4 1,2 1,2
walina 4,7 5,4 55 3,8

W hodowli z (NH4)2S04 w pH 3,5, drozdze zawieraly takze najwyzszg ilos¢
thuszczu 28,1% (tab. 3). W hodowlach z innymi zrédtami azotu, poziom ttu-
szczu w suchej masie drozdzy byt w granicach 11,9-18,7%. Wedtug Montet
i wsp. (13,14) drozdze Y. lipolytica akumuluja duzg ilos¢ Single Celi Lipid,
ktore zawierajg cenne z punktu widzenia zywieniowego nienasycone kwasy
ttuszczowe, w tym okoto 29% kwasu linotenowego. Natomiast na weglowo-
danach biomasa drozdzy Y. lipolytica zawierata ponizej 2% ttuszczu (10).
Inne szczepy drozdzy hodowane na serwatce, etanolu, n-parafinach lub me-
lasie zawieraty odpowiednio 1,0, 7,0, 8,1 i 6,3% ttuszczu (12).

Majac na uwadze, ze istnieje mozliwo$¢ czeSciowego zastgpienia Sruty
sojowej drozdzami, w badaniach Fritz i wsp. (5) wykazano, ze drozdze Tn-
chosporon cutaneum zawierajgce duzg ilos¢ ttuszczu, nie miafy wplywu na
polepszenie wynikéw produkcyjnych. Z badan Tiews i wsp. (21) wynika, ze
w mieszankach dla kurczat brojleréw mozna stosowa¢ do 15% drozdzy al-
kanowych z gatunku Y. lipolytica 0 nazwie handlowej Lavera lub Torpina.
W Polsce drozdze alkanowe nie sg dopuszczone do produkcji pasz. Mozliwo$¢
zastgpienia $ruty sojowej w mieszankach dla kurczat brojleréw biomasa ,,PE-
KILO”, potwierdzili w swoich badaniach Korniewicz i wsp. (9). Natomiast
Barteczko i Kaminski stosujac jedynie tanie ttuszcze odpadowe jako energe-
tyczne zamienniki zbdz, nie wykazali negatywnego ich wptywu na zdrowot-
nos¢ ptakéw i jakos¢ produktu finalnego (2).

Bedace przedmiotem badan drozdze Y. lipolytica odznaczaty sie wysoce
dynamicznym wzrostem na substratach ttuszczowych. Biomasa drozdzy
charakteryzowata sie wysoka wartoscia biologiczng i energetyczng. Ze wzgle-
du jednak na zbyt niskg zawarto$¢ biatka, konieczna bedzie optymalizacja
hodowli i skfadu pozywki w celu uzyskania wysokiej wartosci produktu fi-
nalnego, ktdiy moze znalez¢ zastosowanie jako drozdze paszowe.
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©CoNO

Characteristic of Yarrowia lipolytica biomass produced on lipid substrates

Sumarry

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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Yarrowia lipolytica, crude rapeseed oil, waste fatty acids, Single-Cell-Protein, fodder yeast.
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