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1. Wprowadzenie

Wsréd mikroorganizmoéw znane sg szczepy bakterii, drozdzy, grzybéw plesniowych oraz
mikroalg predysponowanych do biosyntezy ttuszczéw (1-7).

Niektore drobnoustroje stosuje sie w biosyntezie ttuszczéw o specyficznym skiadzie lub do
otrzymywania niekonwencjonalnych kwasow tluszczowych, np. y-linolenowego lub eikozapen-
taenowy, bardzo pozadanych w zywieniu (1,7,8).

Postep w ulepszaniu cech drobnoustrojow oraz optymalizacja warunkéw ich hodowli do-
prowadzity do opracowania technologii mikrobiologicznej biosyntezy ttuszczu o skiadzie kwa-
séw tluszczowych podobnym do masta kakaowego (5,7).

Wydajnos¢ biosyntezy, sktad i cechy ttuszczu mikrobiologicznego zalezg przede wszystkim
od sktadu pozywki, whasciwosci drobnoustrojow oraz warunkéw ich hodowli (5,7).

Z badan Gada i wsp. (5) wynika, ze namnazajgc Aspergillus nidulans lub Penicillium sopli
na pozywce z melasy buraczanej mozna otrzyma¢ biomase zawierajagca okoto 50% tluszczu
w suchej masie. W procentowym skladzie kwaséw tluszczowych wystepujacych w tym thusz-
czu stwierdzono obecnos$¢ kwasow; oleinowego - 40%, palmitynowego - 21%, linolowego -
17% i stearynowego - 15%.

Podobng wydajnos¢ biosyntezy lipidow uzyskal Damm w hodowli grzybéw Fusarium bul-
bigenum (5).

Z dostepnych informacji literaturowych wynika, ze lipidy uzyskane z biomasy grzybéw
plesniowych charakteryzujg sie wyzszg zawartosciag kwaséw tluszczowych nienasyconych niz
lipidy syntetyzowane przez drozdze (5). Niektore grzyby plesniowe namnazane w pozywce
z dodatkiem tluszczéw prowadza ich hydrolize do kwaséw ttuszczowych, czes¢ z nich wyko-
rzystujac do biosyntezy lipidéw wewnatrzkomoérkowych (4-7). Mozna w ten sposéb otrzymac
tluszcze o zmienionym sktadzie i wtasciwosciach w poréwnaniu do substratu (4-7).

Celem badan byto:

- sprawdzenie mozliwosci wykorzystania toju wotowego oraz tluszczu drobiowego jako
sktadnika pozywki w hodowli grzybéw plesniowych,

- okreslenie wptywu warunkéw hodowli grzybéw na wydajnos¢ biosyntezy lipidow we-
wnatrzkomorkowych oraz ich skiad i wiasciwosci.

2. Materiat i metodyka
Thuszcze

Stosowano $wiezy t6j wotowy lub tluszcz drobiowy. Ttuszcze pasteryzowano w 63°C (30
min) i po ochtodzeniu do 45°C dodawano je do pozywki.
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Szczepy grzybéw

Stosowano nastepujgce szczepy grzybow; Aspergillus niger-3, Geotrichum candidum - 15
oraz Mucor miehei. Otrzymano je z kolekcji Instytutu Biotechnologii Zywnosci Akademii Rolni-

czo-Technicznej w Olsztynie. Szczepy hodowano na skosnych podtozach brzeczka-agar.

Skiad pozywki oraz warunki hodowii grzybow

W hodowli grzybéw stosowano pozywke o skiadzie; ttuszcz - 3% v/v, glukoza 1% wilv,
NaNOa - 0,2% wl/v, KOI - 0,05% w/v, KH2PO4 - 0,1% w/v, MgSo4 X THgO - 0,05% w/v, FeSo4 -
0,002% wl/v.

Kwasowos$¢ pozywki doprowadzano do pH 4,5 stosujgc w tym celu IN roztwér HCI.

Hodowle grzybéw prowadzono metodg stacjonarng (powierzchniowg) w 200 cm pozywki
w butelkach ,,Roux” lub metoda wgtebng wstrzagsang w 200 cm” pozywki w koibach stozkowych
umieszczonych na wstrzgsarce firmy Unipan typ 357 (150 suwéw/min) lub metoda wgtebng
w 10 dm® pozywki w fermentorze New Brunswick, stosujac ciggte mieszanie (200 rpm); napo-
wietrzanie (8000 cm®/min) oraz automatyczna reguiacje kwasowosci do poziomu pH 4,5.

Podloze zaszczepiano inokuium grzybéw przygotowanym metoda opisana w poprzedniej
pracy (9).

Hodowle grzybdéw prowadzono w 28°C przez 120 godzin. Grzybnie oddzieiano od pozywki
metoda filtracji na saczku Schotta (porowatos¢ 1,7G). W grzybni (po jej przemyciu eterem nafto-
wym) oznaczano zawartos¢ suchej masy, ttuszczu i azotu ogétem (6).

Thuszcz wewnatrzkomoérkowy ekstrahowano z grzybni trzykrotnie, po jej mechanicznej dezin-
tegracji, stosujac w tym celu rozpuszczalnik o skladzie chloroform;metanol (2;1).

W ttuszczu wewngtrzkomdérkowym oznaczano procentowy udziat kwaséw ttuszczowych me-
todg chromatografii gazowej (11) oraz liczbe kwasowa (10), liczbe jodowa (10) i wspoétczynnik
refrakcji  (10). Ozitaczano réwniez sklad kwaséw ttuszczowych frakcji wolnych kwasow
ttuszczowych (12,13).

3. Wyniki i dyskusja

W pracy oceniano przyrosty biomasy grzybéw plesniowych namnazanych w pozywce
z udziatem toju wotowego lub ttuszczu drobiowego.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze na pozywce z dodatkiem toju
wotowego uzyskano nizsze przyrosty biomasy w poréwnaniu z wydajnoscig biomasy odpo-
wiednich grzybéw namnazanych na pozywce z ttuszczem drobiowym (tab. 1).

Sposrdd trzech wybranych szczepow grzybdéw plesniowych, najkorzystniejszy przyrost bio-
masy otrzymano po hodowli Geotrichum candidum (metoda powierzchniowg) na pozywce z
dodatkiem ttuszczu drobiowego - 9,49 g s.m./dm®, a najnizszy po hodowli Mucor miehei (me-
toda wstrzasang) na pozywce z tojem wotowym - 1,35 g s.m./dm®.

Skiad pozywki, rodzaj grzybow oraz metoda ich hodowli decydowaty réwniez o wydajnosci
biosyntezy biatka i ttuszczu (tab. 1). Z analizy uzyskanych wynikéw widaé, ze dodatek ttuszczu
(szczegodlnie drobiowego) do pozynvki intensyfikuje biosynteze tluszczu (tab. 1). Jej wydajnosc¢
przy wzroscie grzybéw w pozywce bez ttuszczéw miescita sie w granicach od 0,39 g do 0,69
g/dm®: na pozywce z dodatkiem toju wotowego wynosita od 0,58 g/dm® do 1,65 g/dm®, a na po-
zywce z dodatkiem ttuszczu drobiowego od 0,57 g do 2,98 g/dm®. O wydajnosci biosyntezy lipi-
doéw decydowat réwniez rodzaj grzybow. Najkorzystniejsze efekty uzyskano po hodowli Geotri-
chum candidum (tab. 1).

Przedmiotem badan byto réwniez okreslenie stopnia wykorzystania ttuszczu przez grzyby.

Stopien wykorzystania toju wotowego wynosit od 5,1% po powierzchniowej hodowli Mucor
miehei do 51,2% po hodowii Geotrichum candidum prowadzonej w tych samych warunkach.
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Tabelal
Wyda|nos$¢ biosyntezy sktadnikéw suchs| maay grzyboéw piesniowych w zaisznosci od warunkéw
ich hodowli
Metoda Wydajnos¢ biosyntezy w g/dm”
Rodzaj grzybow hOdOV\f“ sucha masa biatko ogétem tluszcz ogétem
grzybow
A B C A B C A B C
Aspergillus niger 2,47 285 497 042 047 083 051 1,05 1,15
Geotrichum candidum P 2,13 4,19 9,49 0,50 0,70 1,96 0,52 1,65 2,98
Mucor miehei 1,49 1,43 1,75 0,34 0,22 0,25 0,40 0,65 0,85
Aspergillus niger 4,34 2,75 4,88 0,58 0,30 0,81 0,62 0,86 1,31
Geotrichum candidum Ww 694 395 914 0091 0,55 1,48 069 0,92 1,86
Mucor miehei 2,02 1,75 3,08 0,24 0,27 042 054 0,64 0,70
Aspergillus niger 3,12 158 28 055 056 068 049 0,92 1,65
Geotrihum candidum w, 1,65 1,39 4,27 0,75 0,53 0,92 0,39 0,85 2,19
Mucor miehei 2,12 1,35 1,85 0,44 0,46 0,44 0,44 0,58 0,57

Warunki hodowli: kwasowos$¢ pozywki pH 4,5, temp. 28°C, czas hodowli 120 godz; A - pozywka bez do-
datku tluszczu, B - pozywka z 3% v/v dodatkiem toju wotowego, C - pozywka z 3% v/v dodatkiem ttuszczu
drobiowego, P - hodowla stacjonarna w butelkach ,,Roux", - hodowla wykonana na wstrzasarce, -
hodowla w fermentorze.

Oceniajgc stopien wykorzystania ttuszczu drobiowego stwierdzono, ze miescit sie on w gra-
nicach od 18,1% po powierzchniowej hodowli A. niger do 69,6% po powierzchniowej hodowli
Geotrichum candidum (rys. 1).

Znajac stopien wykorzystania ttuszczéw przez grzyby plesniowe oraz wydajnos¢ biosyntezy
lipidéw obliczono, ze do syntezy 1 g lipidow wewnatrzkomoérkowych grzyby zuzywaty od
2,3 g do 11,5 g ttluszczéw obecnych w pozywce. Stwierdzono, ze o efektach biologicznego

Aspergillus Geotrichum Mucor miehei
niger 3 candidum 15 NH

Rys. 1. Stopien wykorzystania ttuszczu w zaleznosci od rodzaju grzybéw oraz metody ich hodowli.
| | = metoda powierzchniowa pP=) - metoda wstrzasana - metoda wgtebna; | - pozywka
z tojem; Il - pozywka z ttuszczem drobiowym.
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przetwarzania ttuszczéw pozywki do lipidow wewnagtrzkomoérkowych grzybéw decyduje przede
wszystkim ich rodzaj oraz metoda hodowli.

A. niger i M. miehei do syntezy 1 g lipidéw wewngtrzkomoérkowych zuzywaly wiecej thusz-
czow pozywki w hodowli metoda wgtebna wstrzgsana lub wgtebng w fermentorze niz w hodowli
prowadzonej w butelkach ,,Roux".

Prawdopodobnie o efektywnosci biokonwersji ttuszczéw pozywki w lipidy wewnatrzkomor-
kowe grzybéw decyduje stopienn napowietrzania podczas ich hodowli. Im wyzszy stopien na-
powietrzania (hodowla w kolbach na wstrzgsarce i hodowla w fermentorze) tym petniejsza bio-
degradacja ttuszczéw z pominieciem ich wigczania w skitad grzybni.

Zaleznosci tej nie stwierdzono w ocenie efektéw biokonwersji ttuszczéw pozywki po hodowli
Geotrichum candidum.

Analiza skladu kwasoéw ttuszczowych lipidow wewnatrzkomérkowych grzyboéw wykazata, ze
zalezy on zaréwno od rodzaju tluszczu dodanego do pozywki, jak réwniez od rodzaju grzybéw
i metody ich hodowli (tab. 2-5).

Poréwnujac procentowe udzialy poszczegdlnych kwaséw ttuszczowych w lipidach we-
wnatrzkomérkowych grzybéw namnazanych na pozywce z dodatkiem toju wotowego (tab. 2)
i na pozywce z ttluszczem drobiowym (tab. 3) znaczace réznice stwierdzono w procentowym
udziale takich kwasoéw jak: mirystynowy (Ci4;0), tetradecenowy (Ci4;i), pentadekanowy (Cis:0),
palmitynowy (Ci6:0). palmitoleinowy (Cien), heptadekanowy (Ci7;0), heptadecenowy (Ci7;i), ste-
arynowy (Ci8:0), oleinowy (Cis:i) oraz kwas linolowy (Cis8:2)-

Tabela2

Wptyw metody hodowli na sktad kwasow ttuszczowych ttuszczu wewnagtrzkomaérkowego grzybow
namnazanych na pozywce z udziate toju wotowego. (Wyniki Srednie z trzech hodowli)

Rodzaj % udziat w thuszczu wewnatrzkomoérkowym
o 5\3,:25:20— Aspergillus niger 3 Geotrichum candidum 15 Mucor miehei NH
wego P W w, P Ww w, P Ww w,
1 14:0 2,7 2,0 1.3 2,4 1,8 1.2 25 1.6 1.0
2 14:1 1.2 0,8 0,4 0,7 0,7 0,4 0,9 0,5 0,5
3 15:0izo 0,9 Sl Sk 0,7 S 81, 0.7 $l. $l.
4 15:0 0,5 0,6 0,5 0,3 0,6 0,6 0,4 0,6 0.7
5 16:0 28,2 27,8 25,6 26,7 21,8 31,4 26,5 25,3 35,2
6 16:1 3,5 4,2 3,2 3,4 4.5 3,6 3,8 35 3,5
7 17:0 1,8 0,6 14 1.7 14 1,7 1.6 1.6 18
8 17:1 0,8 0.2 0,7 0,7 1.0 0.5 0,8 0,8 0,5
9 18:0 28,1 22,6 24,8 30,0 17,6 30,4 24,4 22,2 26,9
10 18:1 26,7 34,8 35,0 28,6 445 22,6 32,6 36,6 249
11 18:2 3.8 57 5,9 3,6 52 6,5 4,3 6.5 3.2
12 18:3 0,4 0,4 0,4 0.4 0,3 0,7 0,6 0,3 0,3
13 20:0 0,6 - 0.3 0,4 $l. $l. 0.4 Sl Sl
14 20:1 0,8 0,3 0,5 0,4 0,6 0,4 0,5 0,5 0,6

Oznaczenia skrétow;
P - hodowla grzybéw w butelkach ,,Roux”,

- hodowla grzybéw w kolbach na wstrzasarce,
W, - hodowla grzyb6éw w fermentorze.
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Tabela3

Wplyw metody hodowli na sktad kwasoéw ttuszczowych ttuszczu wewnatrzkomoérkowego grzybéw
namnazanych na pozywce z udziatem tluszczu drobiowego. Wyniki Srednie z trzech powt6érzen

Rodzaj Thuszcz wewnatrzkomorkowy grzybéw
kwasu Aspergillus niger 3 Geotrichum candidum 15 Mucor miehei NH
Lp-  tluszczo-

wego P Ww w, P W, P Ww w,
1 14:0 0,8 0,7 0,7 0,3 0,4 0,9 11 0,6 0,8
2 14:1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,2 0,5 0,2 1.0
3 15:0 0,3 0,2 0,3 0,1 0,1 0,3 0.4 0,2 0,1
4 16:0 30,1 28,0 27,2 24,2 29,1 37,5 30,4 27,2 28,6
5 16:1 7.8 8,5 8,4 7,2 71 6,5 9,0 12,2 8,2
6 17:0 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3
7 17:1 0,2 0,2 0,2 0.2 0,1 0,3 0.3 0.3 0,3
8 18:0 6,4 51 57 6,4 7,8 8,3 6,0 6,1 6,2
9 18:1 44,9 48,6 46,1 50,4 44,8 37,0 43,9 38,8 44,6
10 18:2 7,7 7,0 9,6 9.4 9,1 7,4 6,8 13,0 8,2
1 18:3 0,6 0,5 0,7 0,6 0,5 0,7 0,6 0,7 0,9
12 20:1 0,6 0,7 0,7 0,8 0,6 0,5 0,7 0,4 0,8

Oznaczenia skrotow jak w tab.2.

Oceniajgc procentowy skitad kwasow tluszczowych we frakcjach wolnych kwaséw
ttuszczowych wydzielonych z grzybni: A. niger, G. candidum i M. miehei uzyskanych na po-
zywce z udziatem toju wolowego (tab. 4) lub ttuszczu drobiowego (tab. 5), znaczace réznice
stwierdzono w udziale takich kwaséw jak: palmitynowy, stearynowy, oleinowy i linolowy. O pro-
centowym sktadzie kwaséw ttuszczowych we frakcji wolnych kwaséw ttuszczowych wydzielo-
nych z lipidow wewnatrzkomérkowych poréwnywanych grzybni decyduje réwniez: rodzaj
tluszczu w pozywce, rodzaj grzybéw oraz metoda ich hodowli (tab. 4 i 5).

Ro6znice w skiadzie kwasoéw ttuszczowych poréwnywanych prébek lipidéw wewnatrzkomor-
kowych grzybéw potwierdzono oznaczajac liczby: kwasowe i jodowe oraz wspoétczynniki refra-
kcji. Wartosci liczby kwasowej miescity sie w granicach od 14,6 dla lipidéw z grzybni M. miehei
namnazanej metoda powierzchniowag na pozywce z ttuszczem drobiowym do 182,5 dla lipidow
tego samego grzyba namnazanego metoda wgtebng na pozywce z tojem wotowym.

W ocenie lipidow wewngtrzkomérkowych poréwnywanych grzybéw zauwazono, ze lipidy
otrzymane z grzybni namnazanej metoda wgtebna wstrzasang lub wgtebng w fermentorze
charakteryzowaty sie wyzsza liczbg kwasowa niz te z grzybni otrzymywanych metoda powierz-
chniowa. O wartosci liczby jodowej lipidéw grzybow plesniowych decyduje przede wszystkim
rodzaj tluszczu w pozywce. Wartos¢ liczby jodowej miescita sie w granicach 37,3-42,5 dla
lipidéw z grzybni namnazanej na pozywce z dodatkiem toju wotowego oraz 54,5 do 71,1 dla
lipidow z grzybni otrzymanych na pozywce z dodatkiem tluszczu drobiowego. Wartosci
wspotczynnikow refrakcji dla prébek lipidéw wewnatrzkomérkowych grzybéw namnazanych na
pozywce z tojem wotowym mieszczg sie w granicach od 1,4501 do 1,4730 oraz od 1,4520 do
1,4609 dla lipidéw z grzybni otrzymanych na pozywce z tluszczem drobiowym.
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Tabelad

Sktad wolnych kwasoéw ttuszczowych ttuszczu wewngtrzkomérkowego grzybéw namnazanych na po-
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15:0
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zywce z dodatkiem toju wotowego. Wyniki Srednie z trzech hodowli

% udziat w thuszczu wewnatrzkomoérkowym

Aspergillus niger 3

P

13
0,5
0,3
0,2
31,8
2,1
0,6
0,4
19,4
41,0
15
0,2
0,1
0,6

Ww

1.8
0.7
él.
0,5
26,0
4,0
11
0,5
21,6
36,0
6,8
0,3
0,2
0,5

Oznaczenia skrotow jak w tab. 2.
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2,0
0,6
S
0,8
28,6
3,0
1.7
0.5
27,8
28,8
3,7
0,7
0,3
15

Geotrichum candidum 15

p

14
0,6
0,4
0.2

46,4
16
1.0
03

27,3

185
0.4
0,6
0,4
0,9

Ww

2,1
11
8l
0,6
26,8
4,4
1,3
0,7
22,4
33,7
2,6
13
0,2
2,8
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0.3
sl
0,5
34,0
2,7
1.6
0,3
32,5
20,2
4,8
0,3
0,4
0,9

Mucor miehei NH

12
0.4
0.4
0,2
34,0
17
0,9
0.3
241
34,2
14
0,3
0,2
0,7
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15
0.6
sl.
0,2
19,0
4,0
0,8
0,7
18,4
49,1
8,8
0,3
0,2
14
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19
0,4
sl.
0,6
38,0
3,4
19
0,2
26,7
23,4
2,4
0,1
sl.
1.0

Tabeiab

Sktad wolnych kwasoéw ttuszczowych ttuszczu wewngtrzkomorkowego grzybéw po ich hodowli na po-
zywce z dodatkiem ttuszczu drobiowego. Wyniki Srednie z trzech hodowli
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Rodzaj
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tluszczo-
wego
14:0
14:1
15:0
16:0
16:1
17:0
17:1
18:0
18:1
18:2
18:3
20:1

Aspergillus niger 3

P

1,3
0,3
0,2
31,9
6.8
0.1
0,1
41
48,6
51
0,5
1,0

Wiy

0,6
0.3
0,2
28,7
7,6
0.1
0,1
58
49,3
6,2
0,3
0,8

Oznaczenia skrotéw jak w tab.2.
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w,
2,2
0,6
0,5
44,0
51
0,4
0,3
8,4
29,5
3,7
1,6
3,7

Rodzaj kwasu ttuszczowego

Geotrichum candidum 15

P

1,2
0.3
0,2
28,6
52
01
01
4,9
51,7
53
0,8
1,6

Wy,
0,4
0,1
0,1

25,0
5,9
0,2
0.1
5.8

53,5
7,6
0,3
1,0

w,
1,6
0,5
0,6
47,7
4,6
0.3
0,2
9,0
30,1
3,3
0,5
1,6

Mucor miehei NH

0,8
0,6
0,1
31,1
6,6
0,2
0,1
5,2
47,6
5,0
1.0
1,7

1.6
0,3
0,2
33,6
8,6
0,4
0,2
7,3
38,4
6,5
0,8
2,1

w,
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4. Podsumowanie

Uzyskane w pracy wyniki potwierdzity zatozenia i hipotezy badan. Stwierdzono, ze wybrane
szczepy grzybow plesniowych, wykazujgce aktywnos¢ lipolityczng, wykorzystujg ttuszcze do-
dane do pozywki jako zrodto energii w biosyntezie sktadnikéw grzybni. Rodzaj ttuszczu w po-
zywce oraz rodzaj grzybéw i metoda ich hodowli decydujg zarébwno o wydajnosci biosyntezy
lipidow wewnatrzkomorkowych, jak réwniez stanowig o ich sktadzie i wiasciwosciach.

Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze istniejg technologiczne
mozliwosci przetwarzania ttuszczu w skiadniki biomasy, w tym w tluszcze charakteryzujace sie
ulepszonym sktadem kwaséw ttuszczowych. Istniejg zatem realne mozliwosci mikrobiologicznej
konwersji nieatrakcyjnych tluszczow (14) Ilub tluszczow odpadowych, np. w Sciekach,
w wartosciowe tluszcze przydatne w przemysle spozywczym, kosmetycznym lub jako kompo-
nenty paliw ptynnych.
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The influence of growth conditions and medium composition
on yield biosynthesis of fungal intracellular lipids

Summary

The cultivation of Aspergillus niger, Geotrichum candidum and Mucor miehei was carried out on a
medium with addition of beef tallow or poultry fat. The fungi synthesized from 0,34 to 2,98 of lipids/dm”.
The degree of the utilization of the fats by the fungi amounted to from 5,1% up to 69,6%. The type of fat in
medium, species of fungi and the methods of their cultivation influenced the composition of fatty acids
and the properties of intracellular lipids.
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