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OCENA ZDOLNOSCI BIOSYNTEZY TLUSZCZU
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ZAWIERAJACYCH ZIEMNIACZANA ODPADOWA WODE
SOKOWA WZBOGACONA GLICEROLEM
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Lidia Stasiak-Ro6zanska, Magdalena Maszewska
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Streszczenie. Celem badan byto okreslenie zdolno$ci wzrostu drozdzy Rhodotorula graci-
lis i biosyntezy przez nie wewnatrzkomérkowego ttuszczu (SCO — Single Cell Oil) podczas
72-godzinnej hodowli wglebnej w podlozach zawierajacych ziemniaczang odpadowa wodg
sokowa wzbogacona glicerolem w ilosciach 5, 10, 15 1 20% obj. Najwigkszy plon bioma-
sy komorkowej (28,65 g, -dm™) uzyskano w podtozu zawierajacym 5% obj. glicerolu,
a najwiecej wewnatrzkomorkowego ttuszezu (25,57 g:100 g, ') stwierdzono w biomasie
drozdzy rosnacych w podtozach zawierajacych 20% obj. glicerolu. Ta iloé¢ tluszczu byta
3 i 5 razy wigksza w poréwnaniu z eksperymentami prowadzonymi w podtozu kontrolnym
YPD (8,87 g-100 g, . ") i doswiadczalnym bez gliceryny (4,81 g-100 g, ). W podtozach
wzbogaconych 15 lub 20% obj. dodatkiem glicerolu najwigksza objgtosciowa produk-
tywnos¢ biosyntezy tluszczu w komorkach stosowanego szczepu drozdzy przekraczata
5 g-dm™. Hodowla wglebna drozdzy Rhodotorula gracilis w podtozu stanowiacym odpa-
dowa wodg sokowa ziemniaczana wzbogacona glicerolem w ilosci 15-20% obj. prowadzi
do biosyntezy tluszczu wewnatrzkomorkowego.

Stowa kluczowe: SCO (Single Cell Oil), Rhodotorula, ziemniaczana odpadowa woda so-
kowa, glicerol, biosynteza wewnatrzkomorkowego ttuszczu

WSTEP

Wszystkie mikroorganizmy produkuja substancje ttuszczowe niezbgdne do tworze-
nia bton komorkowych. Jedynie w przypadku niektorych drobnoustrojow thuszcz moze
by¢ odktadany w komoérkach jako substancja zapasowa. Szczepy, w ktorych thuszcz

Adres do korespondencji — Corresponding author: Stanistaw Btazejak, Szkota Gtéwna Gospodar-
stwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk o Zywnoéci, Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnoéci, ul. Nowoursynowska 159¢, 02-776 Warszawa, e-mail: stanislaw_blazejak@sggw.pl



4 S. Blazejak, I. Gientka, A. Bzducha-Wrobel i inni

moze stanowi¢ wigcej niz 20% suchej substancji biomasy nazywa si¢ ,,olejogennymi”
(ang. oleaginous) [Ratledge 2002, Ratledge 2004, Karatay i Donmez 2010]. Produkcja
olejow pochodzenia mikrobiologicznego SCO (ang. Single Cell Oil), w poréwnaniu
do otrzymywanych z tradycyjnych surowcow roslinnych lub zwierzgcych, niesie ze
soba wiele korzysci. Jest niezalezna od klimatu, wymaga stosunkowo niewiele pracy
ludzkiej, cykl produkcji jest krotki, a sktad kwasow ttuszczowych moze by¢ modyfiko-
wany zmianami parametréw srodowiska hodowlanego biomasy [Komorowski i Btaze-
jak 2011]. Ze wzgledu na zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, olej
mikrobiologiczny moze by¢ stosowany jako dodatek do preparatow w zywieniu ludzi
lub w postaci biomasy komoérkowej, jako wysokoenergetyczny dodatek paszowy dla
zwierzat. Spos$rod poznanych szczepow drozdzy olejogennych wigkszo$¢é nalezy do
rodzajow Cryptococcus, Lipomyces, Candida, Yarrowia i Rhodotorula [Li i in. 2008,
Ageitos i in. 2011].

Drozdze z gatunku Rhodotorula gracilis sa anamorficzna forma Rhodosporidium
toruloides, zaliczana do rodziny Sporidiobolaceae, rzgdu Sporidiales, klasy Uredinio-
mycetes i gromady podstawczakow (Basidiomycota) w krolestwie grzybow (Fungi)
[Fell i in. 1998]. Poza biosynteza karotenoidow (beta-karoten, torulen, torularodyna),
ktore nadaja koloniom ré6zowo-tososiowe zabarwienie, wykazuja szczeg6lng zdolnos$¢
wewnatrzkomorkowego gromadzenia ttuszczu jako substancji zapasowej [Buzzini i in.
2007, Saenge i in. 2011]. Biosynteza lipidow w komorkach drozdzy olejogennych roz-
poczyna si¢ zazwyczaj w obecnosci duzej zawartosci zrodta wegla w podtozu oraz
ograniczonego dostgpu do zrodla azotu. Niedobdr azotu prowadzi do zmniejszenia
aktywnos$ci dehydrogenazy izocytrynianowej w cyklu Krebsa i zwigkszonej produk-
cji cytrynianu, ktory poprzez blon¢ mitochondrialna zostaje przeniesiony do cytozolu
komoérkowego. Warto zaznaczy¢, iz w komoérkach drozdzy olejogennych zawartos¢ cy-
trynianu jest 3—4-krotnie wyzsza niz u tych o niewielkiej zdolnosci do biosyntezy lipi-
dow, a dodatkowo obecne sa cytoplazmatyczne liazy cytrynianowe [Evans i in. 1983].
Nastgpnie cytrynian w cytozolu ulega przeksztatceniu do acetylo-CoA przy udziale
liazy ATP-cytrynianowej. W kolejnym etapie karboksylacja acetylo-CoA (wymaga
witamin z grupy B, zwlaszcza biotyny) prowadzi do powstania malonylo-CoA, kto-
ry wraz z druga czasteczka acetylo-CoA sa substratami w syntezie tancucha kwasow
tluszczowych. Proces syntezy ttuszczu w postaci trojglicerydéw w komoérkach drozdzy
zachodzi w cialkach lipidowych, tzw. LB (ang. Lipid Bodies), oraz retikulum endopla-
zmatycznym [Ageitos i in. 2011].

Pozyskiwanie tluszczu mikrobiologicznego z olejogennych szczepoéw drozdzy
z wykorzystaniem alternatywnych zrédet przyswajalnych form wegla, azotu, fosforu
i sktadnikéw mineralnych moze by¢ jednym ze sposobow utylizacji odpadoéw przemy-
stowych. Role podstawowych sktadnikéw pozywki do hodowli drobnoustrojéw moga
spetnia¢ odpadowa gliceryna z produkcji biodiesla i odpadowa ziemniaczana woda so-
kowa. Produkcja biodiesla w warunkach krajowych osiagngta poziom ok. 500 tys. ton,
co wygenerowato ok. 100 tys. ton fazy glicerynowej zawierajacej 50-60% gliceryny
[Borychowski 2012]. Jednocze$nie w ostatnich latach roczna produkcja skrobi ziem-
niaczanej ksztalttuje si¢ na poziomie ok. 100—150 tys. ton, co z kolei wymaga zagospo-
darowania odpadowej wody sokowej powstajacej po termiczno-kwasowej koagulacji
biatek z soku ziemniaczanego.
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Celem badan bylo okreslenie zdolnos$ci wzrostu drozdzy z gatunku Rhodotorula
gracilis 1 biosyntezy przez nie wewnatrzkomorkowego thuszczu podczas 72-godzinne;j
hodowli wglebnej w podtozach zawierajacych ziemniaczana odpadowa wode¢ sokowa
oraz glicerol w ilo$ciach 5, 10, 151 20% ob.

MATERIALY | METODY

Materiat biologiczny

W badaniach zastosowano gatunek drozdzy Rhodotorula gracilis pochodzacy z ko-
lekcji czystych kultur Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Drozdze przechowywa-
no w temperaturze +4°C na statym podtozu YPD (skosy) [Robinson i in. 2000].

Podtoza hodowlane

Podloze kontrolne — pltynna pozywka YPD o nastgpujacym sktadzie (% wag.): glu-
koza (2), pepton (2), ekstrakt drozdzowy (1), pH 5,0 [Robinson i in. 2000].

Podloza doswiadczalne — do ich przygotowania zastosowano ziemniaczana odpado-
wa wodg sokowa z Przedsigbiorstwa Przemystu Spozywczego PEPEES S.A. w Lomzy
oraz zroznicowany dodatek glicerolu (POCH, Polska) w ilosciach 5, 10, 15 lub 20%
obj. jako glowne zrédlo wegla. Odpadowa woda sokowa byta pozostatoscia po produk-
cji biatka paszowego, otrzymywanego w wyniku termiczno-kwasowej koagulacji biatek
soku ziemniaczanego. Zawierala ok. 3,5% suchej substancji, w tym: 0,3% cukrow bez-
posrednio redukujacych oraz zwiazki mineralne, w tym fosfor (jako P,O5 — ok. 0,8%).
Biatka ogétem (oznaczone metoda Kiejdahla) stanowity 1,0% s.s. wody sokowej, z czego
ok. potowg stanowity biatka oznaczone metoda Lowry’ego. Podloza, po ustaleniu pH na
poziomie 5,0 za pomoca 0,1 M HCI, sterylizowano w autoklawie w temperaturze 121°C
przez 20 minut.

Przygotowanie inokulum

Inokulum przygotowano przez zaszczepienie 90 cm’® ptynnego podtoza YPD
48-godzinna czysta kultura stosowanego gatunku drozdzy Rhodotorula gracilis. Ho-
dowlg prowadzono w temperaturze 28°C, przez 24 godziny w kolbach ptaskodennych
0 obj. 500 cm?, na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej (SM-30 Control E.Buchler, Niem-
cy) o amplitudzie drgan 200 cykli/min. Uzyskany materiat stuzyt do inokulacji podtozy
kontrolnych i do§wiadczalnych.

Hodowla drozdzy w podtozach kontrolnych i doswiadczalnych

Podloza kontrolne i dos§wiadczalne szczepiono 24-godzinnym inokulum, po wczes-
niejszym odwirowaniu biomasy z 10 cm® hodowli inokulacyjnej (10 min, 1400 g, 4°C,
Centrifuge 5804R, Niemcy), dwukrotnym ptukaniu woda destylowana, zawieszeniu
w 10 cm® podtoza YPD lub jatowej odpadowej wody sokowe;j i ilo$ciowym przeniesie-
niu do podtozy hodowlanych. W ten sposob wsiew inokulum wynosit 10% obj. Hodow-
le w podtozach kontrolnych i doswiadczalnych prowadzono przez 72 godziny w takich
samych warunkach jak w hodowli inokulacyjnej. Probki do oznaczenia plonu biomasy
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i zawarto$ci gliceryny w podtozach do$wiadczalnych pobierano bezposrednio po in-
okulacji oraz po 24, 48 i 72 godzinach hodowli. Zawartos¢ ttuszczu w suchej substancji
biomasy komoérkowej oznaczano po 48 i 72 godzinach.

Oznaczenie plonu biomasy

Plon biomasy komoérkowej oznaczano metoda suszenia po odwirowaniu (10 min,
1400 g, 4°C, Centrifuge 5804R, Niemcy) okres§lonej objetosci ptynu pohodowlanego
w zwazonej gilzie. Supernatant zlewano, a osad dwukrotnie przemywano woda desty-
lowana i ponownie wirowano. Odwirowana biomasg suszono w temperaturze 80°C (su-
szarka SML 32/250, Zelmed, Polska) do uzyskania statej masy. Wynik plonu biomasy
podawano w g . -dm™.

Oznaczenie zawartosci glicerolu

Oznaczanie zawarto$¢ glicerolu prowadzono metoda zaproponowana przez Milcher-
ta, polegajaca na utleniajacym dzialaniu kwasu meta-nadjodowego na grupy hydroksy-
lowe w glicerolu. Wynik zawartosci glicerolu w podtozach do§wiadczalnych podawano
w g:100 cm™ [Milchert i in. 1995].

Oznaczenie zawartosci tfuszczu

Wysuszona i zwazona biomas¢ komorkowa drozdzy Rhodotorula, uzyskana z okre-
slonej objetosci ptynu pohodowlanego, przenoszono do gilz, wazono i umieszczano
w aparacie Soxhleta w celu ekstrakcji z uzyciem eteru naftowego (POCH, Polska) jako
rozpuszczalnika. Po 6 godzinach ekstrakcji gilzy suszono w temperaturze 80°C do uzy-
skania statej masy. Z rdznicy masy przed i po ekstrakcji obliczano zawarto$¢ wewnatrz-
komérkowego thiszczu. Wynik podawano w g-100 g .. ' biomasy komoérkowej drozdzy.

Analiza statystyczna wynikow

Statystyczne opracowanie wynikoéw przeprowadzono za pomoca pakietu statystycz-
nego Statgraphics Centurion XVLI. Srednie wyniki plonu biomasy, zawartosci gliceryny
w podtozach hodowlanych oraz wewnatrzkomorkowego thuszczu uzyskane z trzech serii
doswiadczen analizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji. Wnioskowa-
nie prowadzono przy zastosowaniu testu Tukeya na poziomie istotnosci a = 0,05.

WYNIKI | DYSKUSJA

Stosowany gatunek drozdzy Rh. gracilis wykazatl zdolno$¢ asymilacji glicerolu z pod-
lozy do$wiadczalnych w badanym zakresie st¢zen (5-20% obj.). Najwigkszy plon bioma-
sy (tab. 1.) uzyskano w podtozu z 5-procentowym dodatkiem glicerolu (28,65 g, -dm™).
Wigksze dawki glicerolu (10, 15 1 20% obj.) prowadzity do statystycznie istotnego zmniej-
szenia plonu biomasy, co mogto §wiadczy¢ o zaktdceniu metabolizmu komérkowego spo-
wodowanego wzrostem cisnienia osmotycznego. Wielu autoréw [Galafassi iin. 2012,
Taccari 2012, Yen i in. 2012] wskazywalo podobnie, iz duze st¢zenia glicerolu zmniejszaja
plon biomasy drozdzy gatunkow: Rh. glutinis, Rh. mucilaginosa i Rh. graminis. Z tego
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Tabela 1. Plon biomasy komérkowej drozdzy Rh. gracilis podczas hodowli wgtebnej w podtozach
kontrolnych i doswiadczalnych

Table 1. Biomass yield of RA. gracilis yeast during bath cultivation in control and experimental
media

Czas hodowli — Time of cultivation [h]

Rodzaj podtoza hodowlanego

. 0 24 48 72
Medium type
Plon biomasy — Biomass yield [g , ;-dm™]
Kontrolne YPD a* od a q
Co o Y PD 0,98 +£0,02 16,29 0,65 16,95 0,83 17,22 0,80
Woda sokowa 0,96 £0,03* 12,02 +0,48 14,82 +0,58° 14,91 £0,48¢
‘Wastewater
—
Woda sokowa + 5% glicerolu 1,23 £0,05° 17,43 £0,72¢ 28,11 +0,89" 28,65 £0,95"
Wastewater + 5% glycerol
Woda sokowa + 10% glicerolu b
+ 2 + g + 4
Wastowator + 10% glycorol 1,15 £0,05 12,52 £0,45 22,45 +0,84 22,66 0,62
0, 1 N
Woda sokowa + 15% glicerolu 1,26 £0,07* 13,12 0,60 22,640,918 21,68 +0,78'
Wastewater + 15% glycerol
—
Woda sokowa +20% glicerolu 0,93 £0,04° 12,35 +0,38 19,97 £0,92° 20,71 £0,85¢

Wastewater + 20% glycerol

SD — odchylenie standardowe/standard deviation.

*Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy/The same letter indices indicate a lack of significant
difference.

powodu rekomendowany dodatek glicerolu jako Zrodia wegla w produkcji biomasy wy-
nosi na ogot 5-6% obj.

W podtozu z odpadowa ziemniaczana woda sokowa (bez suplementacji glicerolem),
ze wzgledu na niewielka zawarto$¢ przyswajalnych zrodet wegla (ok. 0,3% cukréw redu-
kujacych), plon biomasy by} najmniejszy (14,91 g, -dm™) i nie roznit sig on statystycznie
istotnie od plonu uzyskanego w podtozu YPD po 24 godzinach hodowli (16,29 g, . -dm™).
Swiadczylo to, ze odpadowa woda sokowa byta dobrym zrodtem przyswajalnych form
azotu, sktadnikéw mineralnych (zwlaszcza fosforu) i witamin z grupy B dla badanego
szczepu drozdzy. Warto zauwazy¢, ze w kontrolnym podlozu YPD zakonczenie fazy
wzrostu logarytmicznego drozdzy nastapito w pierwszej dobie hodowli, a w przypadku
podtozy doswiadczalnych z gliceryna w drugiej dobie hodowli. Prawdopodobnie byt to
czas (po zasymilowaniu tatwo przyswajalnych cukrow redukujacych zawartych w wo-
dzie sokowej) potrzebny do ukierunkowania metabolizmu badanego szczepu na wyko-
rzystanie glicerolu jako zrédla wegla.

Wedhig danych literaturowych, biosynteza wewnatrzkomoérkowego thuszczu w posta-
ci triacylogliceroli zachodzi w poznej fazie wzrostu stacjonarnego drozdzy [Ageitos i in.
2011], a rozpoczyna si¢, gdy w podtozu hodowlanym wyczerpaniu ulega zrodto azotu,
przy czym zrodlo wegla pozostaje w nadmiarze [Ratledge 2004]. Oznaczenia zawartosci
thuszczu w biomasie RA. gracilis przeprowadzone po 48 i 72 godzinach wykazaty zdol-
no$¢ biosyntezy zwiazkéw lipidowych przez badany szczep (tab. 2) i zré6znicowana jego
zawarto$¢, gdy dodatek glicerolu wynosit 5 1 10% obj. Przy wigkszym dodatku glicerolu
(15 1 20% obj.) stwierdzone roznice zawartosci thuszczu byly statystycznie nieistotne.
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Najwiecej thuszczu (25,57 g:100g, ") zawieraty drozdze po 72 godzinach hodowli
w podtozu suplementowanym glicerolem w dawce 20% obj. W tych warunkach spetniaty
one kryterium drobnoustrojow olejogennych, a zawartos¢ thuszczu w komorkach drozdzy
z tej hodowli byta 3- i 5-krotnie wyzsza niz odpowiednio w kontrolnym podtozu YPD
iz woda sokowa o znikomej zawarto$ci przyswajalnych zrodet wegla (tab. 2). Nizsza
warto$¢ relacji C : N w kontrolnym podtozu YPD i podlozu doswiadczalnym bez dodat-
ku glicerolu powodowata statystycznie istotne zmniejszenie zawartosci wewnatrzkomor-
kowego thuszczu po 72 godzinach w poréwnaniu do drozdzy z hodowli 48-godzinne;.
Stosunek molowy C : N jest kluczowy dla wydajnej biosyntezy wewnatrzkomérkowych
lipidow i na ogoét powinien wynosi¢ powyzej 100 [Rupcic i in. 1996, Ratledge 2002, Pa-
panikolaou i in. 2004, Beopoulos i in. 2009].

O optacalno$ci biosyntezy thuszczu mikrobiologicznego decyduja zaréwno plon bio-
masy, zawarto$¢ w niej thuszczu, jak i iloéé thuszczu wytworzona w 1 dm® podtoza ho-
dowlanego. Z tego punktu widzenia najwigksza objetosciowa produktywnos¢ biosyntezy
wewnatrzkomorkowego ttuszczu osiagnigto w podtozach doswiadczalnych z 15 1 20%
obj. zawartoscig glicerolu. W tych warunkach po 72-godzinnej hodowli wglebnej droz-
dzy uzyskano powyzej 5 g thuiszczu komoérkowego z jednego dm® podtoza doswiadczal-
nego (tab. 2).

Tabela 2. Zawarto$¢ tluszczu w biomasie komoérkowej drozdzy Rh. gracilis oraz objgtoSciowa
produktywno$¢ biosyntezy wewnatrzkomorkowego thuszczu podczas hodowli wglegbnej
w podtozach kontrolnych i do§wiadczalnych

Table 2. Fat content in RA. gracilis yeast cell biomass and volumetric productivity of biosynthesis
intracellular fat during bath cultivation in control and experimental media

Czas hodowli — Time of cultivation [h]

48 72 48 72

Rodzaj podtoza hodowlanego Objetosciowa produktywnosé
Medium type Zawartos¢ thuszczu biosyntezy

Fat content Volumetric productivity

[g:100 g, "] of biosynthesis

[g:dm™]
Kontrolne YPD " .
Control YPD 9,80 0,40 8,87£0,38 1,66 1,53
Woda sokowa 5,41+0,34° 4,81£0,25° 0,80 0,72
Wastewater
Woda sokowa + 5% glicerolu b .
Wastewater + 5% glycerol 3,79 £0,25 8,240,32 1,63 2,40
Woda sokowa + 10% glicerolu . .
Wastewater + 10% glycerol 8,58 £0,35 11,88 +£0,45 1,93 2,69
Woda sokowa + 15% glicerolu N e
Wastewater + 15% glycerol 13,48 +0,47 25,45 40,52 3,05 5,52
o

Woda sokowa + 20% glicerolu 13.97 £0,34 25.57 +0,48¢ 278 530

Wastewater + 20% glycerol

SD — odchylenie standardowe/standard deviation.

*Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy/The same letter indices indicate a lack of significant
difference.
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W pozostatych wariantach podlozy objgtosciowa produktywno$é biosyntezy tlusz-
czu w komorkach drozdzy Rh. gracilis byta kilkakrotnie nizsza i w przypadku podtoza
doswiadczalnego bez dodatkowego zrodla wegla w postaci glicerolu nie przekroczyta
1 g-dm™. Odpadowa wode sokowa powstajaca przy produkcji chipséw ziemniaczanych
stosowano jako zrodta sktadnikow odzywczych takze w hodowli grzybow strzepkowych
Aspergillus oryzae [Muniraj i in. 2013]. W wyniku biosyntezy lipidow w biomasie tych
plesni w 1 dm® podtoza hodowlanego uzyskiwano ok. 3,5 g thuszczu.

Waznym aspektem, ktory nalezy bra¢ pod uwage przy mikrobiologicznych meto-
dach pozyskiwania sktadnikow zywnosci z udzialem drobnoustrojow, jest wykorzystanie
sktadnikéw podtozy hodowlanych, w tym przypadku glicerolu (tab. 3). Po 72 godzinach
wykorzystanie glicerolu byto niepetne. Najwicksze (86%) wystapito przy 5% obj. zawar-
tosci glicerolu w podtozu hodowlanym, a najmniejsze (59%) przy 20% obj. dodatku tego
zrodta wegla.

Tabela 3. Zmiany zawartosci glicerolu w podtozach doswiadczalnych oraz stopien wykorzystania
tego substratu przez drozdze Rh. gracilis podczas hodowli wglebnej

Table 3. Changes of glycerol content in experimental media and ratio of using this substrate by Rh.
gracilis yeast during bath cultivation

Czas hodowli— Time of cultivation [h] Stopiefi
0 24 48 72 wykorzystania
Rodzaj podtoza hodowlanego gl;f:;zlu
Medium type Zawartos¢ glicerolu of glycerol
Glycerol content [%] using
[%]

Woda sokowa + 5% glicerolu 5,0 3,5 1,60 0,70 36
Wastewater + 5% glycerol +0,10 +0,10 +0,05 +0,04
Woda sokowa + 10% glicerolu 10,0 8,7 4,60 2,80 73
Wastewater + 10% glycerol +0,10 +0,10 +0,10 +0,10
Woda sokowa + 15% glicerolu 15,0 12,6 7,10 3,70 75
Wastewater + 15% glycerol +0,10 +0,20 +0,10 +0,10
Woda sokowa + 20% glicerolu 20,0 18,2 14,00 8,20 59
Wastewater + 20% glycerol +0,10 +0,30 +0,20 +0,10

SD — odchylenie standardowe/standard deviation.

W warunkach do$wiadczenia najwigce] tluszczu w komoérkach drozdzy (powyzej
25% wag.) uzyskiwano przy dawkach glicerolu 15 i 20% obj., co potwierdzito zdol-
no$¢ gromadzenia thuszczu przez stosowany gatunek Rh. gracilis przy duzym nadmiarze
zrodet wegla, w czasie logarytmicznej fazy wzrostu. Z tego powodu hodowlg badanego
szczepu drozdzy w podtozach z odpadowa ziemniaczana woda sokowa i gliceryna nalezy
prowadzi¢ dtuzej (powyzej 72 h) w celu pelnego zmetabolizowania zrodta wegla [Zheng
i1in. 2005, Taha i in. 2010].

nr 576, 2014



10 S. Blazejak, I. Gientka, A. Bzducha-Wrobel i inni

WNIOSKI

1. Badany gatunek drozdzy Rhodotorula gracilis wykazal zdolno$¢ wzrostu i bio-
syntezy wewnatrzkomoérkowego tluszczu podczas 72-godzinnej hodowli wglgbne;j
w podtozach do§wiadczalnych z glicerolem i ziemniaczana odpadowa woda sokowa jako
zrédtami wegla i azotu.

2. Najwiekszy plon biomasy komorkowej (28,65 g, . -dm ) uzyskano w podtozu do-
$wiadczalnym z ziemniaczana woda sokowa i 5% obj. dodatkiem glicerolu.

3. Biosynteza wewnatrzkomorkowego thuszczu w podtozach doswiadczalnych z gli-
cerolem przez drozdze Rhodotorula gracilis zachodzita w fazie wzrostu stacjonarnego.
Najwiecej thuszczu (powyzej 25,00 g:100 g, ') i najwyzsza produktywnosé objetoscio-
wa biosyntezy wewnatrzkomorkowego thuszczu (powyzej 5 g-dm™) uzyskano w podto-
zach doswiadczalnych zawierajacych 15- 1 20-procentowy dodatek glicerolu.

4. Wozrastajaca zawarto$¢ glicerolu w podtozach doswiadczalnych (od 5 do 20%
obj.) prowadzila do zmniejszenia stopnia jego wykorzystania (z 86 do 59%) jako zrodia
wegla przez stosowane drozdze. Niepelny stopien wykorzystania glicerolu z podtozy do-
$wiadczalnych uzasadnia celowos¢ przedtuzenia hodowli wglebnej powyzej 72 godzin.

LITERATURA

Ageitos J.M., Vallejo J.A., Veiga-Crespo P, Villa T.G., 2011. Oily yeast as oleoginous cell factories.
Appl. Microbiol. Biotech. 90, 1219-1227.

Beopoulos A., Cescut J., Haddouche R., Uribelarrea J.L., Molina-Jouve C., Nicaud J.M., 2009. Yar-
rowia lipolytica as a model for bio-oil production. Progress in Lipid Res. 48, 375-387.

Borychowski M., 2012. Produkcja i zuzycie biopaliw ptynnych w Polsce i na §wiecie — szanse,
zagrozenia, kontrowersje. W: Roczniki Ekonomiczne Kujawsko-Pomorskiej Szkoty
Wyzszej w Bydgoszcezy 5, 39-59.

Buzzini P., Innicenti M., Turchetti B., Libkind D., Broock M., Mulinacci N., 2007. Carotenoid
profiles of yeast belonging to the genera Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces
and Sporidiobolus. Can. J. Microbiol. 53, 1024-1031.

Evans C.T., Scragg A.H., Ratledge C., 1983. A comparative study of citrate efflux from mitochon-
dria of oleaginous and nonoleaginous yeasts. Europ. J. Biochem. 130, 195-204.

Fell J.W., Statzell-Tallman A., 1998. "Rhodotorula” Harison. In: The yeast, a taxonomic study, 4"
ed., Ed by Kurtzman & Fell, Elsevier, Amsterdam, 800—827.

Galafassi S., Cucchetti D., Pizza F., Bianchi D., Compagno C., 2012. Lipid production for second
generation biodiesel by the oleaginous yeast Rhodotorula graminis. Biores. Technol. 111,
398-403.

Karatay S., Donmez G., 2010. Improving the lipid accumulation properties of the yeast cell for
biodiesel production using molasses. Biores. Tech. 101, 7988-7990.

Komorowski P., Btazejak St., 2011. Ocena zdolnosci biosyntezy thuszczu przez wybrane drozdze.
Przem. Spoz. 65(9), 48-51.

Li Q., Du W.,, Liu D., 2008. Perspectives of microbiol olis for biodiesel production. Appl. Micro-
biol. Biotech. 80, 749-756.

Milchert E., Goc W., Lewandowski G., Myszkowski J., 1995. Dehydrochlorination of glicerol
dichlorohydrin to epichlorohydrin. Chem. Papers 49(3), 133—136.

Zeszyty Problemowe Postegpow Nauk Rolniczych



Ocena zdolnoSci biosyntezy ttuszczu przez drozdze Rhodotorula gracilis... 11

Muniraj [.K., Xiao L., Hu Z., Zhan X., Shi J., 2013. Microbial lipid production from potato process-
ing wastewater using oleaginous filamentous fungi Aspergillus oryzae. Water Res. 47,
3477-3483.

Papanikolaou S., Aggelis G., Komaitis M., 2004. Single Cell Oil (SCO) production by Mortierella
asabellina grown on high-suger content media. Biores. Tech. 95, 287-291.

Ratledge C., 2002. Regulation of lipid accumulation in oleaginous microorganisms. Biochem. Soc.
Trans., 30, 1047-1050.

Ratledge C., 2004. Fatty acid biosynthesis in microorganisms being used for Single Cell Oil pro-
duction. Biochimi. 86, 807-815.

Robinson R.K., Batt C.A., Patel P.D., 2000. Encyclopedia of food microbiology. Academic, New
York, 252-300, 850-854.

Rupcic J., Blagowic B., Maric V., 1996. Cell lipids of the candida lipolytica yeast grown on metha-
nol. J. Chrom. 755, 75-80.

Saenge C., Cheirsilp B., Suksaroge T., Bourtoom T., 2011. Potential use of oleaginous red yeast
Rhodotorula glutinis for the bioconvertion of crude glycerol from biodiesel plant to lipids
and carotenoides. Process Biochem. 46, 210-218.

Taccari M., Canonico L., Comitini F., Mannazzu 1., Ciani M., 2012. Screening of yeasts for growth
on crude glycerol and optimization of biomass production. Bioresource Technol. 110,
488-495.

Taha E.M., Omar O., Yousoff W.M., Hamid A.A., 2010. Lipid biosynthesis in Cunnighamella bain-
ieri 2A1 in N-limited and N-excess media. Annuals in Microbiol. 60, 615-622.

Yen W.H., Yang Y., Yu Y.H., 2012. Using crude glycerol and thin stillage for the production of mi-
crobial lipids through the cultivation of Rhodotorula glutinis. J. Biosci. Bioeng. 114(4),
453-456.

Zheng S., Yang M., Yang Z., 2005. Biomass production of yeast isolate from salad oil manufactur-
ing wastewater. Biores. Technol. 96, 1183—-1187.

EVALUATION OF THE ABILITY OF THE INTRACLELLULAR FAT
BIOSYNTHESIS BY RHODOTORULA GRACILIS YEAST IN MEDIA
CONTAINING POTATO WASTEWATER ENRICHED WITH GYCEROL

Summary. The biosynthesis of intracellular fat by oleaginous yeast strains based on al-
ternative sources of carbon, nitrogen, phosphorus and mineral ingredients can provide the
opportunity for the utilization of the industrial wastes. The culture media for SCO pro-
duction can include glycerol from biodiesel production as a source of carbon as well as
potato wastewater as a source of nitrogen. Potato wastewater is a waste of the production
of protein feed obtained by proteins thermal-acid coagulation from potato juice. The aim
of the study was to determine the ability of Rhodotorula gracilis yeast to the growth and
intracellular biosynthesis of fat during 72-hour bath cultivation in experimental media con-
taining potato wastewater enriched with glycerol. Experimental media contained potato
wastewater and diverse addition of glycerol in quantities of 5, 10, 15 or 20% vol. Control
medium was YPD. Potato wastewater originated from PEPEES SA Food Industry in Lomza
(Central East Poland). The biomass yield, intracellular fat content as well as glycerol in
cultivation media content were determined during yeast cultivation. Biomass yield was
performed by gravimetric method, while glycerol content by the Milchert’s method. The
intracellular fat content was determined after extraction according to the Soxhlet method
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with petroleum ether. The highest yield of the cell biomass (28.65 g .-dm™) was obtained
in the experimental medium with wastewater and 5% of glycerol. Culturing of the yeast of
Rhodotorula gracilis in medium containing potato wastewater media enriched with 15 or
20% glycerol leads to the biosynthesis of intracellular fat. The intracellular biosynthesis of
fat in the experimental media glycerol occurred in the stationary growth phase. The high-
est intracellular fat (25.57 g-100 g, ") was found in yeast biomass from the experimental
media containing 20% glycerol. In comparison to the fat content in the biomass from YPD
control medium (8.87 g-100 g, . ) and experimental without glycerol (4.81 g-100 g, ") the
value was about 3 and 5 times greater respectively. The volumetric productivity of fat in
cells of the yeast strain tested exceeded 5 g-dm™ in potato wastewater media enriched with
15 or 20% glycerol. Increasing the glycerol content in the experimental media (from 5 to
20% vol) led to a reduction in glycerol utilization by yeast (from 86 to 59%). The fact of
incomplete utilization of glycerol in experimental media should result in an extension of the
submerged culture over 72 hours.

Key words: SCO (Single Cell Oil), Rhodotorula, potato wastewater, glycerol, biosynthesis
of intracellular fat
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