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Streszczenie

Drozdze Yarrowia lipolytica to modelowy gatunek mikroorganizmow olejogennych, zdolny do kumu-
lacji lipidow wewnatrz komorki w ilosci powyzej 20 % suchej masy. Oprocz prac nad zwigkszaniem
wydajnosci biosyntezy oleju mikrobiologicznego waznym zagadnieniem jest takze dobor warunkow eks-
trakcji thuszezu z biomasy drozdzy. Celem pracy byta ocena wptywu wybranych parametréw (rodzaju
rozpuszczalnika, sposobu przygotowania probki oraz czasu trwania procesu) na wydajnos$¢ ekstrakcji
thuszczu zawartego w komorkach dzikiego szczepu drozdzy Y. lipolytica KKP 379, prowadzonej w apara-
cie Soxhleta oraz na sktad kwasoéw tluszczowych w uzyskanym oleju. Hodowle okresowe drozdzy prowa-
dzono w bioreaktorze laboratoryjnym w bogatym podtozu YPO oraz w podtozach mineralnych z limito-
wang zawarto$cig azotu, co umozliwito otrzymanie biomasy komorkowej o zréznicowanej zawartosci
oleju mikrobiologicznego. W badaniach zastosowano plany kwadratow tacinskich, co pozwolito na odma-
skowanie efektu wptywu sposobu przygotowania probki na zmienng zalezna, jaka byta zawartos¢ ttuszczu
w biomasie drozdzy. Najlepsze rezultaty osiagnieto po przygotowaniu biomasy metoda lityczng z wyko-
rzystaniem komercyjnego preparatu Y-PER. Zastosowany czas ekstrakcji oraz rodzaj rozpuszczalnika
(eter naftowy lub heksan) nie wplynely istotnie na wydajnosé¢ procesu. Rodzaj rozpuszczalnika miat
z kolei wptyw na zawartos¢ trzech kwasow ttuszczowych sposrod czternastu zidentyfikowanych w lipi-
dach ekstrahowanych z biomasy drozdzy, tj. kwasu palmitooleinowego, eikozapentaenowego i dokozate-
traenowego. Wigksza zawarto$¢ wymienionych kwasow oznaczono w probkach ekstrahowanych heksa-
nem.
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Wprowadzenie

Waznymi i czgsto suplementowanymi sktadnikami zywnos$ci sg wielonienasycone
kwasy tluszczowe pozyskiwane z materialu roslinnego lub zwierzecego. Alternatyw-
nym zrodlem tych zwigzkéw, cho¢ nadal rzadko wykorzystywanym, sa mikroorgani-
zmy olejogenne. Olej mikrobiologiczny — ang. single cell oil (SCO), syntetyzowany
wewnatrzkomérkowo przez mikroorganizmy ma sktad zblizony do wysokiej jakosci
olejow roslinnych, a hodowla mikroorganizméw jest szybka, niezalezna od klimatu
1 wymaga mniejszego nakladu pracy w poréwnaniu z uprawg roslin czy chowem zwie-
rzat [1, 9]. Do mikroorganizméw olejogennych zdolnych do kumulacji substancji lipi-
dowych w ilosci powyzej 20 % suchej biomasy komorki zaliczane sg gldwnie grzyby
(strzepkowe i1 drozdze) oraz kilka gatunkéw alg i bakterii [14]. Zdolno$¢ gromadzenia
lipidow w komorkach drozdzy z gatunku Yarrowia lipolytica, ich niepatogenno$¢ oraz
doktadnie poznany genom sprawity, ze staly si¢ one organizmem modelowym grupy
drozdzy olejogennych [2, 6, 8].

Istotnym zagadnieniem produkcji oleju mikrobiologicznego jest dobor metod
i warunkow jego ekstrakcji z wnetrza komorek, ktore moga decydowac o koncowej
jakosci 1 wlasciwosciach oleju. Ekstrakcje thuszezow z komorek organizméw zywych
przeprowadza si¢ najczgsciej metodg Folcha, stosujac ekstrakcje prosta mieszaning
rozpuszczalnikow, takich jak chloroform i metanol. Powszechng metoda ekstrakcji
ciggltej z probek statych — uznang za standardowa przez AOAC (ang. Association of
Official Agricultural Chemists) — jest tugowanie w aparacie Soxhleta. Mozliwe sg row-
niez modyfikacje tej metody z wykorzystaniem mikrofal lub ultradzwigkow. Innymi
metodami wydzielania lipidow sa ekstrakcja nadkrytyczna czy ekstrakcja rozpuszczal-
nikiem pod zwigkszonym ci$nieniem [15], przy czym obecnie sg one zbyt kosztowne
do zastosowania w skali przemystowej [1].

Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu wybranych czynnikow (rodzaju roz-
puszczalnika, sposobu przygotowania probki oraz czasu trwania procesu) na wydaj-
no$¢ ekstrakcji oleju mikrobiologicznego syntezowanego w komorkach drozdzy Y.
lipolytica, prowadzonej w aparacie Soxhleta oraz na sktad kwasow tluszczowych w tak
uzyskanym oleju.

Material i metody badan

Materiat biologiczny stanowit dziki szczep drozdzy Y. lipolytica KKP 379 pocho-
dzacy z Kolekeji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego w Warszawie. Szczep
drozdzy przechowywano na poditozu agarowym YPG zawierajacym glukoze —
20 g/dm’, pepton — 20 g/dm’, ekstrakt drozdzowy — 10 g/dm’ oraz agar — 20 g/dm’.
Hodowle drozdzy prowadzono w podtozach ptynnych bez dodatku agaru: YPO



WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW NA WYDAJNOSC EKSTRAKCJI I SKEAD KWASOW ... 61

(w ktorym glukoze zastapiono oliwa z oliwek w ilosci 20 g/dm’), YPR (glukoze zasta-
piono olejem odpadowym po procesie wedzenia ryb z rodziny tososiowatych i makre-
lowatych w ilosci 20 g/dm?), YPOR (po 10 g/dm’ oliwy z oliwek i oleju odpadowego)
oraz MOS5 opracowanym na podstawie danych, ktére opublikowali Bialy i wsp. [3]
oraz Papanikolaou i Aggelis [10] (oliwa z oliwek — 50 g/dm’, Tween 80 — 1 g/dm’,
pepton — 1 g/dm’, ekstrakt drozdzowy — 2 g/dm’, (NH4),SO, — 2.5 g/dm’, KH,PO, —
7 g/dm’, Na,HPO, — 2,5 g/dm’, MgSO,— 1,5 g/dm’, CaCl,— 0,15 g/dm’, FeSO, x H,O
~0,16 g/dm’, ZnSO,— 0,02 g/dm’, MnCl, x 4H,0 — 0,08 g/dm’). Poczatkowe pH pod-
tozy ustalano na poziomie 5,0. Hodowle okresowe prowadzono w bioreaktorze labora-
toryjnym BIOFLO 3000 (New Brunswick Scientific Edison, USA) o pojemnosci robo-
czej 4 dm’ w temp. 28 °C przy obrotach mieszadla promieniowego z sze$cioma
topatkami na poziomie 350 rpm oraz natlenieniu sprgzonym powietrzem. Objetosc
stosowanego inokulum wynosita 0,0375 % (v/v). Fazy wzrostu drozdzy oceniano na
podstawie stopnia zuzycia tlenu rozpuszczonego w podtozu za pomoca elektrody tle-
nowej. Warto$¢ powyzej 50 % natlenienia oznaczata wejscie komorek w fazg stacjo-
narng. Hodowle prowadzono do momentu osiagniecia przez komorki fazy stacjonarne;.

Probki mokrej biomasy (30 + 40 g) przygotowywano czterema metodami: me-
chaniczng (probke biomasy drozdzy ucierano w mozdzierzu z piaskiem), dezintegracji
z wykorzystaniem detergentow (dodawano 15 ¢cm’ handlowego preparatu litycznego
Y-PER, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), chemiczna (dodawano 30 cm’
acetonu 1 mieszano przez 30 min), skojarzong (taczono metode¢ mechaniczng z che-
miczng). Przygotowang biomase¢ suszono do zawarto$ci wody < 0,5 %. Ekstrakcje ole-
ju mikrobiologicznego wykonywano metoda tugowania w aparacie Soxhleta. W do-
$wiadczeniach stosowano dwa rozpuszczalniki: eter naftowy lub heksan. Czas
ekstrakcji mierzono liczbg przelewow. Sredni czas przelewu wynosit 8 ~ 9 min. Eks-
trakt (olej mikrobiologiczny) oddzielano od rozpuszczalnika metoda destylacji pod
zmniejszonym ci$nieniem (360 mbar) w wyparce prozniowej BUCHI Rotavapor R-200
(Szwajcaria). Zawarto$¢ wyekstrahowanych lipidow z komorek obliczano na podsta-
wie masy oleju w odniesieniu do nawazki suchej biomasy drozdzy.

Przeprowadzono dwa doswiadczenia z uwzglednieniem statystycznego planowa-
nia doswiadczen z wykorzystaniem planu kwadratow tacinskich 4 x 4 oraz 2 x 2 (tab.
112). W pierwszym do$wiadczeniu wykorzystano biomas¢ drozdzy z hodowli w pod-
tozu YPO, a w drugim — biomas¢ namnozong w podtozu MOS5 (o duzej zawarto$ci
oleju) oraz w podtozu YPR (o malej zawartosci oleju).

Sktad kwasow thuszczowych w oleju mikrobiologicznym ekstrahowanym z bio-
masy drozdzy hodowanej w podtozu YPOR oznaczano metodg chromatografii gazowe;j
z zastosowaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego. Zhydrolizowane kwasy thusz-
czowe w oleju poddawano derywatyzacji do postaci estrow metylowych przy uzyciu
1 M metanolanu sodu oraz 14-procentowego BF; w metanolu. Do analiz uzywano apa-
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ratu firmy Varian CP3800 (USA) wyposazonego w kolumne kapilarng ZB-FFAP
o dhugosci 30 m, srednicy wewnetrznej 0,25 mm i grubosci filmu fazy stacjonarnej
0,25 um. Jako gaz no$ny stosowano hel. Przeptyw gazu no$nego wynosit 1,2 cm®/min.
Poszczegodlne kwasy tluszczowe identyfikowano na podstawie czaséw retencji, porow-
nujac je z kwasami wzorcowymi.

Tabela 1. Plan pierwszego doswiadczenia — kwadrat tacinski 4 x 4
Table 1.  First experiment design — Latin Square Design 4 x 4

Liczba Rodzaj rozpuszczalnika / Type of solvent
przelewow
Number of Eter naftowy Eter naftowy Heksan Heksan
overflows Petroleum ether Petroleum ether Hexane Hexane
Piasek Metoda skojarzona Aceton
6 Y-PER Grit Associated method Acetone
Metoda skojarzona Aceton Piasek
10 Associated method Acetone Y-PER Grit
Metoda
Piasek skojarzona Aceton
14 Grit Associated Acetone Y-PER
method
Metoda
Aceton Piasek skojarzona
18 Acetone Y-PER Grit Associated
method

Objasnienia / Explanatory notes:
Czynnik badany — sposob przygotowania probki / Factor being tested — sample treatment method.

Tabela 2. Plan drugiego do$wiadczenia — kwadrat tacinski 2 x 2
Table2.  Second experiment design — Latin Square Design 2 x 2

Zawarto$¢ thuszczu w biomasie / Content of lipids in biomass
Spso s6b lp rzygotowania Iilro(ti)kl Biomasa o duzej zawartosci Biomasa o matej zawarto$ci
ample treatment metho thuszczu / Biomass with high thuszczu / Biomass with low
lipid content lipid content
Brak przygotowania 6 13
No treatment
Y-PER lub metoda skojarzona 13 6
Y-PER or associated method

Objasnienia / Explanatory notes:
czynnik badany — liczba przelewow / Factor being tested — number of overflows.
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Statystyczne opracowanie wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem opro-
gramowania Statistica 12.0 zestaw plus (Statsoft, Polska). Wyniki zawarto$ci poszcze-
gblnych kwasow tluszczowych analizowano za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji oraz przy zastosowaniu testu post-hoc Tukeya (p = 0,05). Zatozenie o nor-
malnosci rozktadu sprawdzono testem Shapiro-Wilka, a zalozenie o jednorodnosci
wariancji — testem Levena.

Wyniki i dyskusja

Wplyw wybranych czynnikow na ilos¢ uzyskiwanego oleju mikrobiologicznego metodqg
ekstrakcji cigglej w aparacie Soxhleta

W pierwszym do$wiadczeniu zbadano wptyw rodzaju rozpuszczalnika organicz-
nego, sposobu przygotowania probki biomasy drozdzy oraz czasu ekstrakcji mierzone-
go liczbg przelewoéw na wydajno$¢ procesu ekstrakcji, czyli na ilo§¢ ttuszczu wydzie-
lonego z komorek drozdzy Y. lipolytica. Wyniki doswiadczenia przedstawiono
w formie wykresu efektow gtownych na rys. 1. Zawartos¢ lipidow w komodrkach droz-
dzy ekstrahowanych za pomocg eteru naftowego (1, 2) oraz heksanu (3, 4) nie r6znita
si¢ W sposob statystycznie istotny i wynosita odpowiednio: 0,032 i 0,033 g/g s.s. Po-
dobnie liczba przelewdw nie miata istotnego wplywu na badang cechg, cho¢ najwick-
sza zawarto$¢ thuszczu (0,036 g/g s.s.) uzyskano przy 18 przelewach ekstrakcji ciagle;j.
Wykazano takze brak istotnego wplywu sposobu przygotowania probki na zawarto$¢
thuszczu w komorkach drozdzy, cho¢ tutaj najwigksza zawarto$¢ oleju uzyskano
z biomasy traktowanej preparatem Y-PER (0,038 g/g s.s). Sformutowano zatem przy-
puszczenie, ze czynnikiem zaklocajacym w doswiadczeniu mogta by¢ mata zawartos¢
thuszczu w namnozonej biomasie drozdzy, ktora uniemozliwilta zaobserwowanie réznic
w warto$ciach zmiennej zaleznej, mimo zréznicowania pozioméw czynnikow bada-
nych.

Czynnikami sprzyjajacymi magazynowaniu lipidow w komorce s3: obnizenie po-
ziomu dostepnosci zrodla azotu oraz obecno$¢ w podtozu kwasow ttuszczowych lub
triacylogliceroli. W podtozu YPO znajdowatla si¢ oliwa z oliwek jako lipidowe zrodto
wegla oraz duza zawarto$¢ peptonu jako zrédlo azotu. Jak podajg Papanikolaou
i Aggelis [12], zwickszona zawarto$¢ zrodta azotu wplywa negatywnie na koncowsg
wydajno$¢ biosyntezy oleju mikrobiologicznego. Najwigkszg zawarto$¢ tluszczu
w komorkach drozdzy Y. lipolytica w niniejszej pracy, na poziomie 0,35 g/g s.m. droz-
dzy, uzyskano w podtozu mineralnym MOS5 zawierajagcym ograniczong ilo$¢ azotu.
W podtozu YPR, stanowigcym bogate zrodto azotu, zawartos¢ thuszczu wewnatrzko-
morkowego byta znaczaco mniejsza — 0,002 g/g s.m. Przy okazji wykazano, jak wazng
role w mikrobiologicznej syntezie odgrywajg warunki hodowli mikroorganizmow, co
znajduje takze potwierdzenie w innych badaniach nad akumulacjg substancji lipido-
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wych wewnatrz komorek drozdzy w warunkach wyczerpania zrodla azotu w podtozu

hodowlanym [3, 10, 13].
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Objasnienia / Explanatory notes:
Wartosci nastaw czynnikoéw: / Set values of individual factors: rozpuszczalnik: / solvent: 1, 2 — eter nafto-
wy / petroleum ether, 3, 4 — heksan / hexane; sposob przygotowania probek: / sample treatment method: 1

— aceton / acetone, 2 — Y-PER; 3 — piasek / grit, 4 — metoda skojarzona / associated method; liczba przele-
woOw: / number of overflows: 1 — 18,2 14,3 -10,4 — 6.

Rys. 1.

Wykres efektow gtéwnych doswiadczenia na bazie kwadratu tacinskiego 4 x 4
Fig. 1.

Diagram of main effects for experiment based on Latin Square Design 4 x 4

W drugim do$wiadczeniu dodatkowym badanym czynnikiem byt rodzaj biomasy

drozdzy, z ktorej ekstrahowano lipidy. Ponownie postuzono si¢ planem kwadratow
tacinskich, stosowanym, gdy efekt badanego czynnika jest silnie maskowany wplywa-
mi dominujgcych czynnikow zaktocajacych, ktore sa znane 1 moga by¢ kontrolowane.
Oceniono wpltyw poczatkowej zawartosci lipidow w biomasie drozdzy oraz sposobu
przygotowania probek na wydajno$¢ procesu ekstrakcji (rys. 2).
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Objasnienia / Explanatory notes:

Warto$ci nastaw: sposob przygotowania probek:/ Set values: method of sample treatment: 1 — brak przy-
gotowania / no treatment; 2 — metoda skojarzona (a) lub dezintegracji (preparat Y-PER) (b) / associated
method (a) or disintegration method (Y-PER preparation) (b).

Rys. 2. Wykres efektow glownych dos§wiadczenia 2 x 2 uktadu z biomasg przygotowywana: a — metoda
skojarzona, b — metoda dezintegracji (preparat Y-PER)

Fig. 2. Diagram of main effects for experiment based on 2 x 2 design with biomass treated: a — with
associated method, b — with disintegration method (Y-PER preparation)

Zaplanowano dwa uktady. W pierwszym biomas¢ niepoddang przygotowaniu po-
rownywano z biomasa, wobec ktorej stosowano metode skojarzong (rys. 2a), a w dru-
gim — preparat lityczny Y-PER (rys. 2b). Na rys. 2a. przedstawiono wykres efektow
gléwnych doswiadczenia, w ktorym zastosowano wariant biomasy przygotowanej do
ekstrakcji poprzez jednoczesne mechaniczne rozcieranie piaskiem oraz dziatanie na
komorki acetonem. Wyniki probek bez przygotowania oraz tych, w ktérych na probki
dziatano metodg skojarzong byty zblizone (ok. 0,024 g/g s.s.) i nie roznity si¢ staty-
stycznie istotnie. Istotnie wyzsza wydajnos¢ ekstrakeji (0,312 g/g s.s.) uzyskano po
zastosowaniu preparatu litycznego w stosunku do biomasy nieprzygotowanej
(0,239 g/g s.s.).

Podsumowujac oba uktady, mozna stwierdzi¢, ze etap przygotowania biomasy
drozdzy do procesu ekstrakcji poprzez dziatanie preparatem litycznym Y-PER wptynat
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na poprawe wyniku tugowania w sposéb statystycznie istotny, a metoda skojarzona
okazata si¢ nieskuteczna w odniesieniu do ilo$ci uzyskiwanego oleju. W drugim do-
swiadczeniu wykazano statystycznie istotny wptyw tego czynnika na badang ceche¢ i
stwierdzono maskujacy efekt poczatkowej zawartosci thuszczu w komorce. Zastosowa-
na metoda kwadratéw tacinskich okazata si¢ dogodng metodg statystyczng stuzacg do
planowania i podsumowania wynikow doswiadczen o niewielkim stopniu skompliko-
wania, co takze sugeruja w swojej pracy van Derlinden i wsp. [4].

Warto podkresli¢, ze zniszczenie Sciany komorkowej drozdzy lub jej permeabili-
zacja (zwigkszenie przepuszczalnosci) to wazny etap majacy na celu utatwienia prze-
nikania rozpuszczalnika do wnetrza komorek. Metody mechaniczne nalezg do najtan-
szych sposobow dezintegracji komorek, ale charakteryzuja si¢ niska selektywno$cia
dziatania. Metody chemiczne (z uzyciem rozpuszczalnikow lub zwigzkow powierzch-
niowo czynnych) i enzymatyczne sg technikami generujacymi wyzsze koszty, a ich
zastosowanie ogranicza si¢ w duzej mierze do skali laboratoryjnej, pomimo ze ich
dziatanie jest specyficzne [7]. Brak jest niestety doniesien o badaniach wptywu metod
przygotowania probek do podobnych analiz. Wedlug wiedzy autordéw nie istniejg takze
podobne badania wptywu poczatkowej zawartosci thuszczu w komorce na sam proces
ekstrakcji, a zatem nie jest mozliwe ich poréwnanie.

Wplyw wybranych warunkow ekstrakcji na sktad kwasow tluszczowych w oleju
mikrobiologicznym drozdzy Y. lipolytica

Jedng z kluczowych zalet pozyskiwania thuszczow z komoérek mikroorganizmow
jest mozliwo$¢ precyzyjnego sterowania sktadem kwasow ttuszczowych triacyloglice-
roli wchodzacych w sktad oleju mikrobiologicznego. Dobierajac odpowiednio szczep
i gatunek mikroorganizmu, sterujgc skladem pozywki hodowlanej oraz warunkami
hodowli mozna uzyska¢ olej mikrobiologiczny wzbogacony w dowolne kwasy tlusz-
czowe [3, 10].

Juz na etapie przygotowania materialu biologicznego oraz w czasie procesu eks-
trakcji moze dochodzi¢ do pewnych zmian w sktadzie kwasow tluszczowych ekstra-
howanych ttuszczow. W tab. 3. przedstawiono sktad kwasow ttuszczowych w lipidach
ekstrahowanych z biomasy za pomocg dwoch réznych rozpuszczalnikow. Zawartosé
kumulowanego thuszczu oraz jego sktad rdznig si¢ w zaleznosci od szczepu Y. lipolyti-
ca, a komorki mogg kumulowac selektywnie kwasy tluszczowe (tzw. synteza ex novo)
w ciatkach lipidowych w zaleznosci od sktadu podtoza hodowlanego [2, 11], dlatego
autorom pracy zalezalo na hodowli biomasy w podtozu zawierajacym réwnoczesnie
dwa rozne oleje jako zrédto wegla: oliwe z oliwek oraz olej odpadowy po procesie
wedzenia ryb. Oleje te cechowaty si¢ odmiennym sktadem kwaséw ttuszczowych [5]
1 dlatego mozliwa byla ocena wptywu zastosowanego rozpuszczalnika na profil szero-
kiej gamy tych zwigzkéw (tab. 3). Zaobserwowano, ze rodzaj rozpuszczalnika (eter
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naftowy i heksan) miat istotny wplyw na zawartos$¢ trzech sposrdd czternastu kwasow
thuszczowych zidentyfikowanych w lipidach drozdzy, tj. na zawarto$¢ kwasu palmitoo-
leinowego, eikozapentaenowego 1 dokozatetraenowego. Wigkszg zawarto$¢ wymienio-
nych kwasoéw oznaczano w probkach ekstrahowanych heksanem. Wszystkie te kwasy
mialy co najmniej jedno wigzanie nienasycone w czasteczce. Wptyw heksanu na eks-
trakcje nienasyconych kwasow thuszczowych wymaga z pewnoscig dalszych badan.

Tabela 3. Sktad kwasow ttuszczowych oleju mikrobiologicznego ekstrahowanego z drozdzy Yarrowia
lipolytica przy uzyciu dwoch rozpuszczalnikow [% sumy wszystkich kwasow ttuszczowych]

Table 3.  Composition of fatty acids in microbial oil extracted from Yarrowia lipolytica yeasts using two
different solvents [% of total of all fatty acids]

Rodzaj rozpuszczalnika / Type of solvent
Kwasy thuszczowe Eter naftowy / Petroleum Heksan / Hoxane
Fatty acids ether

X s/ SD X s/ SD
818 g{n\zfrliss?clrzizsitdy)now}/) 0,10 0,10 0,65 0,45
Clér1 (temadecenote acid 010 | om0 | o0 | 010
8228 E‘;;{f;ﬁf;‘:fgf OVAVY) 10,85 1,95 5.65 3.05
C16:1 (pamitaleie aid) 200 | os0 | 700 | 200
CI0 (e aedy 350 40 | 600 | 200
g}g} EISIZ?CS ;);ieéglowy) 54,80 6,30 59,95 3,15
C18:2 (lnaeic cid) 169 | 570 | 1060 | 310
CI8:3 (Inoleni nck) 370 L0 |25 |0
Co011 seonenic sid) 070 | 050 | o015 | 00s
C20:5 (eioosapentatnoie ack EPAY 010+ | 010 | 080t | 0o
gg;g EEZI?;?E Ei?é’fv Y 0,90 0,30 0,40 0,20
Co1 (emueto s 120 | o | 00s | oo
Ca2t (dososatetencte acd) 055+ | 025 | 3700 | 030
C226 (docosahonsenote acd, DAY Ls o1 | 220 | oo

Objasnienia / Explanatory notes:
X — warto$¢ §rednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation.
* — rOznice statystycznie istotne / *statistically significant differences.
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(3]
(4]

(3]

(6]
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[10]

(1]

Najskuteczniejsza z badanych metodg przygotowania probki do ekstrakcji byta
dezintegracja komorek z wykorzystaniem detergentow za pomoca preparatu li-
tycznego Y-PER w poréwnaniu z metodg chemiczng, mechaniczng oraz skojarzo-

na.
Rodzaj uzytego rozpuszczalnika organicznego oraz czas ekstrakcji liczony liczbg
przelewow w aparacie Soxhleta nie miaty istotnego wplywu na wydajnos$¢ procesu
w przeprowadzonym uktadzie doswiadczalnym.

Rodzaj rozpuszczalnika miat istotny wpltyw na zawarto$¢ jedynie trzech sposrod
czternastu kwasow thuszczowych zidentyfikowanych w lipidach drozdzy, wigksza
zawarto$¢ nienasyconych kwasow: palmitooleinowego, eikozapentaenowego i do-
kozatetraenowego oznaczono w probkach ekstrahowanych heksanem.

Zawartos¢ thuszczu w komorkach okazata sie czynnikiem maskujacym w bada-
niach; zastosowanie statystycznych metod planowania do$wiadczenia umozliwito
,odmaskowanie” efektu wplywu sposobu przygotowania probki na zmienng zalez-
ng, jaka byla zawartos¢ ttuszczu w biomasie drozdzy.
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IMPACT OF SELECTED FACTORS ON EXTRACTION YIELD AND COMPOSITION
OF FATTY ACIDS IN MICROBIAL OIL PRODUCED FROM
YARROWIA LIPOLYTICA YEAST CELLS

Summary

Yarrowia lipolytica yeasts are a model species of oleaginous microorganisms capable of accumulating
lipids inside the cell in an amount exceeding 20 % of dry matter. In addition to studies on how to increase
the efficiency of oil biosynthesis, an important issue is, also, the selection of conditions for lipid extraction
from yeast biomass. The objective of the research study was to assess the impact of some selected parame-
ters (type of solvent, sample treatment method, and the duration of the process) on the yield of extraction,
run in an Soxhlet extractor, of lipids contained in cells of wild strain of Y. lipolytica KKP 379 yeast, and
on the composition of fatty acids in the microbial oil produced. The yeasts were cultured in a batch pro-
cess, in a laboratory bioreactor in a rich YPO medium, as well as in nitrogen restricted mineral media;
thus, it was possible to obtain a cell biomass with varying contents of microbial oil. In the research,
Latin Square Designs were applied so that the effect of biomass treatment method could be unmasked on
the dependent variable, i.e. the content of lipids in the yeast biomass. The best results were achieved when
the biomass was prepared using a commercial preparation of Y-PER. The applied duration time of extrac-
tion and the used type of solvent (petroleum ether or hexane) did not significantly impact the process
yield. However, the type of solvent impacted the content of three fatty acids of the fourteen identified in
the lipids extracted from the yeast biomass, ie. the content of palmitoleic, eicosapentaenoic, and docosatet-
raenoic acids. Higher contents of the above mentioned compounds were determined in the hexane extract-
ed samples.

Key words: Yarrowia lipolytica, oleaginous yeasts, continuous extraction, microbial oil, Latin Square
Designs, fatty acids
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