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Streszczenie. Przemysl spozywczy i paliwowy wytwarzaja znaczne ilosci trudnych
w utylizacji hydrofobowych odpaddow, stad istnieje potrzeba poszukiwania nowych me-
tod ich zagospodarowania. Celem badan byta ocena mozliwos$ci zastosowania wybranych
hydrofobowych odpadéw przemyshu spozywczego i paliwowego jako glownego zrod-
ta wegla oraz induktora syntezy enzymow lipolitycznych w hodowli szczepu drozdzy
Yarrowia lipolytica W29. Hodowle wstrzasane prowadzono przez 65 h w 28°C w zmo-
dyfikowanym podiozu YPG, w ktorym glukoza zostala zastapiona olejem po procesie
wedzenia ryb, thuszczem po procesie wedzenia wedlin wieprzowych, thuszczem po pie-
czeniu kaczej tuszki, zjetczalym mastem klarowanym lub zuzytym olejem silnikowym.
Stwierdzono, ze odpady te moga by¢ wykorzystywane jako zrodlo wegla w hodowli
drozdzy Y. lipolytica. Produkcje enzymow lipolitycznych zaobserwowano w podtozach
zawierajacych tluszczowe substraty, a aktywnos¢ enzymow korelowano ze sktadem kwa-
sow tluszczowych. Wykazano, ze istnieje mozliwos$¢ utylizacji zastosowanych substra-
tow odpadowych w procesach mikrobiologicznych do syntezy enzymoéw o aktywnosci
lipolitycznej.
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WSTEP

Wzrost populacji ludnos$ci oraz zwigkszenie zwigzanych z tym potrzeb zywieniowych
i energetycznych doprowadzity do intensywnego rozwoju przemyshu spozywczego oraz
paliwowego, ale jednoczesnie przyczynity si¢ do produkcji ogromnych ilo$ci odpadow,
ktére stanowig istotny problem z punktu widzenia ich zagospodarowania. Niektore od-
pady, gtéwnie hydrofobowe (np. odpady przemystu thuszczowego), moga by¢ trudne
w utylizacji ze wzgledu na ograniczone mozliwosci technologiczne, a ich utylizacja oraz
sktadowanie generujg duze koszty. Nieutylizowane odpady moga stanowi¢ siedlisko
szkodliwej mikroflory, ktdra po przedostaniu si¢ na pola uprawne moze pojawiac si¢
wraz ze zbierang zywno$cig na stotach konsumentéw lub przedostajac si¢ do innych eko-
systemow, wptywac na zasiedlajaca je faung i flor¢ [Yano i in. 2008, Jayathilakan i in.
2012].

Obecnie poszukuje si¢ tanich, a zarazem skutecznych metod utylizacji odpadéw lub
sposobow ich zagospodarowania. Odpady mozna utylizowa¢ w oczyszczalniach $ciekow,
co niestety zwigzane jest czgsto z duzymi kosztami. Odpady bogate w zwigzki azotowe
mogg by¢ wykorzystane jako nawdz, inne zawierajace weglowodany moga by¢ substra-
tem do produkcji bioetanolu [Yano i in. 2008, Jayathilakan i in. 2012, Kawa-Rygielska
iin. 2013]. Sposobem na zagospodarowanie niektorych odpadow jest dodawanie ich do
produktow spozywczych lub pasz. W ten sposéb wykorzystano m.in. serwatke, ktora
jest bogatym w tatwo przyswajalne biatko produktem ubocznym uzyskiwanym przy pro-
dukcji bialych seréw [Siemianowski i Szpendowski 2015]. Odpady przemystowe mozna
rownie utylizowac z wykorzystaniem mikroorganizmow, pozyskujac jednocze$nie cenne
metabolity, czyli poddawac je tzw. waloryzacji [Btazejak i in. 2014]. To ostatnie podej-
Scie zostalo wykorzystane przez autoréw pracy w odniesieniu do odpadéw przemystu
rybnego w syntezie enzymow lipolitycznych przez drozdze z gatunku Yarrowia lipolytica
[Fabiszewska i in. 2014].

Drozdze Y. lipolytica wystepuja powszechnie w §rodowisku naturalnym. Sg zdolne
do asymilacji réznego rodzaju zrodet wegla. Oprocz cukréw do rozwoju wykorzystu-
ja glicerol, thuszcze, wolne kwasy thuszczowe oraz weglowodory, dlatego powszechnie
spotyka si¢ je w srodowiskach zanieczyszczonych odpadami thuszczowymi lub ropopo-
chodnymi [Zinjarde 2014]. Gatunek ten cieszy si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu
na duza aktywno$¢ sekrecyjna, w tym produkcje enzymow hydrolitycznych, m.in. lipaz,
esteraz czy proteaz [Barth 2013]. Drozdze z gatunku Y. lipolytica produkuja zaréwno
lipazy wewnatrzkomodrkowe, jak i zewnatrzkomoérkowe kodowane przez geny nalezace
do rodziny gendéw LIP. Najlepiej poznang lipazg jest biatko Lip2p kodowane przez gen
LIP2, odpowiedzialne za gtdéwna zewnatrzkomorkowa aktywnosé lipolityczng komorek
Y lipolytica [Fickers i in. 2005].

Dotychczasowe badania prowadzone w Katedrze Chemii SGGW wskazaty na mozli-
wo$¢ hodowli drozdzy Y. lipolytica KKP 379 w celu utylizacji odpadow przemyshu ryb-
nego [Fabiszewska i in. 2014]. Celem niniejszej pracy jest pokazanie perspektywy za-
stosowania wybranych hydrofobowych odpadéw spozywczych (pochodzenia migsnego
irybnego) oraz odpadow przemystu paliwowego jako gtdéwnego zrodta wegla oraz induk-
tora syntezy enzymow lipolitycznych w hodowli szczepu drozdzy Y. lipolytica W29.
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MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem szczepu lipolitycznych drozdzy Y. lipo-
Iytica W29 (ATCC®™ 20460™), otrzymanego w laboratorium GPMA na Uniwersytecie
Burgundzkim w Dijon, we Francji. Podtozem wykorzystywanym do przeprowadzenia
hodowli wstrzasanej byto podtoze YP o sktadzie: ekstrakt drozdzowy 10 g-dm™ (BTL,
L6dz, Polska) oraz pepton 20 g-dm™ (BTL, £6dZ, Polska) z dodatkiem 2% wybranego
odpadu przemystowego. Odczyn podtozy ustalano na poziomie 5. Podlozem inokulacyj-
nym bylo ptynne podtoze YPG, uzupelione w stosunku do podtoza YP o dodatek 2%
glukozy (Avantor, Gliwice, Polska). Jako podloze kontrolne zastosowano podtoze YP.
W doswiadczeniach wykorzystano pi¢¢ rodzajow odpadow: zuzyty olej silnikowy, olej
powstaly w wyniku wytopienia thuszczu w procesie wedzenia rybich tusz (pochodzacych
z zakladu przetworstwa rybnego Rekin sp.j. w Grajewie), masto klarowane zakupione
w sprzedazy detalicznej i poddane procesowi jetczenia, ttuszcz powstaty w wyniku wy-
topienia thuszczu w procesie wedzenia wedlin wieprzowych oraz thuszcz odpadowy po
procesie pieczenia kaczki. Dwa ostatnie odpady zostaly wygenerowane w gospodarstwie
domowym. Wyboér odpadoéw dokonano wedhug wykorzystanych w badaniach ttuszczow
jak najbardziej zréznicowanych pod katem pochodzenia i sktadu kwasow thuszczowych.

Hodowle wstrzasana prowadzono w kolbach okraglych-ptaskodennych o objeto-
$ci 500 cm® w 100 cm® sterylnego podtoza. Podloza hodowlane zaszczepiano 0,1 cm’
24-godzinnej hodowli inokulacyjnej. Wszystkie hodowle prowadzono w temperaturze
28°C na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej Julabo SW22 przy 140 obr.-min"'. Hodowle
wlasciwa przerywano po 65 h, kiedy komorki wychodzily z fazy wzrostu logarytmicznego
i wchodzity w faze wzrostu stacjonarnego, a aktywno$¢ lipaz zewnatrzkomorkowych byta
duza [Fabiszewska 2013]. Nast¢pnie oddzielano komorki drozdzy od ptynu pohodowla-
nego w wirébwce MPW-351R (8000 obr.-min"!, 10 min, 4°C). Ptyn pohodowlany zacho-
wano w celu oznaczenia aktywnosci lipolitycznej. Biomase drozdzy poddawano suszeniu
w wagosuszarce Radwag MAC 50/NH w celu oznaczenia suchej biomasy drozdzy metoda
termograwimetryczng. Liczbe komorek drozdzy w 1 cm® podtoza oznaczano metodg ptyt-
kowa na podtozu YPG z dodatkiem 2% agaru (BTL, L6dz, Polska). Kolonie inkubowano
przez 24 h w temperaturze 28°C. Zewnatrzkomoérkowa aktywnos¢ lipolityczng enzymow
syntetyzowanych przez drozdze i wydzielanych do podtoza hodowlanego oznaczano me-
toda spektrofotometrycznego pomiaru postepu reakeji hydrolizy laurynianu p-nitrofenylu
[Krzyczkowskaiin. 2009, Kapturowska i in. 2012]. Za jednostke aktywno$ci enzymatycz-
nej lipaz 1 U przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktora jest w stanie uwolni¢ 1 pmol p-nitrofenolu
w czasie 1 min w warunkach oznaczenia w temperaturze 37°C.

Sktad kwaséw tluszczowych oznaczono metoda chromatografii gazowej z zastoso-
waniem kolumny kapilarnej i detektora ptomieniowo-jonizacyjnego. Thuszcz poddawano
derywatyzacji do postaci estrow metylowych, przy uzyciu 1 M metanolanu sodu oraz
10-procentowego BF; w metanolu w przypadku probek oleju rybiego lub 14-procento-
wego BF; w metanolu w przypadku pozostatych probek. Do analiz oleju rybiego zastoso-
wano aparat firmy Agilent Technologies 68790 N GC, wyposazony w kolumne kapilarng
HP 5-MS o $rednicy wewnetrznej 0,25 mm i grubosci filmu fazy stacjonarnej 0,25 um
oraz aparat firmy Varian CP3800, wyposazony w kolumn¢ kapilarng ZB-FFAP o dlugos-
ci 30 m, $rednicy wewngtrznej 0,25 mm i grubosci filmu fazy stacjonarnej 0,25 pm do
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analizy pozostatych probek. Jako gaz nosny uzyto helu. Przeptyw gazu nosnego wyniost
1,2 ecm®-min!. Poszczegodlne kwasy thiszczowe zidentyfikowano na podstawie czasow
ich retencji, poréwnujac je ze wzorcami.

Statystyczne opracowanie wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramo-
wania Statistica 12.0 zestaw plus (Statsoft, Polska). Wyniki plonu biomasy i zewnatrz-
komoérkowej aktywnosci lipolitycznej analizowano za pomocg jednoczynnikowej anali-
zy wariancji oraz przy zastosowaniu testu Scheffego. Zatozenie o normalnosci rozktadu
sprawdzono na podstawie wyniku testu Shapiro-Wilka, za$§ zalozenie o jednorodno$ci
wariancji testem Browna-Forsytha. Przyjety poziom istotno$ci wynosit a. = 0,05. Wszyst-
kie eksperymenty wykonywano w co najmniej czterech powtdrzeniach w odniesieniu do
oznaczen liczby komorek oraz plonu biomasy, a w trzech powtdrzeniach w odniesieniu
do aktywnosci lipolitycznej.

WYNIKI

Przed przystapieniem do hodowli przeprowadzono analizg sktadu kwasow ttuszczo-
wych zawartych w triacyloglicerolach w lipidowych odpadowych zrodtach wegla (tab.),
w celu okreslenia wptywu poszczegdlnych kwasow thuszczowych na zewnatrzkomorko-
wa aktywno$¢ lipolityczng badanego mikroorganizmu. Analiza sktadow kwasow thusz-
czowych (tab.) wykazala najwigksza zawartos¢ kwasu oleinowego w tluszczu z kaczki
(41,9%), nieco mniejsza w thuszczu wieprzowym (37,8%), a najmniejsza w oleju rybim
(17,3%). Jest to bardzo istotna informacja, poniewaz niektorzy autorzy uwazaja, ze enzy-
my lipolityczne syntetyzowane przez drozdze Y. lipolytica wykazuja specyficznos$¢ sub-
stratowg w stosunku do tego kwasu [Fickers i in. 2011]. Ponadto w thuszczu po wedzeniu
rybich tusz wykazano obecno$¢ wielonienasyconych kwasow thuszczowych zawierajg-
cych powyzej 20 atoméw wegla w tancuchu (jak EPA czy DHA), a maslo zawierato
najwigksza 1los¢ nasyconych kwasow ttuszczowych (68,2%) w stosunku do pozostatych
thuszczy.

Wiasciwe doswiadczenie obejmowalo hodowle wstrzasane lipolitycznych drozdzy
Y lipolytica W29 w podtozach zawierajacych cztery lipidowe odpady spozywcze i jeden
odpad z przemystu paliwowego. Dodatkowo zatozono hodowle kontrolne w podtozu YP.
Oszacowano liczbe komorek drozdzy, oceniono plon biomasy oraz aktywnos$¢ zewnatrz-
komorkowych enzymoéw lipolitycznych. Wyniki oznaczen zaprezentowano na rysunku.

Najwiekszy $redni plon biomasy (19,77 g s.s.-dm~) uzyskano w hodowli prowadzonej
w podtozu zawierajacym tluszcz po pieczeniu kaczki (rys. B). Poréwnywalnie duzy plon
biomasy otrzymano w podtozu zawierajacym tluszcz po procesie wedzenia wedlin oraz
zjetczate masto klarowane (odpowiednio 17,89 i 16,95 g s.s.-dm™). Gorszy wynik uzy-
skano dla podtoza z odpadowym olejem rybim (12,28 g s.s.-dm™) oraz najgorszy w pod-
fozu kontrolnym YP, ktére nie zawieralo dodatkowego zrodta wegla. Uzyskane wyniki
$wiadczg o zdolnosci badanego szczepu drozdzy do asymilacji zrodet wegla o charakterze
lipidowym. Oznacza to rdwniez, ze zwiazki powstate z rozpadu tluszczéw w badanych
odpadach zostaly wykorzystane na potrzeby energetyczne oraz budowe i wzrost komorek
drozdzy. W podtozu z olejem silnikowym pomiar plonu biomasy nie byt mozliwy z uwagi
na charakterystyczny rozwdj komoérek w postaci biofilmu. Oznaczono natomiast liczbg
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Tabela. Sklad kwasow ttuszczowych zawartych w lipidowych odpadach stosowanych w hodowli
drozdzy jako zrédto wegla [% zawarto$¢ wszystkich kwasow thuszczowych]

Table.  Fatty acid composition of lipid waste substrates used in yeast growth as carbon sources
[% total fatty acid content]

Olej Thuszcz Thuszez
Zwyezaiowa nazwa Symbol po procesie po wedzeniu Zjelczate po pieczeniu
k;vvzi]su t-}]uszczowe o kwasu wedzenia ryb wedlin masto kaczki
Customary name 8 thuszczowego Oily waste Oily waste klarowane Oily waste
of fat a?i] d Symbol from fish from sausages Rancid from duck
Y of fatty acid smoking smoking ghee roasting
process process process
Laurynowy C12:0 02 - - -
Lauric ’ ?
Mirystynowy C14:0 8,1 42 16,2 10,4
Myristic
Mirystooleinowy Cl4:1 L0 _ B _
Myristooleic ’ ’
Palmit
a mynowy C16:0 12,1 27,6 35,6 20,7
Palmitic
Palmitooleinowy cl6:l 11,5 41 22 3.5
Palmitoleic
Stearynowy C18:0 32 9.6 162 54
Stearic
o
Oleinowy cis:1 17,3 378 253 419
Oleic
Linolowy 182 1.4 11,5 11 13.6
Linoleic
Linol
1O ENOWY C18:3 46 23 12 0,4
Linolenic
Arachidowy
Arachidonic €20:0 B 04 0.2 0.1
Eikozaenowy €201 10.0 _ B _
Eicosenoic ’ ’
Eikozapentacnowy ) 5 (pa 8,0 - - -
Eicosapentaenoic
Behenowy
. C22:0 - 0,5 - -
Behenic
Erukowy c22:1 11,2 - - -
Erucic
Dokozaheksaenf)wy 22:6 (DHA) 10.6 B B _
Docosahexaenoic
Lignocerynowy C24:0 0.7 3 3 _
Lignoceric ’ ?
Pozostate
- 2 2 4
Other 0.3 0 0 0
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Rysunek. Wplyw odpadowego Zrodta wegla na liczbe komorek drozdzy (A), plon biomasy komo-

Figure.

rek (B) oraz zewnatrzkomodrkowa aktywnos$¢ lipolityczng szczepu Y. lipolytica W29 po
65 h hodowli wstrzasanej (C). Zastosowany odpad w podtozu: 1 — thuszcz po pieczeniu
kaczki, 2 — thuszcz po wedzeniu wedlin, 3 — zjetczale masto klarowane, 4 — olej po proce-
sie wedzenia ryb, 5 — zuzyty olej silnikowy, YP — podtoze kontrolne. Grupy jednorodne
wyodrebnione na podstawie testu Scheffego oznaczono ré6znymi literami alfabetu

The influence of carbon source on the number of yeast cells (A), biomass yield (B),
and extracellular lipolytic activity of Y. lipolytica W29 after 65 h of shaking culture (C).
Wastes used in media: 1 — oily waste from duck roasting process, 2 — oily waste from
sausages smoking process, 3 — rancid ghee, 4 — oily waste from fish smoking process,
5 —waste engine oil, YP — control medium. Means were separated into statistically differ-
ent groups by Scheffe test and marked with different letters



Utylizacja odpadow pochodzgcych z zaktadow przemystu spozywczego i paliwowego... 21

komorek drozdzy w 1 cm® podtoza, ktora okazata sie porownywalna i statystycznie nie-
istotna dla wszystkich przeprowadzonych hodowli w podtozach z dodatkiem surowcow
odpadowych (rys. A).

Komorki drozdzy w podtozach zawierajacych tluszczowe substraty produkowatly
enzymy lipolityczne i najwicksza zewnatrzkomorkowg aktywno$¢ lipolityczng osiag-
nigto w podtozu zawierajacym olej po procesie wedzenia ryb (0,313 U-cm™) — rysu-
nek C. Statystycznie istotnie malg aktywno$¢ oznaczono w podtozu z thuszczem po
pieczeniu kaczki (0,155 U-cm™) oraz z mastem klarowanym (0,118 U-cm ). Nie zaob-
serwowano aktywnos$ci enzymatycznej w podtozu zawierajagcym zuzyty olej silnikowy
(0,013 U-cm ) oraz w podtozu kontrolnym YP (0,003 U-cm™?).

DYSKUSJA

Znanych jest wiele sposobow zagospodarowania odpadéw przemystu migsnego i ryb-
nego. W zaleznoS$ci od regionu, kultury i preferencji zywieniowych produkty uboczne
powstajace przy rozbiorze migsa i rybich tusz czy wtasciwej produkcji migsnej oraz ryb-
nej przeznaczane sg do dalszej obrobki lub utylizacji [Jayathilakan i in. 2012]. Wykorzy-
stanie odpadow jako sktadnikéw podlozy hodowlanych jest metoda utylizacji odpadow
obecnie prowadzong wylacznie w skali laboratoryjnej. Autorzy niniejszej pracy wykazali
mozliwo$¢ zastosowania odpadow przemystu spozywczego i paliwowego w celu pozy-
skania biomasy komoérek drozdzy Y. lipolytica. Komorki tego gatunku moga asymilo-
wac substraty hydrofobowe dzigki ztozonemu metabolizmowi, zdolno$ciom adhezyjnym
struktury $ciany komorkowej oraz mozliwo§ciom modyfikacji hydrofobowych wiasci-
wosci powierzchni komorki [Fickers i in. 2005].

Pomimo zZe rozwdj drozdzy obserwowano w kazdym z badanych podtozy, aktyw-
no$¢ lipolityczng enzymoéw wykazano wytacznie w podlozach z lipidowymi odpadami
przemyshu spozywczego. Do syntezy enzymow lipolitycznych przez drozdze Y. lipolyti-
ca niezbedny jest bowiem induktor w postaci kwaséw tluszczowych i ich pochodnych.
W badaniach innych autoré6w dowiedziono, ze wegglowodory, ktére podobnie jak thuszcze
sa hydrofobowe, nie wptywaja znaczaco na syntez¢ enzymow lipolitycznych. Warto na-
tomiast przeprowadzi¢ dalsze badania nad zdolnos$cia tworzenia biofilmu przez komorki
drozdzy hodowane w podtozu z dodatkiem oleju silnikowego, ktdre mogtyby w przyszto-
$ci przyczyni¢ si¢ do opracowania metody oczyszczania srodowiska, w tym wod mor-
skich, z zanieczyszczen przemystu paliwowego i naftowego [Zinjarde 2014]. Dotychczas
tworzenie biofilmu bylo wykorzystywane w celu zwigkszenia wydajno$ci syntezy aro-
matow, np. y-dekalaktonu [Braga i Belo 2013]. Drozdze z gatunku Y. lipolytica wzrastaty
w postaci biofilmu na termoplastycznej matrycy polimerowej wykonanej z polimetakry-
lanu metylu (PMMA) w czasie inkubacji wstrzasanej przez 48 h w temperaturze 27°C
[Braga i Belo 2013] i w czasie hodowli w bioreaktorze typu airlift [Escamilla-Garcia i in.
2014] oraz na szklanych kuleczkach i ptytkach titracyjnych [Zinjarde 2014]. Adhezja
komérek do powierzchni abiotycznych sprawia, ze komoérki obecne w biofilmie sg chro-
nione przez matrycg, na ktorej si¢ znajduja, maja lepsze mozliwosci adaptacyjne, zyskuja
odmienne wlasciwosci fizjologiczne oraz sag mniej narazone na czynniki stresowe $rodo-
wiska [Escamilla-Garcia i in. 2014, Zinjarde 2014].
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Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy to pierwsza tego typu proba zastosowania
drozdzy Y. lipolytica w biotechnologicznej metodzie syntezy lipaz z jednoczesng utyliza-
cja thuszczy odpadowych pochodzenia zwierzecego (masto klarowane, thuszeze po we-
dzeniu czy pieczeniu). Z kolei wykorzystanie odpadow przemyshu rybnego w produkcji
enzymoOw lipolitycznych opisali m.in. Rebaha i Mileda [2013] w artykule przegladowym.
Autorzy przedstawili mozliwosci zastosowania réoznych odpaddéw rybnych (glowy, skory,
osci) w mikrobiologicznej syntezie enzymow takich jak proteazy i lipazy przez szczepy
bakterii Pseudomonas aeruginosa MN, Bacillus subtilis, B. cereus, Vibrio anguillarum
i V. splendidus. Podobny kierunek w badaniach nad utylizacja odpadéw pochodzacych
z zaktadow przemystu rybnego, ale z wykorzystaniem drozdzy, zostal przedstawiony we
wczesniejszej pracy autorow artykutu [Fabiszewska i in. 2014].

Goncalves i inni [2009] przeprowadzili badania nad zastosowaniem odpadowej wody
po procesie tloczenia oliwy z oliwek w hodowli drozdzy Candida rugosa PYCC 3238,
C. rugosa CBS 2275, C. cylindracea CBS 7869 oraz Yarrowia lipolytica W29, Y. lipolyti-
ca CBS 2073 1 Y. lipolytica IMUFRIJ 50682, wykazujac zréznicowang aktywno$¢ lipoli-
tyczng badanych mikroorganizméw. Z kolei Saygiin i inni [2014] przedstawili w swoich
badaniach wptyw réznych olejow oraz odpadéw przemystu olejowego na produkcje lipaz
przez drozdze Y. lipolytica YB 423-12. Badano makuchy (wytloki) orzechowe, maku-
chy stonecznikowe, wytloki z oliwek oraz oleje pochodzace odpowiednio ze Zmijowca
zZwyczajnego, siemienia Inianego, ogérecznika, rzepaku, sezamu i pstraga. Najwicksza
aktywnos¢ obserwowano w podtozach z olejem orzechowym, co autorzy wyjasnili duza
zawartos$cig kwasu oleinowego w tym oleju [Saygiin i in. 2014]. W badaniach wiasnych
nie potwierdzono natomiast zwigzku miedzy zawartosciag tego kwasu a aktywnoscia li-
polityczng komoérek. Wyniki aktywnosci lipaz uzyskane w podlozu z odpadowym ole-
jem rybim moglyby sugerowaé istotng rol¢ wielonienasyconych kwasow thuszczowych
w stymulacji syntezy enzymow lipolitycznych. Mozna takze stwierdzi¢, ze drozdze
Y lipolytica wykazuja wigksza aktywnos¢ lipolityczna w podtozach zawierajacych tria-
cyloglicerole sktadajace si¢ z wigkszej ilosci nienasyconych kwasow ttuszczowych.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen sformulowano nastepujace wnioski
1 spostrzezenia:

1. Hydrofobowe odpady przemystu spozywczego i paliwowego mogg by¢ wykorzy-
stywane jako zrédto wegla w hodowli drozdzy Y. lipolytica W29 w celu ich zagospoda-
rowania. We wszystkich badanych podtozach hodowlanych zawierajacych 2% odpadow
thuszczoéw spozywcezych lub odpadowego oleju silnikowego obserwowano rozwoj droz-
dzy na poziomie 10® jtk-cm™, uzyskujac plon biomasy drozdzy od 19,77 g s.s.-dm™ dla
podtoza z thuszczem po pieczeniu kaczki do 12,28 g s.s.-dm ™ w odniesieniu do podtoza
z odpadowym olejem rybim.

2. Odpady przemystu paliwowego typu weglowodory (jak zastosowany w badaniach
olej silnikowy) nie stymulujg aktywnosci lipolitycznej drozdzy Y. lipolytica, ale indukuja
charakterystyczny rozwdj z wytworzeniem biofilmu.
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3. Lipidowe odpady przemystu spozywczego indukujg syntez¢ zewnatrzkomorko-
wych enzymow lipolitycznych przez drozdze Y. lipolytica. Najwigksza aktywno$¢ lipaz
w prezentowanych badaniach uzyskano w podtozu z 2-procentowym dodatkiem oleju
odpadowego po procesie wedzenia ryb (0,313 U-cm™).

Przeprowadzone badania dotycza skali laboratoryjnej. Autorzy pracy planuja zwigk-
szy¢ skale hodowli w dalszych pracach w celu oceny potencjatu aplikacyjnego zaprezen-
towanego sposobu utylizacji odpadow przemystowych typu thuszcze.
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UTILIZATION OF WASTE FROM FOOD AND FUEL INDUSTRIES BY LIPOLYTIC
YEAST OF YARROWIA LIPOLYTICA

Summary. Waste disposal and by-product management in many branches of industry pose
problems in the areas of environmental protection and sustainability. Hydrophobic waste
substrates of food and fuel origin stands for one of the continuously gaining ground for waste
management fields. The aim of the study was to evaluate the possibility to use food origin
wastes and fuel industry waste as a carbon sources in the culture medium for Y. lipolytica
‘W29 with their simultaneous valorization. Culture media contained 2% of waste substrates.
In the study there were evaluated yeast biomass yield, number of yeast cells in 1 cm® of me-
dium and extracellular lipase activity after 65 h of yeast growth on a rotary shaker at 28°C.
Five wastes were estimated: oily waste from duck roasting process, oily waste from sausages
smoking process, rancid ghee, oily waste from fish smoking process and waste engine oil.
Additionally fatty acid composition of lipid waste was analyzed using gas chromatography.
It was shown the possibility of using these wastes in cultivation of yeast with their simultane-
ous valorization by obtaining valuable products, e.g. enzymes such as extracellular lipases
as well as biomass intended for feed. Yeast biomass yielded from 19.77 g DM-dm™ for oily
waste from duck roasting process to 12.28 g DM-dm for oily waste from fish smoking proc-
ess. It has been found that waste substrates stimulate the synthesis of extracellular lipases
with different efficiency. The highest activity was obtained in medium containing smoked
fish oil (0.313 U-cm™). Furthermore, in waste engine oil medium no lipase activity of ¥. lipo-
Iytica yeast was observed, but cells did grow and formed a biofilm. The analysis of fatty acid
compositions showed the highest oleic acid content in oily waste from duck roasting process
(41.9%), slightly lower waste from sausages smoking process (37.8%) and two-fold lower
in fish oil (17.3%). This is very important information, because some authors believe that
lipolytic enzymes synthesized by the yeast Y. lipolytica show substrate specificity as com-
pared to that oil. Furthermore, the waste oil from fish smoking process was characterized by
the presence of polyunsaturated fatty acids containing more than 20 carbons in chain length
(EPA and DHA). There was no correlation between lipolytic activity and oleic acid content in
waste fat used as the carbon source in medium, but it can be concluded that Y. lipolytica yeast
prefered unsaturated rather than saturated fatty acids in extracellular lipase production.

Key words: Yarrowia lipolytica, lipase, waste fat, engine oil
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