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Optymalizacja procesu produkcji drozdzy paszowych
z odpadowego glicerolu

Wstep

Tradycyjnie, gléwnym zrédlem wegla i energii w podtozach
do produkcji biomasy komoérkowej sa weglowodany [1]. Z eko-
nomicznego punktu widzenia w produkcji przemystowej bio-
masy drozdzy wykorzystuje sie odpady z przemystu rolno-
spozywczego zawierajace cukry [1, 2]. W ostatniej dekadzie
wzrosto réwniez zainteresowanie odpadami z produkeji bio-
paliw, ktérych produkcja z roku na rok dynamicznie wzrasta.
Frakcja glicerynowa moze byé wykorzystywana jako jedyne
zrodlo wegla 1 energii w procesach biotechnologicznych mie-
dzy innymi do produkcji biomasy komérkowej drozdzy. Nasze
wcezeéniejsze badania wykazaty, ze odpadowy glicerol oraz
jego poszczegodlne sktadniki tj. glicerol, kwasy ttuszczowe 1 es-
try etylowe sa dobrymi surowcami do produkeji biomasy réz-
nych gatunkéw drozdzy, takich jak Y. lipolytica, Candida
tropicalis, C. utilis czy C. robusta. Wyselekcjonowanym, naj-
lepszym producentem biomasy z takich surowcow byt szczep
Y. lipolytica 8661 UV’1, ktory w procesach wglebnych charak-
teryzowal sie najwyzszymi parametrami technologicznymi
(wysoka produktywnoéé i wydajno§é biomasy) [3, 4]. Waznym
czynnikiem pozwalajacym na uzyskanie zadowalajacych pa-
rametréw technologicznych jest obok odpowiedniego mikroor-
ganizmu i zrédia wegla, optymalny sktad podtoza produkeyj-
nego, dobdér warunkéw hodowlanych (temperatura, natlenie-
nie, pH) oraz systemu hodowli [1]. Podloza stosowane do pro-
dukcji biomasy drozdzy oprécz zrédla wegla powinny zawie-
ra¢ odpowiednie iloéci przyswajalnego azotu, fosforu, czynni-
ki wzrostowe oraz makro i mikroelementy.

Celem pracy byla optymalizacja dawki (NH,),SO,, KH,PO,
i autolizatu drozdzy oraz natlenienia podloza hodowlanego
dla procesu produkcji biomasy drozdzy paszowych Yarrowia
lipolytica 8661 UV’1 z frakeji glicerynowe;j.

Materialy i metody

Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep drozdzy Y. lipolytica
8661 UV'1 pochodzacy z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mi-
krobiologii  Zywnosci  Uniwersytetu  Przyrodniczego we
Wroctawiu.

Podtoza hodowlane

Do wstepnego namnazania drozdzy stosowano podtoze YM
z dodatkiem 20 g/I. kwaséw ttuszczowych. Optymalizacje
dawki azotu 1 zrdédla witamin przeprowadzono w podiozu
o skladzie [g/L]: MgSO, - 7TH,0 — 0,5; bacto-pepton — 0,75; od-
padowy glicerol — 25 (zawierajacy 45% glicerolu i1 50% kwa-
séw tltuszczowych), sporzadzonym w buforze fosforanowym
o pH 4,5, wzbogaconym dodatkowo: (NH,),SO, w zakresie

0-16 g/L, autolizatem drozdzy Saccharomyces cerevisiae
w zakresie 0—50 ml/L. Optymalizacje dawki fosforu prowa-
dzono w hodowlach bioreaktorowych w podtozu zawierajacym
[g/L]: MgSO, 7TH,0 — 0,5; bacto-pepton — 0,75; odpadowy gli-
cerol — 25, (NH,),SO, — 10, autolizat drozdzy — 34 ml/Li uzu-
pelnionym KH,PO, w zakresie 0-0,75 g/L.. Wplyw natlenienia
$rodowiska na wzrost drozdzy okreslono w podlozu o sktadzie
jw. z KH,PO, w iloéci 0,125 [g/L].

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne oraz okresowe w bioreaktorze, wyko-
nane w celu optymalizacji dawki fosforu i stopnia natlenienia
podioza, prowadzono zgodnie z metodyka wedlug Juszczyka
i wsp. [3].

W celu optymalizacji dawki azotu przeprowadzono szereg
120 godzin hodowli wstrzasanych.

Do pomiaru stezenia tlenu uzyto wielofunkcyjnego przyrza-
du komputerowego CX-741. Inokulum stanowito 10% obje-
toéci hodowli.

Metody analityczne

Biomase 1 tluszcz resztkowy oznaczono metoda wagowa.
Glicerol oznaczono metoda HPLC na kolumnie typu Aminex
HPX 87H potaczonej z detektorem IR w temperaturze poko-
jowej. Szybkoéé fazy cieklej 20 mM H,SO, wynosila 0,6
mL/min. Biatko oznaczono metoda biuretowa wg Stewarta.
Otrzymane wyniki opracowano statystycznie metoda analizy
warlancji przy wykorzystaniu programu Statistica.

Omoéwienie i dyskusja wynikéw

Poziom biomasy drozdzy uzyskanej w hodowlach wstrzasa-
nych byl zréznicowany i =zalezal zaréwno od stezenia
(NH,),S0, jak réwniez od iloéci autolizatu drozdzy w podlozu
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Rys. 1. Wplyw réoznych dawek azotu i autolizatu drozdzowego na

produkcje biomasy drozdzy Y. lipolytica ATCC 8661 UV’1 z frakcji

glicerynowej w hodowlach wstrzasanych. Warunki hodowli: frak-

cja glicerynowa 25 g/L, podloze sporzadzone w 0,2 M buforze fos-

foranowym o pH = 4,5, autolizat drozdzy (Q 0, 16, W 34, H 50

ml/L). a-c - warto$ci Srednie oznaczone tymi samymi indeksami
nie réznig sie¢ miedzy soba statystycznie istotnie (o = 0,05)
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Tablica 1

Wplyw stezenia fosforu na podstawowe parametry
technologiczne produkeji biomasy drozdzy Y. lipolytica ATCC
8661 UV’1 z frakcji glicerynowej w hodowli wglebnej

KH,PO, [osé Biatko Y, Q.
biomasy

[e/L] e/l [%] [g/g] [g/Lh]

0 10,52 32,9 0,42° 0,98
0,060 10,7° 37,5 0,43° 0,912
0,125 17,2 35,4 0,69° 1,56
0,250 17,5 38,3 0,70 ° 1,50°
0,500 18,3° 36,4 0,73 " 1,71
0,750 18,8° 38,0 0,75" 1,88"

Qx — produktywnoé¢ biomasy, Yc — wydajno$é caltkowita biomasy,
a-b — warto$ci érednie oznaczone tymi samymi indeksami nie réznia sie

miedzy soba, statystycznie istotnie (0. =0,05)

Tablica 2

Wplyw stopnia natlenienia pozywki na produkcje biomasy,
produktywno$é i wydajno$é biomasy oraz zawarto$é biatka
w drozdzach Y. lipolytica ATCC 8661 UV’1 w hodowli wglebnej

Natlenienie ,HOéé Biatko Y. Qx
[%03] blomasy [%] [e/e] [g/Lh]
[g/L]
35 18,9 40,5 0,76 ° 1,439
50 13,9 40,3 0,56" 1,32°
65 10,3 ¢ 40,3 0,41°¢ 1,01°¢

a-c — wartosci §rednie oznaczone tymi samymi indeksami nie réznig sie
miedzy soba, statystycznie istotnie (0. =0,05)
Yc, Qx — oznaczenia jak w tablicy 1

hodowlanym (Rys. 1). Najwyzszy poziom biomasy (12 g/L)
oraz najwyzszg wydajnos$¢ catkowita (Y, = 0,48 g/L) uzyskano
w hodowli z dodatkiem 16 g/L. (NH,),SO, i 50 ml/L autolizatu
drozdzowego. W hodowli kontrolnej bez dodatku autolizatu
i (NH,),SO, stezenie biomasy byl na niskim poziomie 3,2 g/L.
Analiza wariancji wykazala istotne statystycznie réznice (o0 =
0,05) w uzyskanym poziomie biomasy, zalezne od dawki azo-
tu jak i autolizatu. Dodatek (NH,),SO, do podloza w stezeniu
od 10 do 16 g/L nie miat istotnego wplywu na przyrost bioma-
sy drozdzy (okoto 1g/L). Doboru Zrédla azotu dla procesu pro-
dukcji biomasy drozdzy Y. lipolytica dokonano na podstawie
danych literaturowych [5, 6]. Jak podaje Boze 1 wsp. [1] naj-
czeéciej stosowanym zrddiem azotu nieorganicznego, wyko-
rzystywanym do produkcji biomasy drozdzy, sa sole amono-
we. Rymowicz i wsp. [5] w swoich badaniach wykorzystujac
porafinacyjne kwasy ttuszczowe jako zZrédto wegla, wykazali,
ze najwyzsze stezenie (20,5 g/L) 1 wysoka wydajno§é calko-
wita (Y, ,; = 1,07 g/g), uzyskano w hodowli szczepu Y. lipolyti-
ca ATTC 8661 przy zastosowaniu 9 g/l. (NH,),SO,. Musiat
1 wsp. [6] optymalizowali sktad podioza hodowlanego do pro-
dukcji biomasy komérkowej Y. lipolytica A-101 z surowego
oleju rzepakowego, a (NH,),SO, okazal sie najlepszym zrod-
lem azotu. Takze badania Choi i Park [7] potwierdzaja przy-
datno$¢ tej formy azotu nieorganicznego w procesach hodowli
drozdzy. Na podstawie analizy statystycznej wynikéw otrzy-
manych w tej czeSci pracy oraz zawarto$ci biatka w biomasie

drozdzy (dane nieprezentowane) jako optymalna dawke auto-
lizatu drozdzowego wybrano 34 ml/L, co odpowiada ok. 1 g
ekstraktu drozdzowego, oraz 10 g/L siarczanu amonu.

W niniejszej pracy stezenie KH,PO, optymalizowano w ho-
dowlach bioreaktorowych. Najnizszy plon biomasy, na pozio-
mie od 5 do 10,7 g/L, obserwowano w hodowlach, gdzie steze-
nie KH,PO, nie przekraczalo 0,06 g/L.. Wyrazny wzrost steze-
nia biomasy do 17,2 g/L oraz produktywnosci (1,56 g/Lh) i wy-
dajnosci biomasy (Y. = 0,69 g/g), uzyskano w podlozach za-
wierajacych 0,125 g/Li soli fosforanowej. W fachowym pis$-
miennictwie dotyczacym procesow produkeji biomasy drozdzy
z réznych substratéow, fosforan (V) potasu w stezeniach od
0,34 do 1,5 g/L jest najczeéciej wykorzystywanym zroédiem
fosforu [1, 3, 5, 6, 8].

Jednym z wazniejszych parametréw hodowlanych w proce-
sie produkcji biomasy komérkowej jest stopien nasycenia tle-
nem podloza. Jak obrazuje tablica 2, wielko$¢ tego parametru
miala wyrazny wplyw na podstawowe parametry technolo-
giczne procesu. Najwyzsze wartosci produktywnosci 1 wydaj-
no$ci biomasy uzyskiwano w warunkach natlenienia okoto
35% nasycenia tlenem, odpowiednio @, = 1,43 g/Lhi Y,=0,76
g/g. W tych warunkach otrzymano réwniez najwyzsze steze-
nie biomasy 18,9 g/L. Zawarto$¢ biatka w drozdzach w calym
zakresie badanego natleniania $rodowiska hodowlanego byta
podobna na poziomie powyzej 40%, co daje produkt koncowy
o dobrych parametrach handlowych. Wzrost natlenienia z 35
do 65% stanu nasycenia, powodowal obnizenie zaréwno pozio-
mu biomasy, produktywnosci i wydajnoéci catkowitej bioma-
sy. Rymowicz i Lenart [8], badajac wplyw natlenienia $rodo-
wiska hodowlanego na wzrost 1 biosynteze kwasu cytrynowe-
go przez drozdze z syropu glukozowego, stwierdzili, ze zwiek-
szenie natlenienia $rodowiska z 20 do 60% O, wplywalo ko-
rzystnie na produkcje biomasy oraz dynamike wzrostu droz-
dzy, co pozostaje w sprzecznoSci z wynikami uzyskanymi
w dyskutowanej pracy, gdzie surowcem byla frakcja glicery-
nowa.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze szczep drozdzy Y.
lipolytica ATCC 8661 UV’1 jest dobrym producentem bioma-
sy drozdzy paszowych z odpadowej frakcji glicerynowe;.
W zoptymalizowanym podlozu produkuje biomase komor-
kowa z wysoka szybkoécia 1 wydajnoscia, dajac finalny pro-
dukt o wysokiej zawartosci biatka.
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