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PROBA ZASTOSOWANIA DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA KKP 379 W ZAGOSPODAROWANIU
ODPADOW PRZEMYStU RYBNEGO®

The attempt to apply Yarrowia Lipolytica KKP379 yeast in fishery
industry wastes management®
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Celem pracy przedstawionej w artykule byta ocena mozli-
wosci zastosowania kilku produktow odpadowych pochodzg-
cych z przetworni ryb (solanki, dwoch rodzajow odpadow
po procesie wedzenia ryb oraz szlamu) jako zrédia wegla
do wzrostu dzikiego szczepu drozdzy Y. lipolytica KKP 379.
Najwyzszy sredni plon biomasy drozdzy uzyskano w podto-
zu zawierajgcym szlam jako zZrodio wegla, natomiast naj-
wyzszq Sredniq aktywnos¢ lipolityczng oznaczono w plynie
pohodowlanym z podioza zawierajgcego olej odpadowy po
procesie wedzenia. Wprawdzie srednia zewngtrzkomorkowa
aktywnosé lipolityczna drozdzy byla nizsza w porownaniu z
uzyskang w podtozu z oliwg z oliwek (znanym aktywatorem
syntezy lipaz), ale zaletq przedstawionego rozwigzania mogq
by¢ wzgledy ekonomiczne i ekologiczne.

WSTEP

Utylizacja odpadow i zarzadzanie produktami uboczny-
mi powstajacymi w procesie wytwarzania Zywnosci stano-
wig istotny problem z punktu widzenia ochrony $rodowi-
ska oraz zréwnowazonego rozwoju. Odpady pochodzace
z zaktadow przemystu rybnego sa jednymi z bardziej uciaz-
liwych $ciekow, zarowno dla samych przetworni jak i lokal-
nych oczyszczalni. Wyjatkowa trudno$¢ ich utylizacji wyni-
ka z duzej zawarto$ci materii organicznej i wody, podatnosci
na utlenianie oraz mozliwo$ci wystgpowania patogennej mi-
kroflory. Z drugiej strony jednak odpady przemystu rybnego
moga by¢ zrodtem soli mineralnych, biatka oraz ttuszczow,
co stwarza mozliwo$¢ ich wykorzystania w przetwarzaniu
do bardziej warto$ciowych produktéw, jak np. suplementéw
kwasow thuszczowych, nawozow, maczki rybnej czy hydro-
lizatéw bialkowych [11, 17]. Moga one takze stanowi¢ cen-
ne zrodto sktadnikoéw niezbednych do wzrostu mikroorga-
nizmoéw [15] i tym samym istnieje mozliwos¢ ich zastoso-
wania w podtozach do hodowli drobnoustrojow w produkcji

Key words: lipase activity, fishery industry wastes, biomass
yield, Y. lipolytica.

The aim of the study presented in the paper was to evalu-
ate the possibility of application some fishery wastes (oily
wastes from fish smoking process, fish leach and sludge) as
a carbon sources in the culture medium for wild strain of
veast Y. lipolytica KKP 379. The highest average yeast bio-
mass yield was achieved in the presence of sludge, but the
highest lipase activity was observed in the presence of oily
wastes from fish smoking process. The extracellular lipase
activity in the culture medium was lower than that obtained
in the presence of oil olive (the common activator of lipase
synthesis), however this approach may be recommended due
to the economic and environmental reasons.

réznorodnych metabolitow i/lub biatek enzymatycznych, np.
drozdzy z gatunku Yarrowia lipolytica. Drozdze te sg jed-
nym z waznych mikrobiologicznych producentow biatka pa-
szowego (tzw. SCP — ang. single cell protein), kwasu cytry-
nowego, zwiazkoéw zapachowych oraz enzymow, w tym pro-
teaz i lipaz [2, 3]. Komorki drozdzy Y. lipolytica moga asy-
milowac¢ substraty hydrofobowe, dzigki ztozonemu metabo-
lizmowi obejmujacemu kilka szlakéw metabolicznych. Eko-
nomia procesu syntezy metabolitow drozdzy jest w gtow-
nej mierze zalezna od kosztow i dostepnosci odpowiedniego
zrodta wegla 1 azotu w podtozu hodowlanym, wigc poszuki-
wanie nowych, tanich substratow, takich jak odpady prze-
myshu rybnego, staje si¢ zasadnym i interesujacym zagadnie-
niem badawczym [15].

Celem artykulu jest pokazanie mozliwo$ci zastosowa-
nia kilku produktéw odpadowych pochodzacych z zakla-
dow przemystu rybnego (solanki, dwéch rodzajéw od-
padu po wedzeniu ryb oraz szlamu) jako Zrodla wegla
w procesach hodowli dzikiego szczepu drozdzy Y. lipo-
Iytica KKP 379, jak rowniez ocena wplywu tego podloza
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na zewnatrzkomorkowa aktywnos¢ lipolityczna badane-
g0 szczepu.

MATERIAL | METODY BADAWCZE

Badania prowadzono z udzialem szczepu drozdzy Y. /i-
polytica KKP 379, pochodzacego z Kolekcji Kultur Drobno-
ustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemy-
stu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego
w Warszawie. Drozdze przechowywano na skosach na pod-
lozu agarowym YPG w temperaturze 4°C.

Wszystkie eksperymenty wykonywano w co najmniej
trzech powtorzeniach. Hodowle inokulacyjng prowadzo-
no przez 24 h w temperaturze 28°C w 100 cm® ptynnego

A 1

Rys. 1. Fotografie probek czterech zastosowanych w podlozach odpadéw po-
produkcyjnych przemyshu rybnego, w tym dwoch odpadéw polplyn-
nych czyli olejow odpadowych po procesie wedzenia ryb (A -wedzarnia
nr 1 i B - wedzarnia nr 2), jednego odpadu plynnego czyli solanki od-
padowej (zaprezentowana w postaci zamrozonej, C) oraz odpad staly,

czyli szZlam (D).

Fig. 1. Pictures of fishery industry wastes used in culture media, including two
waste slurries — oily wastes from fish smoking process (A and B), one
liquid waste — fish leach waste (presented in frozen form, C) and solid

waste — sludge (D).
Fot.: P. Mazurczak
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laurynian p-nitrofenylu

Rys. 2. Hydroliza laurynianu p-nitrofenylu z udzialem lipaz Y. lipolytica.
Fig. 2. Hydrolysis of p-nitrophenyl laurate involving Y. lipolytica lipases.

Zrédlo: Badania wiasne
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podtoza YPG, szczepionego za pomocg ezy biomasg droz-
dzy przechowywanych na skosach agarowych. Wiasciwe
hodowle wstrzasane prowadzono w objetosci 100 cm? plyn-
nego podloza YP (zawierajacego 1% ekstraktu drozdzowe-
go 1 2% peptonu), wzbogaconego o dodatek 2% oliwy z oli-
wek lub produktow odpadowych pochodzacych z zaktadow
przemyshu rybnego (solanki, dwoch rodzajow olejow odpa-
dowych po procesie wedzenia ryb lub szlamu — koncowe-
go produktu odpadowego). Poczatkowe pH podlozy ustalo-
no na poziomie 5,0. Objetos¢ stosowanego inokulum wy-
nosita 0,1% v/v. Na rysunku nr 1 zaprezentowano fotografie
probek wszystkich czterech zastosowanych w podtozach od-
padow poprodukcyjnych.

Hodowle wlasciwe prowadzono
przez 65 h w temperaturze 28°C na wy-
trzgsarce posuwisto-zwrotnej IKA KS
4000 ic control przy 150 obrotach na
minut¢. Komoérki drozdzy oddzielano
po hodowli od podtoza poprzez wiro-
wanie przy 8000 rpm (6784 rcf) przez
10 minut w temperaturze 10°C przy
uzyciu wirowki MPW-351R. Plon bio-
masy okre$lano na podstawie mokrej
masy oraz suchej biomasy drozdzy me-
todg termograwimetryczng, automa-
tycznie w wagosuszarce Radwag MAC
50/NH.

Zewnatrzkomorkowa aktywnos¢ li-
polityczng enzyméw syntetyzowanych
przez drozdze i wydzielanych do pod-
loza hodowlanego oznaczano metoda
spektrofotometrycznego pomiaru po-
stepu reakcji hydrolizy laurynianu p-
nitrofenylu (rys. 2) [12, 13]. Za jednost-
ke aktywnosci enzymatycznej lipaz 1 U
przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktora jest
w stanie uwolni¢ 1 pumol p-nitrofenolu
w czasie 1 minuty w warunkach ozna-
czenia w temperaturze 37°C. Krzywa
wzorcowa dla stezenia p-nitrofenolu
wyznaczono, sporzadzajac roztwory
wzorcowe p-nitrofenolu w zakresie ste-
zen od 4,4 x 10-6 M/cm? do 3,7 x 10-7
M/em?. Do reakcji pobierano 15 cm?
ptynu pohodowlanego, w ktérym znaj-
dowaty si¢ zewnatrzkomorkowe enzy-
my lipolityczne.

Analize sktadu kwasow tluszczo-
wych (po derywatyzacji do postaci es-
trow metylowych metodag PN-EN ISO
5509) wykonano z uzyciem chroma-
tografu gazowego z detektorem FID
(Agilent Technologies GC 7890A). Za-
stosowano nast¢pujace warunki pra-
cy chromatografu gazowego: ko-
lumna kapilarna SUPELCOWAX 10
(30 m x 0,32 mm x 0,25 um), gaz no-
$ny — hel, temperatura dozownika
250°C, temperatura poczatkowa ko-
lumny 200°C, przyrost temperatury

p-nitrofenol
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4°C/min do 260°C, izoterma 260°C przez 10 min, po-
dziat strumienia 50:1, nastrzyk autosamplerem 1 x 1 pl,
temperatura detektora 260°C [7]. Dodatkowo w celu iden-
tyfikacji kwasow tluszczowych zastosowano spektrometri¢
mas. Analiz¢ wykonano w Zaktadzie Biotechnologii Insty-
tutu Chemii Przemystowej im. prof. Ignacego Moscickiego
w Warszawie.

WYNIKI

W badaniach wstepnych drozdze Y. lipolytica KKP 379
hodowano w podtozach zawierajacych odpady przetworstwa
rybnego wprowadzone do sterylnej wody, ale nie zaobser-
wowano wzrostu mikroorganizméw nawet po 96 h hodowli.
Z tego wzgledu podtoza hodowlane uzupetniono o dodatko-
we sktadniki. Uzupetnienie sktadu podlozy dodatkiem pep-
tonu oraz ekstraktu drozdzowego jako zrodta azotu, mikro-
i makroelementow skutkowalo dobrym wzrostem badanego
szczepu drozdzy (rys. 3). Po 65 h hodowli najwyzsza liczbe
komorek drozdzy Y. lipolytica — 1,12 x 10® komérek/cm?® za-
obserwowano w podtozu z jednym z odpadowych olejow po
procesie wedzenia (odpad nr 2, rys. 3); w podlozu z solanka
(odpad nr 3) oraz w podtozu ze szlamem (odpad nr 4) stwier-
dzono nieco mniejsze (odpowiednio 8.32 x 107 i 5,75 x 107
komorek drozdzy/cm?.
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Rys. 3. Wplyw rodzaju odpadu z zakladu przemystu
rybnego na liczbe komérek szczepu drozdzy Y.
lipolytica KKP 379 po 65 h hodowli. Zastosowa-
ny odpad przemystowy w podlozu: 1 — odpado-
wy olej po procesie wedzenia (wedzarnia nr 1),
2 — odpadowy olej po procesie wedzenia (wedzar-
nia nr 2), 3 —solanka, 4 — szlam.

Fig. 3. The influence of fishery industry wastes on the
number of Y. lipolytica KKP 379 cells after 65 h of
shaking culture. Fishery industry wastes used in
media: 1 — oily wastes from fish smoking process
(no. 1), 2 — oily wastes from fish smoking process
(no. 2), 3 — fish leach waste, 4 — sludge.

Zrédlo: Badania wlasne

Oznaczono takze plon biomasy drozdzy (rys. 4) oraz ak-
tywno$¢ lipolityczng ptynu pohodowlanego (rys. 5) po 65 h
hodowli wstrzasanej. Najwyzszy §redni plon biomasy (13,02
g s.s./dm?) uzyskano w podtozu, w ktorym zastosowano sta-
ty materiat odpadowy — szlam (rys. 4). Istotnie nizszy plon
biomasy otrzymano, stosujac solank¢ odpadowa — 6,75 g
s.s./dm®. Dla pozostatych dwoch odpadow przemyshu ryb-
nego, czyli olejéw odpadowych po wedzeniu, plon biomasy
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Rys. 4. Wplyw dodatku odpadowych produktéw prze-
myshu rybnego w podlozu hodowlanym na plon
biomasy szczepu drozdzy Y. lipolytica KKP 379
po 65 h hodowli. Zastosowany odpad przemysto-
wy w podlozu: 1 — odpadowy olej po procesie we-
dzenia (wedzarnia nr 1), 2 — odpadowy olej po
procesie wedzenia (wedzarnia nr 2), 3 — solanka,
4 — szlam.

Fig. 4. The influence of fishery industry wastes in cul-
ture medium on Y. lipolytica KKP 379 biomass
yield after 65 h of shaking culture. Fishery indu-
stry wastes used in media: 1 — oily wastes from
fish smoking process (no. 1), 2 — oily wastes from
fish smoking process (no. 2), 3 — fish leach waste,
4 — sludge.

Zrédlo: Badania wlasne
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Rys. 5. Wplyw dodatku odpadowych produktéw przemy-
stu rybnego w podlozu hodowlanym na zewng-
trzkomérkowa aktywno$¢ lipolityczna szczepu
drozdzy Y. lipolytica KKP 379 po 65 h hodowli.
Zastosowany odpad przemystowy w podlozu: 1
— odpadowy olej po procesie wedzenia (wedzar-
nia nr 1), 2 — odpadowy olej po procesie wedzenia
(wedzarnia nr 2), 3 — solanka, 4 — szlam.

Fig. 5. Influence of fishery industry wastes in culture me-
dium on extracellular Y. lipolytica KKP 379 lipa-
se activity after 65 h of shaking culture. Fishe-
ry industry wastes used in media: 1 — oily wastes
from fish smoking process (no. 1), 2 — oily wastes
from fish smoking process (no. 2), 3 — fish leach
waste, 4 —sludge.

Zrédlo: Badania wlasne
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nie réznil si¢ istotnie w porownaniu do tego osiggnietego
w podiozu ze szlamem. Solanka odpadowa zawierala naj-
prawdopodobniej mniej thuszczu i biatka, w zwigzku z tym
byta najmniej wartosciowym zroédlem wegla dla badanego
szczepu drozdzy, a uzyskany plon biomasy po 65 h hodow-
li byt najnizszy. Dla poréwnania w przypadku zastosowa-
nia podtoza YPG plon biomasy wynosit 9,44 g s.s./dm? [7].

Duzo wigksza roznorodnos$¢ wsrdéd wynikoéw zaobserwo-
wano badajac zewnatrzkomodrkowa aktywnos¢ lipolityczna
ptynu pohodowlanego (rys. 5). Najwyzsza $rednig aktyw-
no$¢ lipaz oznaczono w ptynie pohodowlanym pochodza-
cym z podloza zawierajacego olej odpadowy z wedzarni nr
1 (0,175 U/cm?®), nizszg aktywnoscig lipolityczng odznacza-
ly si¢ drozdze hodowane w podlozu z olejem odpadowym
z wedzarni nr 2 (0,143 U/em?). Najnizszg aktywno$¢ lipo-
lityczng zaobserwowano w podiozu ze szlamem (0,055 U/
cm?®). Jednak w kazdym przypadku byta to aktywno$¢ wyz-
sza w porownaniu z zaobserwowang dla drozdzy hodowa-
nych jedynie na podtozu YPG (0,037 U/cm® [7]). Nalezy za-
uwazyc¢, ze wzrost drozdzy Y. lipolytica moze by¢ hamowany
z powodu niedostatecznego dotlenienia komoérek w ho-
dowli wstrzasanej oraz na skutek obecnos$ci toksycznych
zwiagzkow znajdujacych si¢ w materiatach odpadowych. To

mogtoby wyjasnia¢, dlaczego najnizsza zewnatrzkomorko-
wa aktywno$¢ lipaz stwierdzono w podtozu ze statym od-
padem przemystu rybnego. Ten rodzaj odpadu nie jest wol-
ny od wielu detergentéw uzywanych w procesie mycia ryb,
a jako koncowy odpad poprodukcyjny zawiera najwicksza
ilo$¢ zanieczyszczen.

Co ciekawe, uzyskany plon biomasy w podtozach z od-
padami przetworstwa rybnego byt porownywalny do plonu
uzyskanego w podtozu z oliwa z oliwek (powszechnie stoso-
wanym zrodtem wegla w podtozach stymulujacych aktyw-
no$¢ lipolityczng drobnoustrojow), za$ srednia aktywno$¢ li-
paz syntetyzowanych do podloza hodowlanego zawieraja-
cego odpadowe oleje po wedzeniu, byta zaledwie dwa razy
nizsza niz ta uzyskana w podtozu z oliwg z oliwek (rys.5).

Dodatkowo przeprowadzono analize sktadu kwasow
thuszczowych znajdujacych si¢ w postaci acyloglicero-
li lub w postaci wolnych kwasé6w w obu olejach odpado-
wych po procesie wedzenia ryb, ktére stosowano w podto-
zach hodowlanych i otrzymane wyniki poréwnano z ozna-
czeniami dla oliwy z oliwek (tab. 1). Zaobserwowano istot-
ne roznice, ktore mogly mie¢ bezposredni wptyw na aktyw-
nos¢ lipolityczng badanego szczepu drozdzy, gdyz jak wia-
domo komorki drozdzy Y. lipolytica potrafig selektywnie

Tab. 1. Sklad kwaséw tluszczowych zawartych w oliwie z oliwek oraz w badanych odpadowych olejach po procesie
wedzenia ryb [zawarto$é procentowa wszystkich kwaséw thuszczowych]
Tab. 1. Fatty acid composition of olive oil and oily wastes from fish smoking process [% total fatty acid content in oil]
Kwas ttuszczowy Oliwa Odpadowy olej po procesie Odpadowy olej po procesie
Symbol | Nazwa systematyczna | Nazwa zwyczajowa | z oliwek wedzenia (nr 1) wedzenia (nr 2)

C12:0 dodekanowy laurynowy 0 0,05 0,05
C13:0 tridekanowy - 0 0,04 0,04
C14:0 tetradekanowy mirystynowy 0 6,09 5,97

- trimetylotridekanowy - 0 0,14 0,13
C14:1 tetradecenowy mirystooleinowy 0 0,06 0,05
C15:0 pentadekanowy - 0 0,72 0,71

- metylotetradekanowy - 0 0,08 0,07
C16:0 heksadekanowy palmitynowy 10,27 13,37 13,13
C16:1 heksadecenowy palmitooleinowy 0 4,72 4,29
C16:2 heksadekadienowy - 0 0,27 0,24

- metyloheksadecenowy - 0 0,52 0
C16:4 heksadekatetraenowy - 0 0,36 0,33
C17:0 heptadekanowy margarynowy 0,07 0,35 0,34
C17:1 heptadecenowy margaroleinowy 0,13 0,27 0,36
C18:0 oktadekanowy stearynowy 3,15 2,28 2,21
C18:1 oktadecenowy oleinowy 77,86 16,29 16,68
C18:2 oktadekadienowy linolowy 6,17 1,81 1,94
(18:3 oktadekatrienowy linolenowy 0,63 1,3 1,39
C18:4 oktadekatetraenowy stearydonowy 0 3,85 4,11
C20:0 eikozanowy arachidowy 0,41 0 0
C20:1 eikozenowy - 0,29 9,63 9,22
C20:2 eikozadienowy - 0 0 0,3
C20:3 eikozatrienowy - 0 0 0,29
C20:4 | eikozatetraenowy (ARA) arachidonowy 0 1,36 1,37
C20:5 | eikozapentaenowy (EPA) - 0 7,51 7,62
C22:0 dokozanowy behenowy 0,11 0 0
C22:1 dokozenowy erukowy 0 15,25 13,76
C22:5 | dokozapentagnowy (DPA) - 0 1,68 1,86
C22:6 | dokozaheksaenowy (DHA) - 0 11,67 12,33
C24.0 tetrakozanowy lignocerynowy 0,05 0 0
C24:1 tetrakozenowy nerwonowy 0 0 0

Zrodlo: Badania wlasne
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wykorzystywaé kwasy tluszczowe, a preferencje te moga
by¢ zalezne nie tylko gatunkowo, ale i szczepowo [14].

Oliwa z oliwek, bedaca olejem roslinnym, stanowila
bogate zroédlo kwasow thuszczowych, takich jak kwas ole-
inowy (77,86%) oraz kwas linolowy (6,17%). Dla poréw-
nania, rybie oleje odpadowe zawieraty okoto 16,5% kwasu
oleinowego oraz mniej niz 2% kwasu linolowego. Wszyst-
kie oleje zawieraly do$¢ znaczaca ilo$¢ kwasu palmity-
nowego, odpowiednio: 10,27% w oliwie z oliwek; 13,37
i 13,13% w olejach po wedzeniu ryb. Natomiast rybne ole-
je odpadowe (tab.1) byty bogate w wielonienasycone kwa-
sy tluszczowe omega-3, takie jak eikozapentaenowy (EPA,
$rednio 7,57%), dokozapentaenowy (DPA, $rednio 1,77%)
i dokozaheksaenowy (DHA, $rednio 12%) oraz oktedeka-
tetraenowy ($rednio 3,98%). W poréwnaniu z oliwa z oli-
wek w ich skladzie stwierdzono znacznie wyzsze zawar-
tosci kwasu eikozenowego (odpowiednio 0,29% w oliwie
z oliwek oraz 9,63 1 9,22% w olejach odpadowych), a takze
oznaczono kwasy thuszczowe niezidentyfikowane w oliwie
z oliwek, jak m.in. nasycony kwas mirystynowy (Srednio
6,03%) oraz kwasy jednonienasycone: palmitooleinowy
($rednio 4,51%) i erukowy ($rednio 14,51%). Warto podkre-
$li¢, ze oba oleje odpadowe posiadaty zblizony sktad kwa-
sow ttuszczowych.

DYSKUSJA WYNIKOW

Odpady poprodukcyjne stanowia doskonate zrodto
sktadnikéw do wzrostu mikroorganizméw i w zwigzku z tym
moga by¢ wykorzystane w mikrobiologicznej produkcji en-
zymo6w. Rebah i Miled [15] opublikowali ciekawy artykut
przegladowy o zastosowaniu odpadoéw przetworstwa rybne-
go w mikrobiologicznej syntezie takich biatek enzymatycz-
nych, jak proteazy, lipazy, enzymy chitynolityczne czy li-
gnocelulityczne. Autorzy zaznaczaja, ze glownym czynni-
kiem determinujagcym wykorzystanie odpadow w syntezie
lipaz jest obecno$¢ substratow lipidowych w podtozu, a ten
warunek spetniaja odpady przemystu rybnego, z reguly za-
wierajace znaczne ilosci thuszczow.

W przetwarzaniu materiatow odpadowych do produk-
tow o wyzszej warto$ci stosowano takze szczepy drozdzy Y.
lipolytica. Okazalo si¢, ze hodowla tego gatunku w podto-
zach zawierajacych $cieki po produkcji oliwy z oliwek oraz
oleju palmowego znacznie obniza chemiczne zapotrzebowa-
nie na tlen — wskaznik bedacy miarg zanieczyszczen [2]. Po-
dejmowano takze pozytywne proby zastosowania szczepow
Y. lipolytica w zagospodarowaniu takich materiatlow odpa-
dowych, jak otrgby jeczmienne, odpady tojowe, odpady po
produkcji przetworéw ananasowych, warzywnych, odpady
po produkgcji oleju sojowego i oleju babassu. Jednoczesnie
w poszczegolnych przypadkach odnotowano istotny przy-
rost biomasy drozdzy lub produkcj¢ takich metabolitow, jak
m.in. lipazy, olej mikrobiologiczny, surfaktanty czy kwas
cytrynowy [2, 16].

Yano i in. (2008) badali zdolnos$¢ szczepu drozdzy Y. lipo-
Iytica NR BC-10073 do hydrolizy lipidow zawartych w sta-
tych odpadach przemystu rybnego, ktore stanowity rozdrob-
nione kawatki ryb i wykazali jego skuteczno$¢ w zmniejsze-
niu zawarto$ci sktadnikow lipidowych w odpadach w wyni-
ku fermentacji prowadzonej w fazie statej. Jednocze$nie au-
torzy ocenili, ze drozdze wykorzystaly mniej niz 1% biatka

zawartego w odpadach rybich, chociaz gatunek Y. lipolytica
znany jest ze swoich silnych wlasciwosci proteolitycznych.
Autorzy, jako jedna z przyczyn zaobserwowanych prawidto-
wosci, uznali niedostateczne natlenienie hodowli [17]. Kwa-
sy tluszczowe pochodzace z hydrolizy thuszczow sa meta-
bolizowane w komorkach drozdzy w procesie B-oksydacji
—wymagajacym duzej dostgpnosci tlenu [8], co powinno zo-
sta¢ uwzglednione w badaniach nad metoda biotechnolo-
gicznego wykorzystania drozdzy w utylizacji odpadéw po-
produkcyjnych przemystu rybnego.

Akpinar i Ugar (2013) ocenili z kolei zdolno$¢ trzech
réznych szczepow Y. lipolytica do produkcji lipaz podczas
wzrostu w podlozach z trzema réznymi lipidowymi zro-
dtami wegla (tributyryna, oliwa z oliwek i olejem rybim).
Wszystkie substraty stymulowaly synteze enzymoéw lipoli-
tycznych, w tym 1% dodatek oleju rybiego okazat si¢ by¢
silniejszym induktorem aktywno$ci lipaz, niz pozostate dwa
zrddla wegla [1]. Stosowany przez cytowanych autoréw olej
byt oczyszczonym produktem wysokiej jakosci. Jak dotad
brak jest doniesien dotyczacych produkcji lipaz w podtozach
z nieoczyszczonymi lub odpadowymi olejami rybimi. Re-
zultaty zaprezentowane w niniejszej pracy to pierwsza tego
typu préba zastosowania drozdzy Y. lipolytica w biotechno-
logicznej metodzie syntezy lipaz, przy jednoczesnym zago-
spodarowaniu odpadow przemystu rybnego.

Zewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ lipolityczna szczepu
drozdzy Y. lipolytica KKP 379 hodowanego w podtozu za-
wierajacym olej odpadowy po procesie wedzenia byta nizsza
w poroéwnaniu z aktywno$cig uzyskana w podlozu z oliwa
z oliwek, ktora jest znanym aktywatorem syntezy lipaz [4,
5, 7]. Wigkszo$¢ autorow uwaza, ze aktywujacy wplyw oli-
wy z oliwek na syntez¢ lipaz zewnatrzkomorkowych wyni-
ka z wysokiej zawartosci kwasu oleinowego (od 55 do 83%),
ktory najprawdopodobniej jest induktorem promotora genu
LIP2, odpowiadajacego za zewnatrzkomorkowa aktywnosé
Y. lipolytica [9]. Warto jednak podkresli¢, ze nie wszystkie
lipazy zewnatrzkomorkowe sa w roéwnym stopniu aktywo-
wane przez obecnos¢ w podtozu oliwy z oliwek, dlatego w
mikrobiologicznej produkcji lipaz zastosowanie znajduja tez
inne oleje pochodzenia roslinnego [6, 7]. Podobne zastoso-
wanie maja takze rozne substraty hydrofobowe, jak omawia-
ne w niniejszej pracy odpady przetworstwa rybnego o zde-
cydowanym charakterze lipidowym; dla kontynuacji badan
w tym kierunku decydujace znaczenie maja wzgledy ekono-
miczne i ekologiczne.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen sformu-
towano nastepujace wnioski i spostrzezenia:

1. We wszystkich badanych podiozach hodowlanych za-
wierajacych 2% odpadow poprodukcyjnych przemy-
stu rybnego zaobserwowano wzrost drozdzy Y. lipolyti-
ca KKP 379 na poziomie od ok 3 x 107 do 1,1 x 10® ko-
morek/cm?® po 65 h hodowli wstrzgsanej oraz dowiedzio-
no, ze istnieje potencjal zastosowania drozdzy Y. lipoly-
tica w zagospodarowaniu tego materialu odpadowego
i jednoczesnej produkcji enzymoéw lipolitycznych.

2. Najwyzszy $redni plon biomasy drozdzy uzyskano w pod-
tozu zawierajacym szlam (statly odpad poprodukcyjny)
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jako zrodto wegla, natomiast najwyzsza Srednig aktyw-
nos$¢ lipolityczng oznaczono w ptynie pohodowlanym
z podloza zawierajacego olej odpadowy po procesie we-
dzenia.

3. Srednia zewnatrzkomérkowa aktywno$é lipolitycz-
na szczepu drozdzy Y. lipolytica KKP 379 hodowanego
w podtozu zawierajacym olej odpadowy po procesie we-
dzenia byta nizsza w poréwnaniu z uzyskang w podto-
7zu z oliwg z oliwek (znanym aktywatorem syntezy li-
paz), ale zaletg przedstawionego rozwigzania mogg by¢
wzgledy ekonomiczne i ekologiczne.

Wyniki zaprezentowane w pracy majg charakter badan
wstepnych; zdecydowanie wskazujg jednak na to, ze droz-
dze z gatunku Y. lipolytica moga znalez¢ zastosowanie w za-
gospodarowaniu ucigzliwych odpadéw pochodzacych z za-
ktadow przemystu rybnego, ktore stanowig powazne obcig-
zenie dla srodowiska. Stosowane w opisanych doswiadcze-
niach podtoza zawieraly bogate Zzroédlo azotu oraz sktadni-
kow mineralnych w postaci peptonu i ekstraktu drozdzowe-
go, a zatem obnizenie kosztow mozna by dodatkowo osia-
gnaé poprzez probe minimalizacji zawartosci tych sktadni-
kow w podtozu. Warto takze podkresli¢, ze uzyskane w pre-
zentowanej pracy wyniki z pewnoS$cia nie s3 optymalnymi
rezultatami, jakie mozna by osiagna¢ dla badanych odpa-
dow przemystu rybnego. Wynika to z ograniczenia dostgp-
nosci tlenu w hodowli wstrzasanej w poréwnaniu z hodow-
la napowietrzana w bioreaktorze laboratoryjnym, a takze
z obecnosci toksycznych sktadnikéw w sciekach poproduk-
cyjnych, jak np. katecholu, ktéry silnie hamuje procesy od-
dechowe drozdzy z gatunku Y. lipolytica [10]. W kolejnych
etapach badan nalezy podja¢ probe doktadnej analizy skta-
du poszczegolnych typow odpaddéw przetworstwa rybnego,
w tym zawarto$ci biatka i thuszczéw oraz rozpocza¢ prace
nad optymalizacja doboru szczepdéw drozdzy, sktadu podto-
za hodowlanego, sposobem wstgpnej obrobki odpadow (ter-
micznej, chemicznej czy enzymatycznej) oraz warunkow
hodowli tych mikroorganizméw. Optymalizacja badanego
procesu moze stanowi¢ interesujaca oferte¢ wdrozeniowg dla
przemystu spozywczego.
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