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Produkcja drozdzy paszowych Yarrowia lipolytica
wzbogaconych w aminokwasy selenowe i witamine B,

Wstep

Biomasa drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis,
Candida tropicalis, Kluyveromyces fragilis czy Yarrowia lipolytica jest
stosowana od wielu lat jako alternatywne Zrédlo biatka (Single-Cell-
Protein) 1 witamin w zywieniu zwierzat i ludzi [Juszczyk i in., 2013].
Obecno$¢ duzych ilosci aminokwaséw egzogennych w biatku drozdzy,
w tym szczegllnie lizyny, wptywa na jego wysoka warto$¢ odzywcza
[Rywinska i in., 2013]. Drozdze maja takze uzdolnienia do wigzania
réznych metali na powierzchni $ciany komoérkowej lub akumuluja je
wewnatrz komérki w potaczeniach organicznych, gtéwnie z biatkami
(tzw. metaloproteiny) lub enzymami np. peroksydaza glutationowa,
w ktorej znajduje si¢ selen [Esmaeili i in., 2012]. Selen jest waznym
mikroelementem niezb¢gdnym w funkcjonowaniu organizmu cztowieka
lub zwierzat. Pierwiastek ten w postaci zwigzkow organicznych takich
jak selenometionina, selenocysteina czy selenometyloselenocysteina jest
bardziej bezpieczny i mniej toksyczny niz formy nieorganiczne selenu.
Selen w potaczeniach z aminokwasami jest takze bardziej przyswajalny
przez organizm ludzki lub zwierzgcy. Sposréd wielu organicznych form
selenu, selenometionina nalezy do najbardziej preferowanych zwiazkow
tego pierwiastka, ze wzgledu na jego antynowotworowe wilasciwosci
[Bronzetti i in., 2001; Bierla i in., 2008; Mapelli i in., 2011]. W proce-
sach hodowli drozdzy w pozywkach zawierajacych selen w postaci nie-
organicznej, gtéwnie jako selenin sodu, zachodzi jego biotransformacja
do form organicznych, ktére akumulujg si¢ w biatkach wewnatrzkomor-
kowych drozdzy. Drozdze z rodzaju Candida, Kluyveromyces, Crypto-
coccus, Trichosporon czy Yarrowia wykazuja duza tolerancj¢ na pod-
wyzszone st¢zenia selenu w podtozu i efektywnie akumulujq ten pierwia-
stek w komorce. Takze witaminy obecne w brzeczce hodowlanej, ktérych
nie moga produkowa¢ organizmy eukariotyczne np. wit. By, a gtéwnie jej
najwazniejsza forma cyjanokobalamina, moga by¢ akumulowane w komérce
drozdzy. Drozdze paszowe Y. lipolytica otrzymywane w podiozach zawiera-
jacych glicerol odpadowy sa dopuszczone od roku 2010 przez European Feed
Manufatore’s Federation, jako dodatek do pasz (nr kat. 00575-EN). Otrzy-
manie drozdzy paszowych Y. lipolytica wzbogaconych dodatkowo w amino-
kwasy selenowe i wit. B, moze by¢ atrakcyjnym nowym produktem otrzy-
mywanym z wykorzystaniem odpadowego glicerolu i stosowanym w kompo-
nowaniu specjalnych mieszanek paszowych dla zwierzat.

Celem niniejszej pracy byt dobér warunkéw operacyjnych procesu produk-
cji drozdzy Y. lipolytica A-101, wzbogaconych w aminokwasy selenowe oraz
w wit. By, gléwnie cyjanokobalaming, w instalacji pilotowe;.

Materiaty i metody

W badaniach wykorzystywano drozdze Y. lipolytica A-101. Sub-
stratem do produkcji biomasy drozdzy byl 76% glicerol odpadowy
firmy Lotos oraz $luzy otrzymywane po procesie degumingu oleju
rzepakowego, zawierajace gtéwnie fosfolipidy. Hodowle drozdzy
prowadzono w bioreaktorze z mieszadtem mechanicznym typu Bio-
stat B-Plus o objgtosci 5 1 oraz bioreaktorze barbotazowym o objgto-
$ci 2000 1 w temperaturze 30°C, pH 3,5+3.8 regulowanym automa-
tycznie za pomoca wody amoniakalnej lub NaOH. Pozywka do pro-
dukcji biomasy drozdzy zawierala, jako Zrédlo wegla glicerol odpa-
dowy i $luzy w ilosci odpowiednio 40 i 20 g/l. W podtozu hodowla-
nym stosunek C:N:P wynosit jak 10:1:0,2. Podloze uzupetniano
dodatkowo odpowiednig iloscia seleninu sodu oraz wit. By,. Selenin
sodu byt wprowadzany do pozywki od poczatku hodowli w sposéb
ciaglty z szybkoscia 3 mg/h. Celem zwigkszenia przepuszczalnosci
Sciany komodrkowej u drozdzy, do podtoza dodawano zwiazki po-
wierzchniowo czynne takie jak niejonowe detergenty Span 20 i Tri-
ton 100x. Po zakonczeniu procesu produkcji drozdzy, biomasa byla

separowana na wiréwce i suszona w suszarce walcowej. Biatko surowe
oznaczano metoda Kiejdahla, aminokwasy za pomoca automatycznego
analizatora aminokwasow (INGOS, Czechy). Selen catkowity i organicz-
ne polaczenia selenu (selenometionina i selenocysteina) oznaczano meto-
da wg Bierla i in. [2008]. Stgzenie wit. Bj» w biomasie drozdzy oznacza-
no wg Kosmider i in. [2013]. Zawarto$¢ popiotu i thuszczéw wewnatrz-
komoérkowych oznaczano wedtug wg Juszczyka i in. [2013].

Wyniki i dyskusja

W pierwszym etapie badan oceniono wpltyw stezenia selenu na produkcje
biomasy, ilo$¢ akumulowanego selenu oraz zawarto$¢ biatka w suchych
drozdzach Y. lipolytica A-101. Jak pokazano w tab. 1, wzrost st¢zenia
selenu w pozywce miat wptyw na obnizenie plonu biomasy z 19 do 8 g/l
oraz zawartosci biatka surowego z 45 do 35 %, a takze powodowal
wzrost ilosci selenu catkowitego w biomasie z 194 do 2358 mg/kg. Naj-
lepsze efekty produkcji biomasy obserwowano, gdy stgzenie seleninu
sodu w podtozu nie przekraczato 20 mg/l. Wg Stabnikovej i in. [2005],
drozdze S. cerevisiae CEE12 otrzymywane w podlozu uzyskanym
z ekstrakcji wodnej odpadéw z warzyw (kapusta, arbuz, zielona satata)
i owocow tropikalnych, zawieraly 45 % biatka i akumulowaty do 150 mg
Se (IV)/kg. Drozdze bogate w selen byly otrzymywane w tanich pozyw-
kach otrzymywanych na bazie innych naturalnych komponentéw takich
jak mieszanka soku z brazowego ryzu, brzeczki piwnej i kietkow sojo-
wych w proporcji 4:4:2 [Yin i in., 2009]. W innych badaniach drozdze S.
cerevisiae akumulowaty do 287,6 mg selenu/kg, kiedy w 9 godzinie
hodowli dodawano do pozywki selenin sodu w ilosci 25 mg/l [Soudi i in.,
2003]. Badania wiasne i innych autoréw potwierdzaja, ze dodawanie
selenu do pozywki w spos6b periodyczny lub ciaglty od poczatku prowa-
dzenia procesu jest najlepszym systemem hodowli, ktéry pozwala uzy-
ska¢ wysokie ilosci selenu w komérce, wysokie stgzenia biomasy i biatka
[Yin i in., 2009; Wang i in., 2012].

Tab. 1. Plon biomasy oraz zawarto$¢ biatka i selenu w biomasie drozdzy Y.
lipolytica A-101 otrzymanej w hodowli wglebnej prowadzonej w bioreaktorze 5 1

Na,SeOs Plon biomasy Zawartos¢ biatka Zawartf)sc Se. @)
[mg/1] [gN] w biomasie [%] w biomasie
[mg/kg,m)
10 19 45 194
20 15 42 378
30 11 39 948
60 8 35 2358

Witamina B, (kobalamina) to termin stosowany wobec zwigzkéw
czteropirolowych z centralnie zlokalizowanym jonem kobaltu: cyja-
nokobalaminy, adenozynokobalaminy oraz hydroksylokobalaminy.
Biosynteza wit. By, jest domena wylacznie organizméw prokario-
tycznych. Do biosyntezy tej witaminy jest uzdolnionych wiele ga-
tunkéw bakterii, ale tylko dwa maja istotne znaczenie: Propionibac-
teriumm freudenreichii i Pseudomonas denitrificans. Witamina ta jest
niezbgdna do prawidtowego funkcjonowania organizmu cztowieka
i zwierzat, zapobiegajaca anemii ztosliwej. Trwata forma wit. By,
produkowang na skalg przemystowa i nie wystgpujaca w przyrodzie,
jest cyjanokobalamina. Mozliwo$¢ wzbogacenia biomasy organi-
zmOw eukariotycznych, np. drozdzy, w wit. By, jest wazne z punktu
widzenia zastosowania takich drozdzy w zywieniu zwierzat monoga-
strycznych. W tym celu przeprowadzono badania oceny wplywu
stezenia wit. Bj, w pozywce na akumulacj¢ tej witaminy w komor-
kach drozdzy Y. lipolytica A-101. Jak obrazuje tab. 2, drozdze hodo-
wane w podiozu glicerynowym, akumulowaly witaming w iloéci
7,249,7 nglg s drozdzy. Zwigkszenie ilosci wit. Bj, w podtozu do 4
mg/l nie wplywalo znaczaco na zwigkszenie st¢zenia tej witaminy
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w komorkach drozdzy. Dawka 0,5 mg/l wit. Bj» w pozywce wystarcza
w zupelno$ci do uzyskania drozdzy paszowych, ktére stosowane w mie-
szankach paszowych w ilosci 5 %, zapewniaja dzienne zapotrzebowanie
na ta witaming przez trzod¢ chlewna o wadze okoto 100 kg [badania
wtasne niepublikowane]. Ze wzglgdu na duza masg czasteczkowa tej
witaminy (1355,37 g/mol), oceniono wptyw modyfikacji przepuszczalno-
Sci $ciany komoérkowej drozdzy Y. lipolytica przez zwiazki powierzch-
niowo-czynne takie jak Span 20 czy Triton 100x. Jak obrazuje tab. 3,
dodatek 0,25 g/l substancji powierzchniowo czynnych zwigkszal ilo§¢
akumulowanej witaminy w drozdzach od 17,9 do 35,8 %, a 2-krotnie
lepsze efekty uzyskiwano stosujac surfaktant Span 20.

Ponadto biomasa drozdzy otrzymywana na podlozu glicerynowym ze §lu-
zami zawierata oprécz wit. By, takze wysoka zawarto$¢ biatka surowego,
dochodzaca do 50 %. W innych badaniach szczepy drozdzy z gatunku Y.
lipolytica wykorzystywane do produkcji SCP w pozywkach glicerynowych,
charakteryzowaly si¢ podobna zawartoscia biatka w komdrkach rzedu
42,1+46,8 %. Biatko to cechowato si¢ dobra strawnoscia, powyzej 57%,
i wysoka warto$cia biologiczng dochodzaca do 72,3% [Juszczyk i in., 2013;
Michalik i in., 2014].

Tab. 2. Zawarto$¢ biatka surowego i witaminy B, w biomasie Y. lipolytica A-101
otrzymanej w hodowli wglebnej (Bioreaktor o obj. 5 1, pozywka glicerynowa
zawierajaca rézne dawki wit. By)

By, [mg/1] Biatko, [%] Bio, [Mg/g s.m. drozdzy]
0 484+ 1,3 n.d
0,5 50,1 +1,1 7,2+0,14
1,0 46,4+ 1,5 8,1+0,18
2,0 484+ 1,8 8,9 +0,25
4,0 472+1,2 9,7 +0,43

Tab. 3. Wplyw substancji powierzchniowo czynnych na akumulacjg wit. By,
w komérkach drozdzy Y.lipolytica A-101 (Bioreaktor 5 I, zawarto$¢ wit. B,
w podtozu hodowlanym wynosita 4 mg/l)

Span 20, [mg/l | Triton 100x, [(mg/1]| Biatko, [%] B2, (Ug/g sm. drozdzy)
0 0 48,8+ 1,3 9,5+0,14
0,5 0 50,3+ 1,1 12,9 £0,21
0 0,5 49,1 +1,2 11,2+0,34

Na podstawie uzyskanych wynikéw w skali laboratoryjnej, przepro-
wadzono proces produkcji drozdzy wzbogaconych w selen i wit. B,
w skali technicznej, w reaktorze o objgtosci 2000 1. Charakterystyka
chemiczna uzyskanych drozdzy zostala zamieszczona w tab. 4. We
wszystkich przeprowadzonych wariantach hodowli, poziom biatka suro-
wego w drozdzach wynosit od 40,5 do 45% i byt nizszy w stosunku do
biomasy Y. lipolytica A-101 otrzymywanej w reaktorze 5 1. Analiza
sktadu aminokwasowego biatka Y. lipolytica A-101 wykazata, ze zawar-
to$¢ najwazniejszych aminokwaséw egzogennych byla na wysokim
poziomie, zwlaszcza zawarto$¢ lizyny, ktéra wynosita 5,9+6,8 g/100 g
biatka. Biatko drozdzy szczepu Y. lipolytica S6 otrzymane w hodowli
z gliceryna zawieralo wyzsze ilo$ci lizyny i treoniny, odpowiednio 8,26
15,39 g/100 g biatka [Juszczyk i in. 2013]. W badaniach Michalik i in.
[2014], potwierdzono wysoka warto$¢ biologiczng biatka drozdzy Y.
lipolytica, otrzymanego w pozywkach glicerynowych, ktére nie réznito
si¢ od biatka drozdzy S. cerevisiae i zawieralo podobne ilosci lizyny

Tab. 4. Charakterystyka biomasy drozdzy Y. lipolytica A-101 (Reaktor
barbotazowy o objgtosci 2000 1, pozywki z dodatkiem seleninu sodu i witaminy Bi,)

Aminokwas Na,SeOs Bi Na,SeOs + By,
. Kontrola
[g/100 g biatka] 10 mg/1 4 mg/l 10 mg/1 + 4 mg/1
Izoleucyna 4,1 34 3,9 3,3
Leucyna 6,5 53 5,8 5,6
Lizyna 6,8 5,9 6,0 6,2
Metionina/cystyna 2,5 2,2 1,9 2,1
Fenyloalania- 6,9 5,6 58 6,0
Treonina 5,0 3,8 42 4.3
Tryptofan 1,1 1,0 1,0 0,8
Walina 5,0 4,0 4,1 4,3
Selenometionina n.d. 0,058 n.d. 0,047
Selenocysteina n.d. 0,008 n.d. 0,0062
Biatko surowe 45,3 41,0 45 40,5
Zawartos¢ By n.d. n.d. 11,1 12,1
Zawarto$¢ popiotu 7,8 8,2 7,3 8,1
Zawarto$¢ tluszczu 17,5 18,2 16,9 17,7

i treoniny jak w niniejszych badaniach, odpowiednio 6,22 i 4,18 g/100 g
biatka. Wzbogacenie pozywki nieorganicznym zrédlem selenu w ilosci
10 mg Na,SeOs/1, pozwalato uzyska¢ w biatku drozdzy dodatkowo ami-
nokwasy selenowe, selenometioning w ilosci 0,047+0,058 g/100 g biatka
i selenocysteing w ilosci 0,006+0,008 g/100 g bialka, ktére nie tworzyty
si¢ w hodowli kontrolnej bez selenu. Niniejsze badania potwierdzaja
doniesienia innych autoréw, ze selenometionina jest gléwnym amino-
kwasem selenowym, ktéry tworzy si¢ w komoérkach drozdzowych
w polaczeniu z aminokwasami siarkowymi. Badania Wang i in. [2012]
wykazaty, ze drozdze C. utilis, 81% obecnego w pozywce selenu
w postaci Na,SeOs akumulowalty w formie organicznej. W innych bada-
niach, genetycznie modyfikowane drozdze S. cerevisiae produkowaty 24-
krotnie wigcej selenometyloselenocysteiny, innego aminokwasu seleno-
wego, w poréwnaniu do innych drozdzy selenowych [Mapelli i in., 2011].
Jak obrazuje tab. 4, w otrzymanych drozdzach paszowych Y. lipolytica A-
101, nie bylo réznic w ilosci akumulowanej wit. B> (11,1+12,1 ug/g ),
zawartosci popiotu (7,3+8,2%) i zawartosci ttuszczu w biomasie
(18,2+19,9%).
Whnioski

W procesie produkcji biomasy Y. lipolytica A-101 w skali pilotowej,
w pozywkach zawierajacych surowce odpadowe z produkcji biodiesla tj.
surowy glicerol i §luzy po procesie degumingu oleju ro$linnego oraz
dodatkowo selen nieorganiczny w postaci seleninu sodu otrzymywano
drozdze paszowe, ktére w biatku zawieraly aminokwasy selenowe, tj.
selenometioning i selenocysteing jako organiczne zwiazki selenu.

Dodatek do pozywki niewielkiej ilosci wit. By, , ponizej 0,5 mg/l oraz
niejonowego detergentu Span 20 w ilosci 0,25 g/l, pozwala otrzymac
drozdze paszowe, ktére akumuluja ta witaming w komoérkach drozdzy na
poziomie 11,1+12,1 ug/g. Stosowanie takich drozdzy w mieszankach
paszowych w zywieniu zwierzat monogastrycznych, zapewnia dzienne
zapotrzebowanie na t¢ witaming dla takich zwierzat.
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Badania byly realizowane i finansowane w ramach programu
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju INNOTECH w scieice
programowej ,, Podniesienie wartosci probiotycznych (selenometioni-
na, selenocystyna, B;) w droidiach Yarrowia lipolytica, jako sktad-
nika paszy dedykowanej dla poszczegolnych gatunkow zwierzqt”.
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