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OCENA ZDOLNOSCI DROZDZY SACCHAROMYCES ]
CEREVISIAE DO FERMENTACJI MONOSACHARYDOW
POCHODNYCH LAKTOZY

Matgorzata Lewandowska, Agnieszka Piotrowicz-Cieslak

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Streszczenie. Przeprowadzono charakterystyke przemystowych drozdzy gorzelniczych
Saccharomyces cerevisiae pod wzgledem zdolnosci do fermentacji monosacharydéw, po-
chodnych laktozy. Oceniono ich naturalne predyspozycje do fermentacji podtéz z udzia-
fem hydrolizatow laktozy (12%), jak réwniez szybkos¢ zuzywania cukrow w testowym
podiozu fermentacyjnym (6%glu+6%gal) w zaleznosci od sposobu wstgpnej propagacji
drozdzy: na typowym podlozu z glukoza lub na podlozach adaptacyjnych: z galaktoza
albo mannoza.

Stwierdzono, ze stgzenie alkoholu w uzyskanych po fermentacji pochodnych laktozy
z udziatlem badanych drozdzy nie przekroczyto 4% v:v. Dzigki przeprowadzonej analizie
chromatograficznej sacharydéw oceniono szybko$¢ ich wykorzystania w fermentujacej
mieszaninie. Stwierdzono efekt opoznienia wykorzystania galaktozy przez drozdze, wy-
wolany zjawiskiem represji glukozy. Wstepna propagacja badanych drozdzy na poditozach
adaptacyjnych przed procesem fermentacji spowodowata przyspieszenie momentu asymi-
lacji galaktozy, skutkujac zwigkszeniem koncowego stezenia alkoholu do 4,2-4,4% v:v.

Stowa kluczowe: drozdze gorzelnicze, laktoza, fermentacja, etanol, represja glukozy

WSTEP

W ostatnich latach obserwuje si¢ dazenie do rozwoju energetyki odnawialnej. Jest
ono zwigzane z ukierunkowaniem zainteresowan badawczych na wykorzystanie nad-
wyzki ptodow rolnych czy tez produktéw ubocznych przemystu spozywczego, jak row-
niez z intensywnym zmniejszaniem si¢ zasobow kopalnych surowcéw energetycznych.
Sposrod biotechnologicznych metod stuzacych pozyskiwaniu energii mozna wymienic¢
fermentacje¢ alkoholowa, ktorej produkt — etanol moze by¢ dodatkiem do benzyn.

Glownym produktem ubocznym przemystu mleczarskiego jest serwatka, stanowiaca
bogate zrodto laktozy — dwucukru wykorzystywanego w ograniczonym zakresie, ze
wzgledu na staba rozpuszczalno$é, niska stodkos¢ i nietolerancje przez niektore organi-
zmy [Szczodrak 2000].

Adres do korespondencji — Corresponding author: Matgorzata Lewandowska, Katedra Biotechno-
logii Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Heweliusza 1, 10-718
Olsztyn; e-mail: malgorzata.lewandowska@uwm.edu.pl



4 M. Lewandowska, A. Piotrowicz-Cieslak

W wielu krajach rozwinigtych gospodarczo, np. Irlandii, USA, Nowej Zelandii ser-
watke stosuje si¢ jako surowiec do produkcji etanolu. Zainteresowanie otrzymywaniem
etanolu z tego produktu ubocznego jest uzasadnione wzglgdami takimi, jak mozliwosé
zaoszczgdzenia tradycyjnych surowcéw (melasa, ziemniaki), koniecznoscia ochrony
srodowiska (BZTs serwatki wynosi 30 g O,-dm™); dobrg jakoscia koncowego produktu
— nie odbiegajacego od jakosci alkoholu otrzymanego z tradycyjnych surowcow
[Molska 1985]. Ze wzgledu na coraz powszechniejsze wykorzystanie procesOw mem-
branowych w przetworstwie mleka i serwatki spora ilo$¢ laktozy koniecznej do zago-
spodarowania pozostaje w permeacie, odcieku po ultrafiltracji [Gonzalez Siso 1996].
Pozbawiony bialek, bogaty w laktoz¢ permeat moze by¢é dobrym substratem do fermen-
tacji alkoholowej. Wazng przeszkoda utrudniajacg powszechne wykorzystanie wymie-
nionych produktow odpadowych w gorzelnictwie jest mato atrakcyjna wydajnos¢ fer-
mentacji etanolowej laktozy przez drozdze tzw. laktozowe, np. Kluyveromyces fragilis
[Golubev i Golubev 2004]. Nie bez znaczenia jest rOwniez poziom st¢zenia wymienio-
nego cukru w serwatce lub w permeacie decydujacy o wydajnosci procesu fermentacyj-
nego. Zawarto$¢ innych sktadnikéw, takich jak kwasy organiczne oraz zwiazki azotowe
i fosforowe — niezbednych do prawidlowego funkcjonowania drozdzy, mozna odpo-
wiednio modyfikowac. Ze wzgledow ekonomicznych celowe wydaje si¢ wigc wykorzy-
stanie permeatu lub serwatki w formie 2—3-krotnie skoncentrowanej. Takie dziatanie
prowadzi z kolei do nadmiernego wzrostu ci$nienia osmotycznego obnizajacego aktyw-
no$¢ drozdzy. Niezbedne wydaja si¢ wowczas zabiegi powodujace czgsciowe odminera-
lizowanie koncentratu serwatki do zawartosci co najwyzej 0,7-1,0% popiotu [Popko
i in. 1992]. Wsrdd typowych drozdzy gorzelniczych wystepuje wiele szczepow o wyso-
kiej osmotolerancji, jednak nie sg one z kolei w stanie bezposrednio fermentowac laktozy
ze wzgledu na brak odpowiedniego aparatu enzymatycznego. Warunkiem ich wykorzy-
stania w fermentacji laktozy jest jej wspomaganie enzymatyczng hydroliza z udziatem
B-galaktozydazy. Powstajace w wyniku tego zabiegu cukry proste: glukoza i galaktoza
nie podlegaja jednak fermentacji w efektywny sposdb: zwiazane jest to z powszechnym
zjawiskiem represji katabolicznej, ktore towarzyszy wszelkim reakcjom zachodzacym
w srodowisku zawierajacym kilka konkurencyjnych zrodet wegla. Glukoza jako sub-
strat najtatwiej przyswajalny wywiera inhibujacy wptyw na ekspresj¢ genow odpowie-
dzialnych za aktywacj¢ enzymdéw umozliwiajacych wykorzystanie konkurencyjnej
galaktozy. Daje to efekt sekwencyjnego wykorzystywania dostgpnych cukrow i skutku-
je wydhizeniem procesu fermentacyjnego. Wigkszos$¢ szczepow z gatunku S. cerevisiae
charakteryzuje si¢ wlasnie takimi wlasciwosciami. Zdarzajg si¢ jednak wyjatki, ktore
w wigkszym lub mniejszym stopniu sa odporne na represj¢ glukozy. Moze to by¢ spo-
wodowane zaro6wno naturalnymi cechami danego szczepu, jak i przypadkowymi muta-
cjami [Keating 2004]. Doniesienia literaturowe dotyczace zakresu badan prowadzonych
nad problemem represji katabolicznej wskazuja, ze nadal jest to problem nie rozwiaza-
ny. Stosowanie adaptacji drobnoustroju na odpowiednim podtozu w celu indukcji bio-
syntezy zakodowanych w jego genomie enzymow moze prowadzi¢ do wzrostu zdolno-
$ci degradacyjnych okreslonego ksenobiotyku. Tego typu zabieg moze by¢ posrednio
przyczyna mutacji prowadzacych do rozszerzenia szlaku metabolicznego (ekspansja
horyzontalna) [Fiedurek 2007]. Techniki inzynierii genetycznej pozwalaja na efektywne
modyfikowanie pozadanych cech drobnoustrojéw poprzez przenoszenie odpowiednich
genow 1 ich amplifikacj¢ [Olsson i Nielsen 2000, Rodriguez 1 wsp. 2003, Beccerra i in.
2002, Sedlak i Ho 2004, Rubio-Texeira 2005]. Badania prowadzone od szeregu lat
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w tym kierunku wskazuja na czgsto spotykang niestabilno$¢ mitotyczna konstruowa-
nych szczepdw badz tez ostabienie innych waznych cech (np. szybko$¢ wzrostu)
[Rubio-Teixeira i in. 2000]. Niemniej jednak sa to dzialania najbardziej obiecujace.
Nieliczne literaturowe przyklady badan dotyczacych poprawy zdolnosci fermentacyj-
nych drozdzy S. cerevisiae bez ingerencji w DNA s$wiadcza o tym, ze nie jest to tatwe
zadanie. Jednak skrining, adaptacja i mutacje naturalne sg latwiej akceptowane przez
potencjalnych producentdow, ze wzglgdu na panujaca ogolnie niechgé do genetycznie
modyfikowanych organizmdéw, a takze z powodu skomplikowanych procedur legisla-
cyjnych wymaganych do ich stosowania.

Celem pracy bylta charakterystyka naturalnych zdolnosci przemystowych drozdzy
Saccharomyces cerevisiae do fermentacji pochodnych laktozy oraz ocena wpltywu za-
biegéw wstepnej propagacji na dynamike¢ wykorzystania konkurencyjnych cukrow
w podlozu fermentacyjnym.

MATERIAL I METODY BADAN

Surowcami do badan byty: zbozowy zacier gorzelniczy pochodzacy z gorzelni
w Bartgzku k. Moraga, suszony permeat po ultrafiltracji serwatki pozyskany z Zaktadu
Mleczarskiego w Ostrowii Mazowieckiej oraz cukry — zrédla wegla do podtéz fermen-
tacyjnych pochodzenia handlowego: laktoza (POCh), glukoza (POCh), D+galaktoza
(Fluka), D+mannoza (Fluka). W doswiadczeniach wykorzystano ponadto handlowy
preparat B-D-galaktozydazy z A. oryzae (SIGMA).

Materiat badawczy stanowily dwa szczepy przemystowych termofilnych drozdzy
gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae AS4 oraz Sccharomyces cerevisiae D2 pozy-
skane z kolekcji SPG-IBPRS w Bydgoszczy.

Drozdze hodowano na skosach YPG w temp. 38°C, przeszczepiajac co 30 dni na
nowe podtoze. Sktad podloza YPG: 20 g glukozy, 20 g peptonu, 10 g ekstraktu droz-
dzowego, 20 g agaru rozpuszczono w 1 dm’ wody, ustalajac kwasowo$é na poziomie
pH 5,0 przy udziale 1M roztworu HCL. Inoculum do procesu fermentacyjnego przygo-
towano na ptynnym poditozu YPG. Doswiadczenia charakteryzujace zdolnosci fermen-
tacyjne badanych szczepdw drozdzy prowadzono metoda okresowa w warunkach bez-
tlenowych, stosujac nastgpujace parametry: temp. 38°C, czas 72 h, dodatek inoculum —
10% (w postaci 24-h hodowli wstrzasanej na podtozu YPG), wykorzystujac nastgpujace
podioza fermentacyjne: zacier zbozowy 16°Blg (proby kontrolne), podioze z permeatem
(12% laktozy), podtoze z laktoza (12%), podtoze z glukoza i galaktoza (6%+6%). Kaz-
de z ww. podto6z uzupehiano zrodtami azotu i fosforu (9g (NH4);PO4 1 3,75 g ekstraktu
drozdzowego w 1 dm®), natomiast podtoza z permeatem lub z laktoza uzupetniano do-
datkiem preparatu p-D-galaktozydazy w proporcji 1:100 (g:g) wzglegdem laktozy.
W trakcie fermentacji (co 24 h) oznaczano kwasowo$¢ (pH), ekstrakt rzeczywisty
(°Blg), zawarto$¢ alkoholu (% v:v) oraz ilo§¢ wydzielonego CO, (g).

Na podstawie zawartosci alkoholu wyznaczono nastgpujace wskazniki biotechnolo-
giczne fermentacji: wydajno$¢ procesu — wyrazong iloscia wytworzonego 100%-
-procentowego alkoholu ze 100 kg dostepnego cukru [dm’A 4-107 kg skrobi, laktozy
lub heksozy] oraz sprawnos¢ fermentacji — jako % wydajnosci teoretycznej ze 100 kg
skrobi, laktozy lub heksozy [%]. Na podstawie wielkosci emisji CO, w kolejnych do-
bach procesu — okreslano energi¢ fermentacji, wyrazajac ja w % wzgledem calkowitej
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6 M. Lewandowska, A. Piotrowicz-Cieslak

ilosci CO, wydzielonego w trakcie catej fermentacji (w tym wypadku: 72 godz.). [Satek
1989].

Doswiadczenia charakteryzujace zdolnosci badanych drozdzy do fermentacji pochod-
nych laktozy prowadzono na podtozu testowym z glukoza i galaktoza (6%glut+6%gal)
w warunkach jw., stosujac inoculum w postaci 24-h hodowli wstrzasanej na podtozu
YPG lub na podtozu adaptacyjnym, w ktorym glukozg zastapiono odpowiednim cu-
krem: galaktoza (YPGal) albo mannoza (YPMan). Oznaczen charakteryzujacych zdol-
nos$ci fermentacyjne badanych drozdzy dokonywano: w odstgpach 2-godzinnych, ozna-
czajac zawarto$¢ cukrow (glukozy i galaktozy) w fermentujacym podlozu metoda
chromatografii gazowej, oraz w odstgpach 3-godzinnych, mierzac ilos¢ wydzielonego
CO, (wagowo) i na tej podstawie wyznaczajac energi¢ fermentacji. W tym celu prze-
prowadzono 2 serie rownoleglych doswiadczen zainicjowane z 12-godzinnym przesu-
nigciem czasowym.

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Charakterystyka szczepow drozdzy gorzelniczych

Szczep Saccharomyces cerevisiae As4 otrzymano w wyniku hybrydyzacji ptciowe;.
Cechuje go duza trwatos¢ i tatwos¢ aklimatyzacji w lokalnych warunkach gorzelni.
W trakcie fermentacji drozdze tego szczepu moga by¢ stosowane przez wiele miesigcy
pod warunkiem, ze zachowana jest czysto§¢ mikrobiologiczna. Komorki drozdzy As4
sa odporne na wysokie stgzenia alkoholu (do 12%) oraz na podwyzszone cisnienie
osmotyczne $rodowiska fermentacji spowodowane zwigkszonym stgzeniem cukrow
w podiozu.

Drozdze Saccharomyces cereviasiae D2 wyizolowano pod koniec lat osiemdziesig-
tych. Charakteryzuja si¢ odpornoscia na koncowe st¢zenie alkoholu do 12-14%.
W gorzelniach stosowane sa w postaci suszonej, co upraszcza proces technologiczny
wytwarzania spirytusu, umozliwiajac rozpoczgcie fermentacji w dowolnym czasie bez
koniecznosci sporzadzania inoculum. Oba szczepy charakteryzuja si¢ ponadto wysoka
dynamika tworzenia etanolu [Czuprynski i in. 2004].

Przed rozpoczgciem wiasciwych doswiadczen przeprowadzono kontrolne fermenta-
cje z udzialem badanych drozdzy, wykorzystujac do tego celu typowy zbozowy zacier
gorzelniczy o gesto$ci 16°Blg. Stwierdzono, ze badane szczepy charakteryzowaly sig
zblizonymi zdolno$ciami fermentacyjnymi: wysoka energia fermentacji (74—79%)
pozwolila na uzyskanie 6,4—6,7% v:v alkoholu w zacierze juz po 24 h. Koficowa zawar-
tos¢ alkoholu w zacierze wyniosta 7,88% (szczep D2) i 8,12% v:v (szczep As4), a cal-
kowita sprawno$¢ procesu przekroczyta wartosé 80% (tab. 1). Niewielkie rdznice zaob-
serwowane pomigdzy 2 i 3 doba fermentacji zarowno w wielkosci emisji CO, (0,06—
0,O7g-10"2 g podloza), jak i w stezeniu uzyskanego alkoholu w zacierze (0,05-0,21%
v:v) dowiodly, Zze proces dobiegt konca. Bylo to zgodne z charakterystyka opisowa
badanych szczepdéw wskazujacg na ich predyspozycje do prowadzenia fermentacji 2—3-
-dobowych [Czuprynski i in. 2004].

Acta Sci. Pol.
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Tabela 1. Charakterystyka fermentacji zacieru zbozowego (16°Blg) przez przemystowe szczepy
drozdzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae As4 i D2

Table 1. Characteristics of cereal mash (16°Blg) fermentation by industrial strains of distillery
yeast Saccharomyces cerevisiae As4 and D2

Szczep drozdzy

. S. cerevisiae As4 S. cerevisiae D2
Strain of yeast

Czas fermentacji

Time of fermentation 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Wydzielony CO, [g:107 g podtoza]

CO, emission [g~10’2gmedium] 446597 603 485 599 6,06
Energia fermentacji [%] 7405 9897 100 > 9884 100
Fermentation energy 97

Kwasowosé

Acidity [pH] 422 4,17 4,07 427 427 4,01
Ekstrakt rzeczywisty o

Real extract [°Blg] 327 1,90 1,43 2,70 1,68 1,60
Zawartos¢ alkoholu o/ .

‘Alcohol concentration [% v:v] 6,43 791 812 6,76 783 7,88
Wydajnosé [dm? A 40107 kg skrobi]

Productivity [dm’ A 0107 kg starch] 46,37 57,07 58,61 48,77 56,49 56,88

Sprawnos¢ catkowita fermentacji

0,
Total fermentation efficiency [%] 64,56 79,46 81,61 67,91 78,66 79,20

Ocena naturalnych zdolno$ci drozdzy S. cerevisiae do fermentacji monosachary-
doéw pochodnych laktozy

W pierwszej czgsci badan przeprowadzono fermentacj¢ podioz zawierajacych lakto-
z¢ lub jej pochodne. Doswiadczenia, w ktorych zrodlem wegla byta czysta laktoza albo
jej koncentrat (permeat), wspomagano dodatkiem preparatu enzymatycznego B-D-
-galaktozydazy. Oba szczepy badanych drozdzy wykazywaly si¢ ograniczonymi zdol-
nosciami do fermentacji pochodnych laktozy, czego efektem byt niski poziom alkoholu
w podtozach po 72 h procesu: od 3,17 do 3,70% v:v, co odpowiadato 42—48% sprawno-
$ci procesu (tab. 2). Nie stwierdzono istotnego wptywu rodzaju cukru w podlozu na
przebieg procesu (rys. 1). Szczep drozdzy D2 wykazywatl si¢ minimalnie korzystniej-
szymi zdolnosciami do odfermentowania cukréw prostych: glukozy i galaktozy niz
szczep As4. Fermentacja etanolowa podloza z permeatem z udziatem tego ostatniego
przebiegata rowniez mniej wydajnie: zawartos¢ alkoholu po 72 h procesu byta o ok.
0,5% nizsza niz w analogicznym do$wiadczeniu z udziatem drozdzy D2.

Wynikato to zapewne z faktu, ze permeat oprdocz laktozy zawierat frakcje niskocza-
steczkowych biatek oraz zwiazki mineralne, ktore mogty utrudnia¢ przebieg hydrolizy
i fermentacji laktozy. Wydajnos¢ procesu mierzona iloscia pozyskanego alkoholu
(w przeliczeniu na EtOH 100-procentowy) ze 100 kg dostgpnego cukru miescita si¢
w granicach 26,5-27,9 dm™ (szczep As4) oraz 29,5-30,5 dm™ (szczep D2) i w zadnym
z do$wiadczen nie przekroczyta 50% wydajnosci teoretycznej (tab. 2). Swiadczyto to
niewatpliwie o stabych zdolno$ciach badanych drozdzy do fermentacji pochodnych
laktozy — a w szczegolnosci do wykorzystania galaktozy — cukru objetego problemem
represji.

Podtoze 6%glu+6%gal wybrano do dalszych doswiadczen jako podiloze testowe do
przesledzenia szybkosci odfermentowywania kazdego z zawartych w nim cukrow
w zaleznosci od zastosowanych zabiegéw zmierzajacych do ograniczenia repres;ji kata-
bolicznej glukozy.

Biotechnologia 7(3) 2008
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Tabela 2. Charakterystyka 72-h fermentacji podtéz zawierajacych pochodne laktozy z udziatem
drozdzy Saccharomyces cerevisiae As4 lub D2.

Table 2. Characteristics of 72-h fermentation of media containing lactose derivatives with yeast
Saccharomyces cerevisiae As4 or D2
Szcz_ep drozdzy S. cerevisiae As4 S. cerevisiae D2
Strain of yeast
Z permeatem
0,
Z permeatem 12% la(kl t%)f ) 12%
Rodzaj podtoza (12% laktozy) | laktozy | 6% glu withy laktozy | 6% glu
Kind of medium with permeate | 12% |+6% gal 12% |+6% gal
(12% lactose) | lactose permeate lactose
(12%
lactose)
Wydzielony CO, [g:10? g podtoza]
CO; emission [g:107 g medium] 234 233 ] 2% 251 236 | 261
- = o
Energia fermentacji [%] 89,89 9338 | 94,99 92,34 94,07 | 95,03
Fermentation energy
Kwasowose [pH] 4.6 407 | 3,95 4,54 411 | 3,87
Acidity
Ekstrakt rzeczywisty ["Blg] 7.30 6.47 6.45 7.73 6.40 6.55
Real extract
o 0, .
Zawartosc alkoholu (% v:v] 3,18 335 | 341 3,66 3,54 | 3,70
Alcohol concentration
Wydajnosé
3 102
[ Asoo: 107 kg laktozy lub heksozy] 26,53 27,92 | 2699 | 30,50 | 29,50 | 29,28
Productivity
[dm3 Ajg-1072 kg lactose or hexose]
Y - P
Sprawnos¢ catkowita fermentacji - [%] | 4 o4 4414 | 42,60 | 4822 | 46,68 | 4623
Total fermentation efficiency
Czas fermentacji
Fermentation time
4 -
3,5 1
E 31 | B B [
o = N i
§ & 25
=T
§ S0 21
o/oxXe 1 RN ERE B
58
: 2 RIEE EEN T N1} B :
N
05 B EEERERE S EEEEEE -
0
As4 D2 As4 D2 As4 D2
2% laktozy permeat (12% laktozy)
6% glu+6% gal
12% lactose permeate (12% lactose)
Rys. 1. Zmiany zawartosci alkoholu w trakcie 72-h fermentacji podtéz z laktoza Iub jej pochod-

nymi z udziatem drozdzy Saccharomyces cerevisiae As4 lub D2

Fig. 1.

derivatives with yeast Saccharomyces cerevisiae As4 or D2

Changes in alcohol content during 72-h fermentation of media containing lactose and its
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Wplyw adaptacji na szybko$¢é wykorzystania monosacharydéw pochodnych laktozy

Postanowiono przesledzi¢ caly zakres czasowy 72-h procesu fermentacyjnego, ana-
lizujac jego przebieg na podstawie pomiardw energii fermentacji oraz szybkosci wyko-
rzystywania dwoch konkurencyjnych cukréw w podlozu. Drozdze przed fermentacja
poddano wstepnej adaptacji na podtozach z dodatkiem galaktozy lub mannozy.

Celowos¢ stosowania adaptacji drobnoustrojow do odpowiednich substratow przed
wlasciwym procesem biotechnologicznym — zostata potwierdzona w wielu badaniach
[Fiedurek 2004, Belinchon 2003, Ostergaard i in. 2001]. Indukcyjny wplyw substratu lub
jego analoga wyzwala wczesniejsza sekrecj¢ odpowiednich enzyméw, powodujac tym
samym przyspieszenie procesu. W omawianych doswiadczeniach badane szczepy inku-
bowano wstepnie na podtozu z glukoza (proba kontrolna: cukier-represor), galaktoza
(cukier-induktor) oraz z mannoza (cukier neutralny). Neutralne oddziatywanie mannozy
wzgledem glukozy w procesie fermentacyjnym sygnalizowali w swoich badaniach Smith
i in. [1999]. Wykazali, ze mieszanina glukozy z mannoza byla wykorzystywana przez
badane drozdze w tempie nieomal identycznym, jak kontrolne podloze z sama glukoza.

Dwutlenek wegla i alkohol stanowig glowne produkty fermentacji etanolowej.
Intensywnos¢ wydzielania CO, jest zatem adekwatna do szybkosci tworzenia etanolu.
W doswiadczeniach, w ktorych zastosowano drozdze Saccharomyces cerevisiae As4,
wczesniej poddane adaptacji na podtozu z dodatkiem galaktozy lub mannozy, emisja
CO; od 6 h fermentacji byla wigksza niz w probach kontrolnych. (rys. 2A). Zdecydo-
wanie intensywniej przebiegata fermentacja z udziatem szczepu As4 adaptowanego na
podtozu z mannoza — po pierwszej dobie procesu réznica w ilosci wydzielonego CO,
wzgledem proby kontrolnej wyniosta ponad 0,5g-107g podtoza. Od 36 h procesu zwick-
szong intensywno$¢ odfermentowania zaobserwowano w probach, w ktérych zastoso-
wano drozdze po wstgpnej adaptacji na galaktozie. Ostatecznie, wlasnie w tym przy-
padku po 72 h procesu uzyskano najwicksze réznice w ilosci wytworzonego alkoholu:
4,21% (v:v) wobec 3,63% (adaptacja drozdzy na mannozie) oraz 3,41% (brak adaptacji
— podtoze standardowe YPG) (tab. 2 i 3).

Drozdze S. cerevisiae D2 okazaty si¢ mniej podatne na adaptacje w wyzej wymienio-
nych warunkach. Ilo§¢ CO, wydzielonego w trakcie fermentacji z ich udziatlem byta zbli-
zona we wszystkich trzech doswiadczeniach . Zaobserwowano niewielki wptyw zabiegu
adaptacji na podlozu z mannoza — w odniesieniu do préby kontrolnej emisja CO, od 33 h
do konca fermentacji byta wyzsza o ok. 0,3 g:10”g. Moglo to jednak wynika¢ z ich natu-
ralnych, korzystniejszych niz u drozdzy As4, predyspozycji do wykorzystywania obu
konkurencyjnych cukréw, o czym $§wiadcza wyniki prezentowane na rysunku 1.

Szybkos¢ wykorzystania glukozy i galaktozy w podiozu testowym w trakcie 72 h
fermentacji kontrolnej, z udziatlem obu szczepdw, oceniona na podstawie pomiaréw
chromatograficznych zostala zobrazowana na rysunku 3. Obydwa szczepy drozdzy
wykorzystaly glukoze zawarta w podtozu przed 30 h fermentacji. Galaktoza w nie-
znacznym stopniu zostata wykorzystana przez drozdze As4 juz od 28 h procesu, nato-
miast w fermentacji z udziatem S. cerevisiae D2 zaobserwowano wyrazne zjawisko
»diauksji”, charakteryzujace si¢ przedtuzonym okresem fazy spoczynkowej (do 52 h)
potrzebnej zapewne drozdzom do zaindukowania syntezy enzymow galaktolitycznych.
Podobne rezultaty odnotowali Rennow i in. [1999], analizujac zuzycie glukozy i galak-
tozy w podtozu fermentowanym przez przemystowe drozdze S. cerevisiae DGI342.
Obserwowane stadium opoznienia w wykorzystaniu galaktozy potwierdzili rowniez
zmniejszeniem przyrostu biomasy oraz zwolnieniem tempa wytwarzania etanolu.

Biotechnologia 7(3) 2008
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Tabela 3. Charakterystyka 72

11

-h fermentacji podioza testowego (6%glu 6%gal) z udziatlem drozdzy

S. cerevisiae As4 lub D2 poddanych wstgpnej propagacji na podtozach adaptacyjnych

Table 3. Characteristics of 72-h fermentation of test medium (6%glu 6%gal)with yeast
S. cerevisiae As4 or D2 subjected to preliminary propagation on adaptive media
Szczgp drozdzy S. cerevisiae AS4 S. cerevisiae D2
Strain of yeast
Rodzaj podtoza adaptacyjnego z galaktoza Z mannoza z galaktoza Z mannoza
Kind of adaptive medium with galactose | with mannose | with galactose | with mannose
Wydzielony CO, [g:107 g podtoza]
CO, emission [g:10? g medium] 278 2,64 2,61 2,68
Energia fermentacji po 48 h [%]
Fermentation energy after 48 h 89,57 93,56 93,56 01,88
Kwasowos¢ [pH] 3,91 3,92 3,53 3,78
Acidity
Ekstrakt rzeczywisty [°Blg] 5.5 7.1 6.8 5.06
Real extract
&6 AT
Zawartosé alkoholq [% v:v] 421 3.63 3.87 437
Alcohol concentration
Wydajnos¢  [dm® Aje-107 kg heksozy]
Productivity  [dm® Ajo-10? kg hexose] 33,32 28,73 30,63 34,58
= - = 5
Sprawnosé ca{k_owna fel_‘mentacp [%] 52,17 44,99 47.96 54.16
Total fermentation efficiency
70 T
60 1 e b e e ilBha B . - ——————
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Rys. 3.

Wykorzystanie glukozy i galaktozy w podlozu testowym (6%glu+6%gal) w trakcie 72-h

fermentacji z udzialem drozdzy S. cerevisiae D2 lub As4

Fig. 3.
mentation with yeast

Utilization of glucose and galactose in test medium (6% Glu+6%Gal) during 72-h fer-

S.cerevisiae D2 or As4

Oceniajac drozdze wstgpnie adaptowane na podlozu z galaktoza, stwierdzono wy-

razne roéznice w szybkosci

wykorzystania cukréw podloza testowego (rys. 4A). Szczep

D2 jak poprzednio odfermentowat glukozg ok. 26 h procesu, natomiast wykorzystywanie
galaktozy rozpoczat juz od 30 h a nie jak uprzednio po 52 h. Drozdze S. cerevisiae As4

po adaptacji na galaktozie

zareagowaty opo6znieniem wykorzystania glukozy o ok. 6 h,
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12 M. Lewandowska, A. Piotrowicz-Cieslak

jednoczesnie rozpoczynajac asymilacje galaktozy od 32 h procesu (glukoza w tym cza-
sie jeszcze byta obecna w podlozu). Zaréwno drozdze As4, jak i D2 w tym doswiadcze-
niu wykazaty si¢ poprawionymi zdolnosciami do wykorzystywania galaktozy — konco-
wa jej zawartos¢ w podtozu po 72 h wyniosta odpowiednio: 42,7 oraz 47,5 g - dm™
wobec 54,9 oraz 50,1 g - dm™ odnotowanych w fermentacjach kontrolnych. Znalazto to
odwzorowanie w ilo$ci wytworzonego alkoholu 4,21 wobec 3,41% v:v (szczep As4)
oraz 3,87 wobec 3,70% v:v (szczep D2) (tab. 3).

Odmienne rezultaty uzyskali Keating 1 in. [2004] podczas swoich badan nad szcze-
pem S. cerevisiae Y 1528, wykazujacym szczegdlne uzdolnienia do asymilacji galakto-
zy. Badane drozdze szybciej wykorzystaly oba dostgpne cukry (3% glukozy+3% galak-
tozy) po zastosowaniu adaptacji na glukozie (6 h) niz po adaptacji na galaktozie (24 h).

Wstepna propagacja szczepéw As4 i D2 na podlozu z mannoza spowodowala inna,
niz w poprzedniej czgsci doswiadczenia, reakcje¢ badanych drozdzy (rys. 4B). S. cerevi-
siae As4 fermentowat cukry w podlozu niemal w identyczny sposob, jak w doswiad-
czeniu kontrolnym (niewielkie wykorzystanie galaktozy od momentu zuzycia glukozy —
tj. od 28-30 godziny fermentacji). Stezenie alkoholu w podtozu po 72 h procesu wynio-
sto 3,63% v:v, przy koncowej zawartosci galaktozy: 51,8 g-dm™ podtoza.

Odpowiedz drozdzy S. cerevisiae D2 na zastosowane srodowisko derepresyjne byta
zdecydowanie odmienna: zaobserwowano wprawdzie zjawisko diauksji, lecz okres ten
trwat krocej, skutkujac nastgpnie znacznie intensywniejszym wykorzystaniem galaktozy
— do koficowego poziomu 31,3 g-dm™ podtoza. Dato to jednoczesnie pozytywny efekt
w postaci 4,37% v:v alkoholu w odfermentowanym podtozu (tab. 3). Mannozg w swo-
ich doswiadczeniach zastosowali rdwniez Dynessen i in. [1998], oceniajac wpltyw jej
obecnosci w podlozu na represj¢ inwertazy u drozdzy S. cerevisiae. Wykazali, ze obec-
nos¢ tego cukru obok sacharozy w srodowisku fermentacyjnym nie wywotuje zjawiska
represji katabolicznej (w przeciwienstwie do glukozy Iub fruktozy). Prawdopodobnym
wytlumaczeniem moze by¢ to, ze mannoza w odrdznieniu od ww. cukréw nie jest fosfo-
rylowana przez heksokinazy PI i PII, lecz przez glukokinaze — enzym nie wywolujacy
represji katabolicznej [Rose 1 in.1991, Winde i in. 1996].

Oceniajac wskazniki biotechnologiczne fermentacji, nalezy stwierdzi¢, ze przepro-
wadzone zabiegi adaptacyjne wptynglty w pewnym stopniu na poprawe zdolnos$ci bada-
nych drozdzy do fermentowania konkurencyjnych cukréw (wzrost wydajnosci o 6,33
dm® A,q 107 kg heksozy w trakcie fermentacji z udziatem szczepu As4 po adaptacji na
galaktozie oraz 0 5,3 dm® Ao -107 kg heksozy z wykorzystaniem D2 adaptowanego na
mannozie). Znalazto to odwzorowanie w prawie 10-procentowym wzroscie sprawnosci
catkowitej: 9,57% (As4) 1 7,93% (D2). Mozna jednak rdwniez wnioskowac o wysokiej
stabilnosci metabolicznej ocenianych szczepow, dedykowanych gltéwnie w kierunku
fermentacji przemystowej, w ktérej wykorzystuje si¢ typowe surowce gorzelnicze.

Verstrepen 1 in. [2004] analizujac efekty represji katabolicznej w odniesieniu
do drozdzy przemystowych wykazali, ze szereg operacji wstepnych, np. dlugotrwata
propagacja drozdzy na podlozach bogatych w glukoze, moze wywolywaé dtugotermi-
nowa utrate ich zdolnosci do fermentacji alternatywnych cukréw. Przyktadem moga by¢
dane uzyskane z szeregu browaréw wskazujace na uposledzenie zdolnosci drozdzy do
fermentacji maltozy wskutek przedtuzonego ich prowadzenia na podlozach bogatych
w sacharozg. [Kuthan i in. 2003].
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Wheals i in. [1999] wskazuja, ze wprowadzenie urozmaiconych zrodet wegla na
etapie propagacji mikroorganizmow moze przyczyni¢ si¢ do rozszerzenia gamy przy-
swajanych substratéw, a co za tym idzie — zagospodarowania np. produktow odpado-
wych. Teunissen i in. [2002 ] oraz Van Dijck i wsp. [2000] podkreslaja wielka role
inzynierii genetycznej do otrzymywania mikroorganizméw rekombinowanych, zwlasz-
cza w odniesieniu do biatek heterogenicznych czy biofarmaceutykow, gdzie wykorzy-
stanie GMO jest mniej kontrowersyjne. Nie dyskredytuja jednak prostych i skutecznych
metod opartych na selekcji i naturalnych mutacjach szczepow przemystowych, ktore
prowadza do bardziej zrownowazonych osiagnie¢.

PODSUMOWANIE

Doswiadczenia przedstawione w niniejszej pracy wskazujg na rézne zachowania ty-
powych drozdzy gorzelniczych szczepow As4 i D2 w warunkach fermentacji kilku
konkurencyjnych cukrow. Sugeruja roéwniez, ze wykorzystanie innych niz glukoza
zrédet wegla do wstgpnej propagacji przed wilasciwym procesem fermentacyjnym
zwigksza mozliwosci wykorzystania galaktozy w podtozu fermentacyjnym. Zastapienie
latwo przyswajalnego cukru substratem nie powodujacym represji katabolicznej daje
szans¢ poprawy wydajnosci procesu fermentacyjnego prowadzonego z wykorzystaniem
weglowodanéw niekonwencjonalnych.
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EVALUATION OF S. CEREVISIAE YEAST CAPACITY
FOR FERMENTATION OF MONOSACCHARIDE LACTOSE DERIVATIVES

Abstract. The industrial distillery yeast Saccharomyces cerevisiae was determined for its
capacity to ferment monosaccharide lactose derivatives. Analyses were carried out to ex-
amine their natural predisposition for fermentation of media with lactose hydrolysates
(12%) and in addition, the rate of saccharides utilization in the experimental fermentation
medium (6% glu/6% gal) was monitored as affected by the method of preliminary propa-
gation of yeast: on standard medium with glucose or on adaptive media with galactose or
mannose. It was demonstrated that the level of lactose derivatives attenuation by the yeast
examined did not exceed 4% v:v alcohol. A chromatographic analysis of the saccharides
enabled determining the rate of their utilization in the fermenting mixture. The effect
of delayed utilization of galactose by the yeast was found to be evoked by the phenome-
non of glucose repression. The preliminary propagations of the analyzed yeast on adaptive
media before the fermentation process caused the acceleration of galactose assimilation,
resulting in increased alcohol content in fermented media to 4.2-4.4% v:v.

Key words: distillery yeast, lactose, fermentation, ethanol, glucose repression
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BIOSYNTEZA KWASU CYTRYNOWEGO

Z GLICEROLU PRZEZ DROZDZE YARROWIA
LIPOLYTICA IMMOBILIZOWANE W CHITOZANIE
I POLIWINYLOALKOHOLU*

Waldemar Rymowicz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Drozdze Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 immobilizowano w réz-
nych zelach chitozanowych oraz poliwinyloalkoholowych i stosowano do biosyntezy
kwasu cytrynowego z glicerolu. W 7-dobowych hodowlach wstrzasanych immobilizowa-
ne komorki drozdzy produkowaty od 0 do 17,5 gl kwasu cytrynowego. Biokatalizator
chitozanowy typu CH+TP+AG i poliwinyloalkoholowy typu PVA+A produkowaty kwas
cytrynowy z najwyzsza szybkosécia i wydajnoscia odpowiednio; 2,5 g 1'd" i 0,54 gg’!
oraz2,5g1''d" 10,52 gg™".

Stowa kluczowe: chitozan, alkohol poliwinylowy, putapkowanie, kwas cytrynowy,
Yarrowia lipolytica

WSTEP

W przemystowej produkcji kwasu cytrynowego na drodze mikrobiologicznej wyko-
rzystywane sa przede wszystkim grzyby strzgpkowe z gatunku Aspergillus niger [Ana-
stassiadis i in. 2008]. Wciaz rosnace zapotrzebowanie na kwas cytrynowy i jego sole
(w roku 2007 $wiatowa produkcja kwasu cytrynowego wynosila 1,4 mln ton rocznie)
powoduje konieczno$¢ poszukiwania nowych i tanich technologii jego produkcji
[Kamzolova i in. 2005]. Zastosowanie roznych gatunkow drozdzy do biosyntezy kwasu
cytrynowego, takich jak Candida lipolytica, C. tropikalis, C. oleophila czy Yarrowia
lipolytica, moze by¢ jednym z alternatywnych rozwigzan technologicznych [Anastas-
siadis 1 in. 2008]. Przedmiotem wnikliwych badan z zakresu drozdzowej fermentacji
cytrynowej byly zagadnienia zwiazane z wyjasnieniem mechanizméw nadprodukcji

* Praca wykonana w ramach grantu 2P06T 044 30 finansowanego przez MNiSZW w latach
2006-2009.
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tego kwasu przez drozdze, aktywnosci podstawowych enzymow cyklu Krebsa odpo-
wiedzialnych za wydzielanie tego metabolitu do srodowiska oraz charakterystyka sys-
temdéw hodowlanych z zastosowaniem komdrek wolnych i immobilizowanych [Rymo-
wicz 1 in. 2005, Soccol i in. 2006]. Drozdze wykorzystywane w procesach biosyntezy
kwasu cytrynowego przez immobilizowane komoérki unieruchamiano w takich no$ni-
kiach jak: alginian, karagen, poliakryloamid czy wiorki drzewne, a gldwnym zZrodiem
wegla w takich procesach byta glukoza [Tisnadjaja i in. 1996, Maddox i Kingston
1983]. W ostatnich latach dostgpnym i tanim surowcem stosowanym w réznych proce-
sach biotechnologicznych jest gliceryna. Odpadowa gliceryna, generowana w procesie
produkcji biodiesla, z powodzeniem zostata uzyta w procesie biosyntezy kwasu cytry-
nowego przez drozdze Yarrowia lipolytica [Imandi i in. 2007, Papanikolaou i in. 2002,
Rymowicz i in. 2006, 2008]. Gliceryna nie byta natomiast stosowana w procesach bio-
syntezy kwasu cytrynowego przez immobilizowane komorki drozdzy. Wykorzystanie
unieruchomionych komorek drozdzy w procesach pdlciagtej i ciagltej produkeji kwasu
cytrynowego stwarza liczne problemy technologiczne. Stosowane proste nosniki, takie
jak alginianowe czy karacenowe, ulegaja w czasie procesu $cieraniu i rozplynnieniu
w obecnosci jonéw jednowartosciowych czy zwiazkow chelatujacych wapn. Powoduje
to obnizenie produktywnosci procesu, co zwigzane jest z uwalnianiem i przechodze-
niem komdrek z matrycy zelu do srodowiska hodowlanego. Niekorzystny wplyw ma
réwniez zastosowanie no$nikow o duzej Srednicy ziaren, gdyz powoduje to wystapienie
bariery dyfuzyjnej dla tlenu i substratow w wewngtrznych rejonach biokatalizatora.
Natomiast nosniki syntetyczne, np. poliakryloamidowe, moga wykazywac toksyczny
wplyw na mikroorganizmy, a tym samym powodowac znaczne obnizenie aktywnosci
kwasotworczej drozdzy [Maddox i Kingston 1983, Rymowicz 1998, 2003, Rymowicz
iin. 1993]. W ostatnich latach wiele uwagi poswieca si¢ wykorzystaniu chitozanu lub
alkoholi poliwinylowych (PVA) do immobilizacji calych komorek i enzyméw. Uzycie
alkoholu poliwinylowego, jako nos$nika do immobilizacji, zostato zainicjowane okoto
20 lat temu. Nosniki PVA charakteryzuja si¢ brakiem toksycznosci w stosunku do mi-
kroorganizmdw, sg trwale, stabilne chemicznie i mechanicznie. Zaletg tych nosnikow
jest rowniez niska cena i powszechna dostgpnos¢ [Chang i1 Tseng 1998, Yujian i in.
2006, Dave i Madamwar 2006]. Podobnymi cechami charakteryzuja si¢ takze nosniki
chitozanowe, ktore wykazuja cenne wilasciwosci, a mianowicie sg biodegradowalne,
biokompatybilne, nietoksyczne i podatne na modyfikacje chemiczne ze wzgledu na
obecnos¢ grup aminowych i hydroksylowych w strukturze chitozanu [Rinaudo 2006].
W procesach biotechnologicznych biokatalizatory chitozanowe wykorzystywano
w ksztatcie kapsutek, wtdkien oraz membran [Huang i in. 2004, Krajewska 2004, Rinaudo
2006, Shepherd i in. 1997]. Ze wzgledu na szereg zalet jakie wykazuja nosniki chitoza-
nowe i PVA, wydaje si¢ celowe zbadanie przydatnosci takich nosnikéw do putapkowa-
nia drozdzy i zastosowania ich w drozdzowej fermentacji cytrynowe;.

Celem podjetych badan byt dobdr optymalnych warunkéw putapkowania drozdzy
Yarrowia lipolytica w chitozanie i w alkoholu poliwinylowym, z przeznaczeniem do
biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu oraz ocena stabilnosci chemicznej i mecha-
nicznej takich biokatalizatoréw.
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MATERIALY I METODY

Mikroorganizm. W badaniach wykorzystano mutanta octanowego (oct) drozdzy
Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 pochodzacego z kolekcji wilasnej Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.
Szczep przechowywano na skosach YM pod parafing w temperaturze 4°C.

Substrat. W eksperymentach zastosowano gliceryne techniczna jako substrat
o0 stopniu czystosci 98% (v/m) pochodzaca z POCH — Gliwice.

Podloza hodowlane. W procesie putapkowania wykorzystywano biomasg¢ drozdzy
namnozona w podlozu o sktadzie (gl'): glicerol — 100; KH,PO, — 0,2; NH,CI — 4;
MgSO, x 7 H,O — 1; ekstrakt drozdzowy — 1; woda wodociagowa 1 litr. Komoérki po-
bierano z fazy stacjonarnej. Biosyntez¢ kwasu cytrynowego przez wolne i immobilizo-
wane komérki prowadzono w podtozu o sktadzie (gl™): glicerol 50; ekstrakt drozdzowy
0,2; woda wodociagowa 1 litr. Korekt¢ pH na poziomie 5—6 prowadzono co 12 godzin,
za pomocg 5 M NaOH.

Metody pulapkowania drozdzy

Do putapkowania drozdzy wykorzystywano chitozan (CH) o masie czasteczkowej
750000 i 2 000000 firmy Fluka. W procedurach otrzymywania zeli chitozanowych
stosowano alginian sodu (Macrocystis pyrifera firmy Sigma), tripolifosforan sodu (TP),
siarczan laurylu (SL), aldehyd glutarowy (AG) i chlorek wapnia.

Do putapkowania drozdzy wykorzystywano poliwinyloalkohol (PVA) o masie cza-
steczkowej 49000 firmy Fluka. W procedurach otrzymywania zeli PVA stosowano
kwas borowy i azotan (V) wapnia.

Procedura unieruchamiania drozdzy w réznych typach zeli chitozanowych

Typ CH+TP+AG. 15 g mokrej masy drozdzy wprowadzano do 85 ml 2; 2,5; 3;
3,5% roztworu chitozanu o masie czasteczkowej 2 000000, sporzadzonego w 2% roz-
tworze kwasu octowego. Po zmieszaniu zawiesiny drozdzy w odpowiednim roztworze
chitozanu cato$¢ wkraplano za pomoca igly o srednicy 0,5 mm do 2% roztworu tripoli-
fosforanu sodu i przetrzymywano przez 3 godz., nastepnie przemywano sterylna woda
i wprowadzano na 2 min do 0,5 lub 0,75% roztworu aldehydu glutarowego w buforze
fosforanowym o pH 7,6.

Typ CHM)+SL i CH(H)+SL. 15 g mokrej masy drozdzy wprowadzano do 85 ml
3% roztworu chitozanu sporzadzonego w 2% roztworze kwasu octowego o masie cza-
steczkowej 750000 (typ CH(M)+SL) lub 2 000000 (typ CH(H)+SL). Po zmieszaniu
zawiesiny drozdzy w odpowiednim roztworze chitozanu catos¢ wkraplano do 2% roz-
tworu siarczanu laurylu. Kuleczki biokatalizatora o $rednicy 2—3 mm przetrzymywano
W roztworze siarczanu laurylu przez 3 godz., celem utwardzenia biokatalizatora.

Typ CH+ALG i CH+ALG*. 15 g mokrej masy drozdzy wprowadzano do 85 ml
2,5% roztworu alginianu sodu i wkraplano do 2% roztworu chlorku wapnia sporzadzo-
nego w 0,5% roztworze chitozanu o masie czasteczkowej 2 000000 (typ CH+ALG) lub
tylko do 2% roztworu chlorku wapnia (typ CH+ALG*) i przetrzymywano przez 4 go-
dziny.

Typ ALG+CH+ALG. Homogenng mieszaning alginianu sodu i drozdzy uzyskana
jak w typie CH+ALG*, wkraplano do 2% roztworu chlorku wapnia i przetrzymywano
przez 30 min, nastgpnie biokatalizator wprowadzano do 0,5% roztworu chitozanu o masie
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czasteczkowej 2 000000. Po 30 min biokatalizator przenoszono do 0,15% roztworu
alginianu sodu i przetrzymywano przez 1 godzing.

Procedura unieruchamiania drozdzy w réznych typach zeli PVA

Typ PVA+A. 15 g mokrej masy drozdzy wprowadzano do 85 ml 12,5% roztworu
alkoholu poliwinylowego o cigzarze czasteczkowym 49000 sporzadzonego w 2,5%
roztworze alginianu sodowego. Po zmieszaniu homogenna zawiesing wkraplano za
pomoca igly o $rednicy 0,5 mm do 3% roztworu azotanu (V) wapnia. Tak otrzymany
biokatalizator w formie kuleczek przetrzymywano w ww. roztworze przez 1 godz.,
a nastepnie przemywano sterylng woda i zamrazano. Biokatalizatory mrozono przez 24
godz. w temperaturze —20°C. Przed wprowadzeniem do podioza produkcyjnego bioka-
talizatory rozmrazano przez 20 godz. w temperaturze +4°C.

Typ PVA+KB. 15 g mokrej masy drozdzy wprowadzano do 85 ml 12,5% roztworu
alkoholu poliwinylowego o cigzarze czasteczkowym 49000 sporzadzonego w 2,5%
roztworze alginianu sodowego. Po zmieszaniu homogenna zawiesing wkraplano za
pomocy igly o srednicy 0,5 mm do 5% roztworu kwasu borowego sporzadzonego w 2%
chlorku wapnia. Tak otrzymany biokatalizator w formie kuleczek przetrzymywano
w ww. roztworze w temp. 4°C przez 24 godziny.

Typ PVA+KB/T. Homogenna mieszaning alkoholu poliwinylowego i drozdzy uzy-
skana w metodzie (typ PVA+KB) wkraplano do 5% roztworu kwasu borowego sporza-
dzonego w 2% chlorku wapnia zawierajacego 0,2% Tween 80. Tak otrzymany biokata-
lizator w formie kuleczek przetrzymywano ww. roztworze w temp. 4°C przez 24 godziny.

Wszystkie typy biokatalizatorow przed wprowadzeniem do podtoza produkcyjnego
przemywano kilkakrotnie sterylna woda.

Techniki prowadzenia hodowli

Hodowle okresowe. Biosynteze kwasu cytrynowego z immobilizowanymi lub wol-
nymi komoérkami drozdzy przeprowadzono w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml
zawierajacych 40 ml podloza produkcyjnego i 15 g odpowiedniego typu biokatalizatora.
Hodowle prowadzono na wstrzasarce typu Elpan, przy 160 obr min™ przez 7 dni
w temperaturze 30°C. Kontrolg stanowity zawsze hodowle z wolnymi komorkami, kto-
rych stezenie byto takie samo jak w uzytych biokatalizatorach.

WYNIKI

Ocena aktywnoS$ci kwasotworczej biokatalizatoréw chitozanowych

W pierwszej czesci badan zbadano wplyw stgzenia chitozanu i aldehydu glutarowego,
stosowanego do modyfikacji struktury zelu, na proces biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu przez badany szczep drozdzy Wratislavia AWG7. Stezenie chitozanu
w biokatalizatorach bylo w zakresie od 2 do 3,5%. Do modyfikacji zeli stosowano
aldehyd glutarowy o stezeniu 0,5 1 0,75%. Stezenie kwasu cytrynowego (KC) w hodow-
lach zawierajacych komorki unieruchomione w chitozanie byto niskie i w zaleznosci od
rodzaju biokatalizatora ksztattowato si¢ na poziomie od 4 do 17,5 gl (tab. 1). Dynamika
produkcji oraz wydajnos¢ kwasu cytrynowego w hodowlach z uzyciem biokatalizato-
réw typu CH+TP+AG zalezala zarowno od st¢zenia chitozanu, w ktorym pultapkowano
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komérki drozdzy, jak i od stgzenia aldehydu glutarowego (AG) zastosowanego do mo-
dyfikacji otrzymanych zeli. Jednoczesnie ze wzrostem stezenia chitozanu w Zzelu oraz
wzrostem stgzenia aldehydu glutarowego do modyfikacji zelu obserwowano wzrost
stezenia kwasu cytrynowego. Stgzenie KC w hodowlach z udzialem biokatalizatorow
sieciowanych 0,5% AG ksztaltowato si¢ w granicach od 4,0 do 15,0 gl'l, natomiast
biokatalizatorow sieciowanych 0,75% AG w przedziale od 10,0 do 17,5 gl”'. Objeto-
Sciowa szybkos¢ produkcji kwasu cytrynowego (Qgc) byta na poziomie od 1,4 do
3,5 glI''d”!, natomiast wydajnos¢ kwasu cytrynowego (Yxc) w zakresie od 0,3 do 0,54
gg’!. W przypadku hodowli z wolnymi komérkami zaobserwowano prawie dwukrotnie
nizsza warto$é objetosciowej szybkosci produkeji kwasu cytrynowego (Qgc=1,4 gl''d™)
i trzykrotnie nizsza warto$é¢ wydajnosci produkcji kwasu cytrynowego (Yyc = 0,18 gg™),
w poréwnaniu z najlepszym biokatalizatorem typu CH+TP+AG stabilizowanym
0,75% AG.

Tabela 1. Wptyw stezenia chitozanu i aldehydu glutarowego na produkcje i wydajnos¢ kwasu
cytrynowego przez komoérki Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 immobilizowane
w zelach chitozanowych typu CH+TP+AG

Table 1. Effect of chitosan and glutaraldehyde concentration on the production of citric acid
and citric acid yield by Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG?7 cells immobilized in
the chitosane gel type CH+TP+AG

Chitozan Kwa§ cytrynowy Qkc Yke
Chitosan CltI‘lC- Iamd o ;
%) [gl'] [gl'd] [gg]
0,5% aldehyd glutarowy — glutaraldehyde
2,0 4,0 0,6 0,19
2,5 9,0 1,3 0,31
3,0 12,5 1,8 0,41
3,5 15,0 2,1 0,45
0,75% aldehyd glutarowy — glutaraldehyde
2,0 10,0 1,4 0,32
2,5 12,5 1,8 0,42
3,0 17,3 2,5 0,48
3,5 17,5 2,5 0,52
Wolne komorki 9.5 1.4 0.18

Free cells

Ze wzgledu na niskie zawarto§ci KC w hodowlach z biokatalizatorami typu
CH+TP+AG — w kolejnej czgsci pracy sprawdzono aktywnos$é kwasotworczg drozdzy
Y. lipolytica Wratislavia AWG7 putapkowanych w zelach chitozanowych w obecnosci
siarczanu laurylu. Przeprowadzono hodowle wstrzasane z uzyciem biokatalizatorow
typu CH(M)+SL oraz CH(H)+SL, zawierajacych dwa rézne chitozany réznigce si¢
masa czasteczkowa. Uzyty do modyfikacji 2% siarczan laurylu mial niekorzystne od-
dziatywanie na komorki drozdzy i zahamowatl proces biosyntezy kwasu cytrynowego.
Wszystkie biokatalizatory niezaleznie od zastosowanego rodzaju chitozanu (chitozan
o Sredniej i wysokiej masie czasteczkowej) nie wykazaly zadnej aktywnosci kwaso-
tworczej. Sugeruje to nieprzydatnos$¢ takich biokatalizator6w w procesie biosyntezy
kwasu cytrynowego przez drozdze. Nalezy zaznaczy¢, ze uzyskane w ten sposob zele
chitozanowe byly stabilne mechanicznie i chemicznie.

Wysokiej aktywno$ci kwasotworczej nie udato si¢ rowniez osiagna¢ w hodowlach
z komoérkami drozdzy pulapkowanymi w Zzelach chitozanowych, modyfikowanych
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alginianem i chlorkiem wapnia. Do badan wykorzystano trzy typy biokatalizatorow:
CH+ALG, CH+ALG* oraz ALG+CH+ALG. We wszystkich hodowlach odnotowano
produkcje kwasu cytrynowego, jednak z rézng dynamika i wydajnoscia. Najnizsza
aktywnos¢ kwasotwodrcza wykazaly hodowle z biokatalizatorem typu CH+ALG*, na-
tomiast najwyzsza hodowlg z biokatalizatorem typu ALG+CH+ALG. Biokatalizatory te
produkowaty odpowiednio 12,5 oraz 16,3 gl kwasu cytrynowego (tab. 2). Najwyzsza
dynamike produkcji (2,3 gl''d™") oraz wydajnos¢ kwasu cytrynowego (0,33 gg™) uzy-
skano w procesie z udzialem biokatalizatora typu ALG+CH+ALG. Nieco gorszymi
parametrami cechowaly si¢ procesy z uzyciem pozostatych biokatalizatorow.

Ocena aktywnosci kwasotworczej biokatalizatoréw PVA

Drozdze Y. lipolytica Wratislavia AWG7 unieruchomiono w 3 typach zeli PVA:
(PVA+KB, PVA+KB/T i PVA+A) i uzyto w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu w 7-dobowych hodowlach wstrzasanych. Stgzenie KC w hodowlach zawie-
rajacych putapkowane komorki drozdzy byto niskie i w zalezno$ci od typu biokataliza-
tora ksztattowato si¢ w przedziale od 0,5 do 17,5 gl (tab. 2). Komérki drozdzy putap-
kowane w zelach typu PVA+KB oraz PVA+KB/T, w ktérych stosowano 3% kwas
borowy i Tween 80, celem modyfikacji zewngtrznej membrany zelu PVA, nie byty
zdolne do biosyntezy duzych ilosci kwasu cytrynowego. Stezenie kwasu cytrynowego
nie przekraczato 2,1 gl”'. Sposréd badanych biokatalizatorow najlepsze efekty kwaso-
tworcze uzyskano z udzialem komorek drozdzy szczepu Wratislavia AWG7 unieru-
chomionych w zelu typu PVA+A, stabilizowanym azotanem (V) wapnia, ktory produ-
kowat 17, 5 gl kwasu cytrynowego. Stwierdzono réwniez, ze produkcja kwasu
cytrynowego z udzialem tego typu biokatalizatora przebiegata z najwyzsza dynamika
(Qke=2,5 gl''d™) i wydajnoscia (Ykc=0,54 gg). Ponadto, uzyskane wartosci tych para-
metrow technologicznych byly znacznie wyzsze w poréwnaniu do hodowli z wolnymi
komérkami, gdzie wielkosci te osiagnely wartosci odpowiednio (Qgc= 1,3 gl''d™)
i(Yge=0,17 gg™).

Tabela 2. Charakterystyka procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez Yarrowia
lipolytica Wratislavia AWG7 unieruchomione w roznych typach biokatalizatorow
chitozanowych i poliwinyloalkoholowych

Table 2. Characteristic of the citric acid biosynthesis from glycerol by Yarrowia lipolytica
Wratislavia AWG7 immobilized in different kind of chitosane and polivinylalcohol

biocatalysts
Typ biokatalizatora Kwas cytrynowy Qe Yie
Type of biocatalist Citric |a cid 141 1
[el'] [gl'd] [gg]
CH+ALG 14,3 2,0 0,28
CH+ALG* 12,5 1,8 0,25
ALG+CH+ALG 16,3 2,3 0,33
CH(M)+SL 0 0 0
CH(H)+SL 0 0 0
PVA+KB 0,5 007 0,06
PVA+KB/T 2,1 0,3 0,1
PVA+A 17,5 2,5 0,54
Komorki wolne 9,0 1,3 0,17

Free cells
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DYSKUSJA WYNIKOW

Badania nad procesami wykorzystujacymi immobilizowane komdrki zostaly zapo-
czatkowane kilkadziesiat lat temu i budza zainteresowanie do dnia dzisiejszego. Wedlug
Kourkoutas i in. [2004] prace zwiazane z immobilizacja catych komodrek maja zwykle
charakter czysto do$wiadczalny, co wynika z duzej ilo$ci nosnikdw, ich réznorodnosci
pod wzgledem struktury i wlasciwosci, a takze licznych procedur wigzania komorek
z nosnikiem. W tematycznej literaturze niewiele jest informacji o zastosowaniu immo-
bilizowanych komérek drozdzy w procesie drozdzowej fermentacji cytrynowej. Autorzy
swoje badania ograniczyli przede wszystkim do wykorzystania matryc alginianowych
lub karagenowych, ale zadne z nich nie zostaty uzyte na wicksza skale [Tisnadjaja 1 in.
1996, Kautola i in. 1991]. Zapotrzebowanie na immobilizowane biokatalizatory nowej
generacji jest jednak bardzo duze, co intensyfikuje badania nad aplikacja nowych, natu-
ralnych czy syntetycznych materiatéw matrycowych. W ramach tej pracy podjgto sze-
reg préb putapkowania drozdzy w chitozanie i PVA. Zasadniczy cel stanowito uzyska-
nie biokatalizatorow o mozliwie wysokiej aktywnosci kwasotworczej i dobrej wytrzy-
matosci mechanicznej oraz chemicznej, co uznano za podstawowe kryteria doboru wa-
runkow immobilizacji. Powszechnie stosowana metoda modyfikacji Zeli jest uzycie
zwiazkow dwufunkcyjnych. W dyskutowanej pracy w celu stabilizacji biokatalizatorow
chitozanowych stosowano aldehyd glutarowy. Rymowicz i in. [1993] stwierdzili,
ze optymalne stgzenie aldehydu glutarowego do utwardzania Zzeli alginianowych i kara-
genowych nie powinno przekracza¢ 0,5%, gdyz wyzsze st¢zenia AG powoduja gwal-
towne obnizenie aktywnosci kwasotworczej drozdzy Y. lipolytica. Z kolei Cheng i in.
[2006] stosujac 3% AG w celu zwigkszenia stabilnosci biokatalizatorow PV A, uzyskali
wysokg aktywnos$¢ enzymoéw. W niniejszej pracy biokatalizatory chitozanowe trakto-
wano 0,5 oraz 0,75% roztworem aldehydu glutarowego. Biokatalizatory, na ktére od-
dziatywal 0,75% AG, odznaczaly si¢ najlepszymi cechami mechanicznymi i byty ak-
tywne. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze uzyskanie biokatalizatoréw o dobrych wiasciwo-
$ciach mechanicznych i odpornych na czynniki chemiczne nie oznacza, ze wykazuja
one takze wysoka aktywnos$¢ biologiczng. W prezentowanej pracy zaobserwowano,
ze biokatalizatory chitozanowe typu CH+SL oraz biokatalizatory poliwinyloalkoholowe
PVA+KB i PVA+KB/T, cechujace si¢ najwyzsza stabilnoscia sposréd wszystkich prze-
badanych w niniejszej pracy, nie produkowaty kwasu cytrynowego. Obnizenie zdolno-
$ci drozdzy Y. lipolytica do tworzenia KC moze wiazaé si¢ z niekorzystnym oddziaty-
waniem tych zwiazkow na komorke drozdzowa lub jej metabolizm. Mogly tez zaistnie¢
inne przyczyny obnizenia aktywnosci kwasotworczej drozdzy. Aktywno$¢ biokataliza-
toréw silnie zalezy od szybkosci dyfuzji substratow i produktow przez warstwe zelu
tworzacego Sciane kapsultki [Antczak i in. 2000, Wang i in. 2005, Fujii i in. 1999]. Duza
porowato$¢ moze powodowac ograniczenie dyfuzji tlenu i substratow do wewngtrznych
regiondw zeli, co w konsekwencji moze powodowac czg$ciowa konsumpcj¢ wytworzo-
nego kwasu cytrynowego przez komorki drozdzy. Wedhug innych autorow wiasciwosci
fizjologiczne 1 metabolizm immobilizowanych komoérek drozdzy moze znacznie sig¢
r6zni¢ od wlasciwosci komorek wolnych [Kourkoutas i in. 2004].

W badaniach wtlasnych zaobserwowano, ze aktywnos¢ kwasotworcza drozdzy
Y. lipolytica uzalezniona jest od typu nosnika zastosowanego do putapkowania oraz
rodzaju zwigzkow stabilizujacych struktur¢ zeli. Najlepsze efekty kwasotworcze uzy-
skano w hodowlach prowadzonych z udzialem biokatalizatora chitozanowego typu
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CH+TP+AG oraz biokatalizatora PVA+A, ktorego struktur¢ stabilizowano w 24-
godzinnym procesie mrozenia. Produkcja kwasu cytrynowego przez drozdze Y. lipolyti-
ca AWGT pulapkowane w ww. biokatalizatorach ksztaltowata si¢ na poziomie 17,5—
17,9 gl”'. W przypadku hodowli z wolnymi komérkami, w ktdrej zastosowano réwno-
wazng biomase¢ do wyj$ciowej w badanych biokatalizatorach, zaobserwowano prawie
dwukrotnie nizszy poziom kwasu cytrynowego. Wedhlug Juszczyk i in. [2005] w hodow-
li wglebnej szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 wytwarzat rowniez niewielkie ilosci
kwasu cytrynowego (11,0 gl™). Objetosciowa szybkosé produkcji kwasu cytrynowego
przez immobilizowane komorki szczepu Wratislavia AWG7 byta podobna do wartosci
uzyskanych przez innych autorow. W zaleznosci od rodzaju podtoza, techniki immobi-
lizacji 1 uzytego szczepu drozdzy wielko$¢ tego parametru wynosita od 0,006 do 1,16
gl h!' [Rymowicz i in. 1993, Kautola i in. 1991, Tisnadjaja i in. 1996].

Niewatpliwie, zakres przeprowadzonych doswiadczen nie wyczerpal wszystkich
mozliwosci badawczych, ktére moga mie¢ wpltyw na proces biosyntezy kwasu cytry-
nowego z udziatem immobilizowanych komoérek drozdzy. Konieczne sa dalsze szczegd-
lowe badania, ktére pozwola na udoskonalenie metody otrzymywania stabilnych
chemicznie i aktywnych kwasotworczo biokatalizatorow.

Reasumujac, mozna stwierdzié, ze aktywno$¢ kwasotworcza drozdzy putapkowa-
nych w zelach chitozanowych i poliwinyloalkoholowych w istotny sposob uzalezniona
jest od sposobu uzyskiwania powyzszych biokatalizatorow oraz rodzaju stosowanej
modyfikacji do wzmocnienia struktury biokatalizatora. Sposrdd badanych biokatalizato-
row najlepsze efekty kwasotworcze uzyskano w hodowlach z udzialem komérek droz-
dzy Y. lipolytica Wratislavia AWG7 unieruchomionych w zelu chitozanowych typu
CH+TP+AG, stabilizowanym dodatkowo 0,75% AG oraz w zelu poliwinyloalkoholo-
wym typu PVA+A, stabilizowanym azotanem (V) wapnia. Przeprowadzenie procesu
biosyntezy kwasu cytrynowego przez immobilizowane komorki drozdzy w reaktorze
barbotazowym Iub typu air-lift moze znacznie poprawi¢ podstawowe parametry kine-
tyczne 1 wydajnos¢ procesu.
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BIOSYNTHESIS OF CITRIC ACID FROM GLICEROL BY YARROWIA
LIPOLYTICA IMMOBILIZED IN CHITOSANE AND POLIVINYLALCOHOL

Abstract. Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 yeast strain was immobilized in differ-
ent kind of chitosane and PVA gels and used for biosynthesis of citric acid from glycerol.
The yeast strain produced citric acid in the range from 0 to 17,5 gl in 7-days shake flask.
Chitosane biocatalyst type of CH+TP+AG and polivinylalcohol biocatalyst type PVA+A
produced citric acid with the highest production rate and the yield; 2,5 gl''d”, 0,54 gg’'
and 2,5 gl''d™, 0,52 gg™!, respectively.

Key words: Chitosan, polivinylalcohol, immobilization, citric acid, Yarrowia lipolytica
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ASYMILACJA NIETYPOWYCH ZRODELE WEGLA
PRZEZ MIKROORGANIZMY O SPECYFICZNYCH
UZDOLNIENIACH DO ZYCIA W WYSOKO
STRESOGENNYCH SRODOWISKACH*

Isaura Zaleska, Michal Piegza

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Utylizacja oleistych odpadéw przemystu spozywczego i motoryzacyjnego
stanowi jedno z istotniejszych i trudniejszych wyzwan dla ochrony srodowiska. W niniej-
szej pracy podjgto probg wyselekcjonowania mikroorganizméw zdolnych do biologicznej
asymilacji nietypowych zrodet wegla. Rozwoj ponadprzecigtnych uzdolnien enzymatycz-
nych u takich mikroorganizméw moze by¢ indukowany przez stresogenne Srodowisko
zycia, a tym samym umozliwia utylizacj¢ szkodliwych dla srodowiska odpadow.

Do izolacji mikroorganizmow wybrano nisz¢, w ktorej byly stosowane rozne, silne deter-
genty inhibujace wzrost drobnoustrojow. W efekcie wieloetapowej izolacji otrzymano 22
szczepy, w tym 18 szczepoéw drozdzy nalezacych do rodzajow: Candida, Trichosporon,
Geotrichum, Pichia oraz 4 szczepy bakterii.

Wszystkie badane drobnoustroje wykazaty wysoka zdolno$¢ nie tylko wzrostu w obecno-
$ci detergentow, ale i asymilacji odpaddéw pochodzenia oleistego. Przeprowadzono ho-
dowle ze zlozonymi zrodtami wegla, takimi jak oleje z przemystu spozywczego i motory-
zacyjnego (benzyna bezolowiowa oraz paliwo lotnicze), uzyskujac w wielu przypadkach
wysoki przyrost biomasy w otrzymanych ptynach pohodowlanych. Oceniono wybrane ak-
tywnosci hydrolaz, wskazujac na szerokie uzdolnienia enzymatyczne testowanych izolatow.
Jako mikroorganizmy wzorcowe, z ktorymi poréwnano zdolnosci wzrostu na trudno de-
gradowalnych zwiazkach oleistych — jedynych zrédlach wegla, wybrano drobnoustroje
charakteryzujace si¢ zdolnoscia do utylizacji ropopochodnych odpadéw Yarrowia lipoly-
tica oraz wysoko uzdolnione lipolitycznie Geotrichum candidum.

Stowa kluczowe: degradacja olejow, Candida pelliculosa, Trichosporon cutaneum,
Candida tropicalis, lipazy, utylizacja ropopochodnych odpadow

* Praca zrealizowana w Studenckim Kole Naukowym Biotechnologow przy Katedrze
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci w latach 2006-2007.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Isaura Zaleska, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375
Wroctaw, e-mail: isaura.zaleska@up.wroc.pl
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WSTEP

Postep urbanizacji przyczynia si¢ do powstawania ogromnej ilosci odpadéw, w tym
zwiazkow ropopochodnych, a rozwigzania przemystowego zagospodarowania zdecy-
dowanie nie nadazaja za wszechstronnie pojeta utylizacja. Glowny problem stanowig
zanieczyszczenia, takie jak zuzyte oleje czy smary, a ich utylizacja systematycznie
wzrastajacej masy odpadoéw stanowi duzy problem w ochronie srodowiska [Goncalves
iin. 2007, Kasprzak i in. 2002].

Biotechnologia srodowiska staje si¢ jedna z najwazniejszych dziedzin wspodtcze-
snych nauk przyrodniczych. Technologiczne wykorzystanie organizmoéow zywych, zdol-
nych do utylizacji trudno degradowalnych odpadéw organicznych [Alexieva i in. 2004,
[jah i in. 1998; Kaczorek i in. 2003, Kwapisz 2006, Latata i Wierzba 2004, Lisowska
i Dhugonski 2003, Oh i in. 2000, Zogala i in. 2005], takich jak odpady ropopochodne,
jest obecnie dobrym rozwiazaniem dla rekultywacji gleb i wod skazonych substancjami
olejopodobnymi [Ijah i in. 1998, Kaczorek i in. 2003, Kwapisz i in. 2006, Latala
i Wierzba 2004, Zogata i in. 2005].

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) pochodzace gltownie
z przerdbki ropy naftowe] stanowia najszersza grupg toksycznych zwigzkéw. Sa to
ksenobiotyki, ktore z czasem stajq si¢ coraz bardziej oporne na rozktad — tym samym
rosng ich mutagenne i toksyczne wlasciwosci.

Asymilacja ropopochodnych odpadow zachodzi¢ moze na drodze chemicznej, a takze
z udzialem wyspecjalizowanych mikroorganizméw. Procesy chemiczne, to reakcje takie
jak: arylowanie, alkilowanie, dealkilowanie, dehalogenacja, hydroliza estrow lub ami-
dow, utlenianie, redukcja, hydroksylacja pierscienia aromatycznego, rozerwanie pier-
$cienia aromatycznego, kondensacja i tworzenie koniugantow. Dziatanie drobnoustro-
jOw ujawnia si¢ przede wszystkim: utlenieniem czasteczki weglowodoru, rozerwaniem
wigzan C-C, atakiem na grupy funkcyjne zawierajace np. metal oraz biokrakingiem
weglowodorow cigzszych [Kwapisz 2006]. Wykorzystywane do rozktadu odpadow
organicznych mikroorganizmy muszg cechowac si¢ odpowiednim aparatem enzyma-
tycznym, umozliwiajacym utylizacj¢ odpadow na drodze reakcji metabolicznych
w Srodowisku wodnym, ale takze niewodnym. Spowodowato to rozwoj nowej gatezi
biotechnologii nazwanej ,,biokataliza w niekonwencjonalnych mediach” lub enzymolo-
gia niewodna [Antczak, Graczyk 2002].

Podmiotem przeprowadzonych badan byty odpady pochodzenia oleistego, w kto-
rych sktad wchodza liczne lipidy, a do ich skutecznej utylizacji poszukiwano charakte-
ryzujacych si¢ wydajng biosynteza lipaz.

Wyizolowane z wysoko stresogennego S$rodowiska mikroorganizmy posiadaja
uzdolnienia hydrolityczne, ktére umozliwiaja im nie tylko wzrost w niekorzystnych
warunkach zycia, ale rdwniez sprzyjaja asymilacji trudno degradowalnych zwiazkow
weglowych.

MATERIALY I METODY

Mikroorganizmy. Badane mikroorganizmy wyizolowano z odptywoéw zlewozmy-
wakow wroctawskich punktow gastronomicznych.

Izolacje do czystych kultur prowadzono w kolejnych pasazach na podtozu
buliont+agar, poniewaz wzrost uzyskanych drobnoustrojow na tym podtozu byt wybitnie
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obfity. Czyste kultury mikroorganizmow, w przewazajacym stopniu drozdzy, poddano
identyfikacji testem API 32C, a 4 szczepy bakteryjne zidentyfikowano na podstawie
obserwacji mikroskopowych i makroskopowych.

Testy dyfuzyjne. Aktywnos$¢ amylolityczna, proteolityczng i lipolityczng zbadano,
wykonujac testy dyfuzyjne na plytkach Petriego. Wielkos$¢ strefy przejasnien wokot
kolonii badanego drobnoustroju odpowiadata strefom dyfuzji enzyméw degradujacych
odpowiedni substrat. Miara aktywnosci byt stosunek $rednicy strefy rozjasnienia podtoza
(R) wyrazonej w [mm] do $rednicy kolonii (r) wyrazonej w [mm]. Hodowle ptytkowe
prowadzono przez 7 dni w 30°C. Do oznaczenia poszczegolnych aktywnosci enzyma-
tycznych wykorzystano nastepujace podtoza (g:1"): AA, ekstrakt miesny (3), pepton (5),
skrobia rozpuszczalna (2), agar (20); AP (g-1"): pepton (5), NaCl (5), glukoza (1), agar
(20), mleko odttuszczone (50 ml); AL (g-1): tributyryna (10), bactopepton (10), eks-
trakt migsny (10), glukoza (10), NaCl (5), agar (20). Aktywnos¢ amylolityczng ozna-
czano na podlozu AA, proteolityczng na podtozu AP, a lipolityczna na podtozu AL.

Metody hodowlane. W celu oznaczenia aktywnosci zewnatrzkomdrkowych proteaz
i lipaz przeprowadzono 7-dobowe hodowle wstrzasane w 30°C badanych mikroorgani-
zméw w podiozu AZP i AZL. AZP (g-1'): ekstrakt drozdzowy (0,5), MgSO4H,O (1),
KH,PO, (0,1), Fe,(S0O,4);-7H,0 (0,01), CaCl, (0,1), piora kurze (0,1) oraz dla zewnatrz-
komérkowych lipaz AZL (g-1"): bulion (8), 0,5 ml oleju rzepakowego — na 50 ml po-
zywki w kolbach Erlenmeyera. Substratem dla proteaz byly odtluszczone pidra kurze,
a dla indukcji lipaz — do podtoza dodano 1% oleju rzepakowego.

Metody analityczne. Aktywnos$¢ proteolityczng oznaczano zmodyfikowana metoda
Ansona [Rodziewicz i Laba 2005]. Mieszaning reakcyjna stanowito 1 ml 2% substratu
kazeinowego, 0,02 ml ptynu pohodowlanego, 0,98 ml 0,1 M buforu boranowego. Po
20-minutowej inkubacji w 30°C reakcj¢ enzymatyczng zatrzymano 2 ml 6% TCA,
a nastgpnie 15 min wirowano. Ekstynkcje proby wiasciwej wobec proby kontrolnej
odczytano przy dtugosci fali A = 280 nm.

Oznaczenie aktywnosci lipolitycznej [Rywinska i in. 2005] przeprowadzono na sub-
stracie ztozonym z 25 ml oliwy z oliwek, 5 ml 5% gumy arabskiej, 10 ml 0,075 M
CaCly, 10 ml 1 M NacCl (cato$¢ rozcienczono pigciokrotnie w Tris-HCI). Do 1 ml sub-
stratu dodano 0,1 ml ptynu pohodowlanego i mieszaning inkubowano w 37°C przez
2 godziny. Reakcj¢ przerwano, dodajac 0,25 ml EtOH i miareczkowano 0,05 M NaOH
w obecnosci fenoloftaleiny.

Przeprowadzono rowniez hodowle wstrzasane na podtozu o sktadzie: 0,8% bulionu,
1% zrodlo wegla — zuzyte oleje przektadniowy, silnikowy, rzepakowy oraz benzyng
bezotowiowsq i paliwo lotnicze AV Gas 100LL. W otrzymanych ptynach pohodowla-
nych zbadano aktywnos¢ lipolityczng i aktywnos$¢ peroksydazy (w zalezno$ci od zasto-
sowanego zrodla wegla) [Ktyszejko-Stefanowicz 1999].

Ponadto w plynie pohodowlanym AZP oznaczono ilos¢ biatek metoda Bradford
[Bradford 1976].

Mikrohodowle. Testowano szereg olejopochodnych substratow stanowiacych jedy-
ne zrédto wegla (1%) w hodowli wstrzasanej w podtozu bulionowym (0,8 %). Mikro-
hodowle przeprowadzono w aparacie Bioscreen® przez 90 godzin. Studzienki hodowlane
uzupetniono 300 pl podtoza (8 g1 bulionu), 30 pl zmywu z 72-godzinnej hodowli
mikroorganizmu na skosie i 17,5 pl trudno degradowalnego odpadu oleistego. W kazdej
ze studzienek aparat mierzyt zmiany zmgtnienia odpowiadajace przyrostowi biomasy.
Wszystkie mikrohodowle zostaty przygotowane w 3 powtorzeniach. Kontrolg do oceny
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wzrostu stanowita hodowla, gdzie zrédlem wegla byta 1% glukoza. Podczas hodowli
mierzono zmiany zmgtnienia odpowiadajace przyrostowi biomasy, ktdra poréwnano
z maksymalng szybkoscig wzrostu p (h™).

W pierwszej czgsci mikrohodowli, jako zrédta wegla, zastosowano 5% dodatek
detergentéw. Podstawowe medium stanowit 0,8% bulion. Zbadano wptyw 3 plynéw do
mycia naczyn oznaczonych symbolami A, B i1 C oraz ptyn D o reklamowanej 99% sku-
tecznej dezynfekcji.

Druga czes¢ mikrohodowli w aparacie Bioscreen® — mikrohodowle z dodatkiem
zrddet wegla (1%) stanowily trudno degradowalne olejopochodne odpady. Zastosowano
zuzyte oleje przektadniowy, silnikowy, rzepakowy oraz benzyng¢ bezolowiows i paliwo
lotnicze AV Gas 100LL.

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Wyizolowane drozdze zidentyfikowano przy uzyciu testu API 32C i sklasyfikowano
jako nalezace do rodzajow: Candida pelliculosa, Trichosporon cutaneum, Candida
sake, Candida melibiosica, Candida tropicalis, Pichia etchellsii, Geotrichum sp. (tab.
1). Na podstawie obserwacji wsérdd 4 szczepow bakteryjnych zidentyfikowano dwa
szczepy Bacillus sp. oraz dwa szczepy Bacterium sp.

Tabela 1. Wyniki identyfikacji wyizolowanych drozdzy przy uzyciu testu API 32 C
Table 1.  Results of the identification of isolated yeasts by API 32C test

Zidentyfikowane drozdze

SSZt(r:;leI? Yeast identification
(% trafnosci / accurance)
ZP1 Trichosporon cutaneum (96,7%)
zpP2 Trichosporon cutaneum (97,7%)
ZP3 Geotrichum sp. (99,9%)
ZP5 Candida melibiosica (89%)
ZP6 Candida pelliculosa (99,9%)
ZP7 Candida sake (79%)
ZP8 Trichosporon cutaneum (98%)
ZP9 Candida pelliculosa (99,9%)
ZP10 Candida pelliculosa (99,9%)
ZP11 Candida pelliculosa (95%)
ZP12 Trichosporon cutaneum ( 98%)
ZP15 Candida sake (86%)
ZP16 Candida tropicalis (75,1%)
ZP17 Pichia etchellsii (79%)
ZP19 Candida pelliculosa (99,9%)
ZP20 Candida pelliculosa (99,9%)
ZP21 Candida pelliculosa (99,9%)
ZP22 Candida pelliculosa (99,9%)

Drozdze najchetniej zasiedlaja ekosystemy wodne. Sg to organizmy eukariotyczne,
posiadajace uzdolnienia do transformacji i degradacji réznych grup weglowodorow
zarowno alifatycznych, jak i aromatycznych oraz trudno przyswajalnych zwiazkow
acyklicznych [Kwapisz 2006].
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Wyizolowane w niniejszej pracy szczepy drozdzy naleza do drobnoustrojow
z rodzajow o potencjalnie wysokich zdolnosciach enzymatycznych, pozwalajacych na
utylizacj¢ ropopochodnych odpaddéw, co potwierdzaja nieliczne doniesienia literaturo-
we. Drozdze z rodzaju Candida tatwo utylizuja odpady po produkcji oleju z oliwek
[Goncalves 2007]. C. pelliculosa, C. tropicalis, jak rdwniez Pichia sp. charakteryzuja
si¢ wysokimi zdolnosciami do produkcji lipaz, tym samym sa potencjalnie zdolne do
rozktadu olejopochodnych odpadow. Na szczegodlna uwage zashuguje C. tropicalis,
poniewaz nie wymaga obecnosci czynnikow wzrostowych, a jedynie zwiazkow mine-
ralnych, dlatego nadaje si¢ do efektywnej utylizacji roznego rodzaju odpadéw przemy-
stowych [Sobczak 1993]. Wyizolowane z gleby drozdze C. tropicalis posiadajg enzy-
matyczne zdolnosci degradacji m.in. ropy naftowej [Ijah 1998], podobnie jak Tricho-
sporon cutaneum utylizuja rowniez odpady poprodukcyjne z przemyshu satatkowego
[Zheng i in. 2003]. Drozdze T. cutaneum charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia lipoli-
tyczna i proteolityczna [Cobro 2001], ale jednoczesnie sg zdolne do asymilacji fenolo-
pochodnych odpadéw [Alexieva i in. 2004]. Jak donosza dane literaturowe, takze droz-
dze Geotrichum sp. (zwlaszcza Geotrichum candidum) zaliczane sa do efektywnych
producentéw zardwno wewnatrz-, jak i zewnatrzkomorkowych lipaz, co predysponuje
je do wykorzystania w utylizacji odpadow tluszczowych [Rywinska i in. 2005, Rywin-
ska i Witkowska 2006].

Wyniki testow dyfuzyjnych wykazaty, ze najlepsze uzdolnienia amylo-, proteo-,
i lipolityczne posiadaja C. pelliculosa ZP 20, C. pelliculosa ZP 10, C. pelliculosa ZP 11
(rys. 1, 2, 3).

Najwyzsza aktywno$¢ zewngtrzkomorkowych amylaz zaobserwowano u C. pellicu-
losa ZP 11. Ten sam szczep wykazat znaczng aktywno$¢ zewnatrzkomorkowych lipaz,
— wspotczynnik dyfuzji wynidst 1,45. Z kolei C. pelliculosa ZP 9 wykazal najwyzsza
aktywnos¢ proteolityczna, a Geotrichum sp. ZP 3 okreslono jako najefektywniejszy
szczep w produkcji zewnatrzkomorkowych lipaz.

Szczegotowsq charakterystyke biochemiczng badanych mikroorganizméw rozpocze-
to od oznaczenia poziomu biatka (metoda Bradford). Szczepy bakteryjne ZP 4 1 ZP 14
charakteryzowaly si¢ najwyzsza produkcja zewnatrzkomérkowych biatek (575 pg'ml™
Bacillus sp. ZP4, 494 pg-ml" Bacillus sp. ZP14); wsrdd drozdzy dominowat szczep
T. cutaneum ZP1 432 pg-ml” (rys. 4).

Aktywnos¢ proteolityczna oznaczana zmodyfikowana metodq Ansona byta najwigksza
u szczepdw Bacillus sp. ZP 14 (0,0245 J-ml™-min-1), Bacillus sp. ZP 13 (0,02 J-mI"min™),
Geotrichum sp. ZP 3 (0,018 J-mI™-min™) oraz C. sake ZP 15 (0,017 J-ml"-min™) (rys. 5).

Wysoka aktywnoscia zewnatrzkomdrkowych lipaz wykazat si¢ szczep Bacillus sp.
P 13 (1,5 Jml'min"), oraz wszystkie szczepy z gatunku C. pelliculosa ZP 9
(1,25 J~m1'1-min'1‘), C. pelliculosa ZP 10 (1,2 JmI™-min™), ZP 11 (1,45 I'ml™"-min™"), ZP 19
0,5 Jml'min"), ZP 20 (0,7 Jml'min™), ZP 21 (1,2 Jml'min"), ZP 22
(1,3 I'mI™min™) (rys. 6).

W niniejszej pracy podjeto rowniez probe oceny wptywu wysokiego stgzenia (5%)
4 réznych detergentéw na wzrost biomasy wyizolowanych mikroorganizméw. W przy-
padku ptyndéw do mycia naczyn A, B, C zaobserwowano wzrost wszystkich mikroorga-
nizmdw, jedynie ptyn D powodowat inhibicj¢ wzrostu. Wyniki przedstawiono w tabeli 2.
Hodowle prowadzone w podtozach z dodatkiem trudno degradowalnych odpadow (1%)
pochodzacych z przemystéw motoryzacyjnego i spozywczego pozwolily na wybor
szczepow najlepiej przystosowanych do asymilacji olejopochodnych odpadéw. Wyniki
prowadzonych hodowli przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 2. Maksymalna szybko$¢ wzrostu mierzona w mikrohodowlach w obecnosci detergentow
(5%) jako jedynych zrédet wegla

Table 2. Maximal velocity of the growth measured in microcultures with detergents (5%)
as the only carbon source

Maksymalna szybkos¢ wzrostu Najwyzszy wzrost w hodowli w aparacie

: ¢
5% Zrodto wegla Maximum growth speed Maximumz;givctrﬁ?l Bioscreen®
Carbon source
('] szczep oD szczep
strain strain
0,004 Trichosporon cutaneum ZP12 1,21 Trichosporon cutaneum ZP12
Detergent A 0,002 Candida pelliculosa ZP22 1,1 Candida pelliculosa ZP22
0,96 Bacterium sp. ZP18
0,007 Candida pelliculosa ZP22 1,35 Candida pelliculosa ZP22
Detergent B 0,004 Pichia etchellsii ZP 17 1,19 Pichia etchellsii ZP17
0,001 Candida pelliculosa ZP21 1,04 Candida pelliculosa ZP21
0,0034 Bacillus sp. ZP13 1,16 Bacillus sp. ZP13
Detergent C 0,0025 Candida pelliculosa ZP22 1,12 Candida pelliculosa ZP22
0,0009 Candida pelliculosa ZP19 1,03 Candida pelliculosa ZP19
Brak warostu 0,11 Trichosporon cutaneum ZP2
Detergent D No growth 0,08 Geotrichum sp. ZP3
0,06 Trichosporon cutaneum ZP8

Tabela 3. Maksymalna szybkosé wzrostu mierzona w mikrohodowlach w obecnosci zréznico-
wanych zrédet wegla

Table 3. Maximal velocity of the growth measured in microcultures with addition of diverse
carbon source

Maksymalna szybkosé wzrostu Najwyzszy wzrost w hodowli w aparacie

1% Zrédto wegla Maximum growth speed ) Bioscree.nC _ .
Carbon source Maximum growth in Bioscreen™
[h"] szczep — strain oD szczep — strain
Glukoza 0,0125 Bacillus sp. ZP14 1,76 Bacillus sp. ZP14
Glucose 0,0118 Geotrichum candidum D2 1,7 Geotrichum candidum D2
0,099 Geotrichum sp. ZP3 1,56 Candida sake ZP15
Zuzyty olej 0,0141 Geotrichum candidum D2 1,89 Geotrichum candidum D2
przektadniowy 0,0085 Candida sake ZP15 1,46 Candida sake ZP15
Gear oil waste 0,0077 Bacillus sp. ZP14 1,41 Bacillus sp. ZP14
Zuzyty olej 0,0095  Geotrichum candidum D2 1,53 Geotrichum candidum D2
rzepakowy 0,007 Geotrichum candidum CCM 1,37 Geotrichum candidum CCM
Rapeseed oil waste 0,006 Geotrichum candidum B1 1,31 Geotrichum candidum B1
Zuzyty olej silnikowy 0,0312 Geotrichum candidum D2 4,07 Geotrichum candidum D2
Engine oil waste 0,0277 Geotrichum candidum OL 3,49 Geotrichum candidum OL
0,0248 Yarrowia lipolytica Pl16¢ 3,05 Yarrowia lipolytica Pl16¢c
Benzyna bezolowiowa 0,002 Bacillus sp. ZP13 1,19 Geotrichum candidum B1
Unleaded petrol
Paliwo lotnicze 0,0092 Bacterium sp. ZP4 1,51 Bacterium sp. ZP4
Avgas 0,005 Candida pelliculosa ZP22 1,3 Bacillus sp. ZP13
100LL 0,0059 Bacillus sp. ZP13 1,25 Candida pelliculosa ZP22

Analizujac aktywnosci hydrolityczne otrzymane w wyniku hodowli na trudno przy-
swajalnych zrédtach wegla, wybrano 9 szczepdw charakteryzujacych si¢ najwickszymi
uzdolnieniami do asymilacji odpadéw przemystu motoryzacyjnego i spozywczego. Drob-
noustroje te wykorzystano w ostatnim etapie badan, ktéry mial na celu zbadanie wpltywu
zastosowanego zrodta wegla na zewnatrzkomorkowsq aktywnos¢ peroksydazy i lipaz.
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Umiejetnosé rozktadu nadtlenku wodoru, ktory jest czynnikiem szkodliwym dla mi-
kroorganizméw, wskazuje na zdolnos¢ do syntezy peroksydazy, tym samym potencjal-
nie klasyfikuje je jako uzdolnione do zycia w wysoko stresogennych warunkach srodo-
wiska zycia.

Drobnoustroje z gatunku C. pelliculosa, z wyjatkiem C. pelliculosa ZP 12 (0,7—
10,5 pmol-I™"), wykazaly si¢ niska aktywnoscig zewnatrzkomodrkowej peroksydazy,
natomiast Trichosporon cutaneum ZP 1 (1,8-10,0 umol-I'") oraz T. cutaneum ZP 2 (7,0—
10,5 pmol-I"") na kazdym z uzytych zrodet wegla miaty wysoka aktywnos¢ peroksydazy
(rys. 7).

Wiekszos¢ badanych szczepow hodowana na nietypowych zrodtach wegla wykazata
aktywnos¢ lipolityczna porownywalng (a nawet wyzsza) do aktywnosci oznaczonej
w podtozu kontrolnym zawierajacym glukozg, co sugeruje indukowany charakter
aparatu enzymatycznego. W przypadku szczepu C. pelliculosa ZP 11 aktywno$¢
lipolityczna hodowli na zuzytym oleju rzepakowym (1%) wyniosta 0,02 J-ml™-min™,
podczas gdy zuz olej przekltadniowy (1%) stymulowal produkcj¢ lipaz na poziomie
11,88 Jml"-min". Wszystkie badane szczepy rosty na zuzytym oleju silnikowym,
benzynie bezotowiowej i paliwie lotniczym (rys. 8).

Poréwnujac wyniki uzyskane przez Rywinska i in. [2005] z badaniami wlasnymi
zauwazono podobne wartosci aktywnosci lipolitycznej badanych szczepow C. pelliculosa
ZP 10, ZP 11, ZP 12, ZP 21, ZP 22 do aktywnosci wzorcowych szczepow Geotrichum
candidum opisanych przez autork¢ (hodowla 7-dobowa na 1% oleju rzepakowym).
W badaniach wlasnych w wyniku 7-dobowej hodowli na 1% glukozie zaobserwowano,
ze zdecydowanie lepsza produkcja lipaz wykazaty si¢ szczepy ZP. W cytowanej pracy
w przypadku Geotrichum candidum aktywno$¢ lipolityczna nie przekroczyta 2 J-ml
"min”', natomiast u szczepow C. pelliculosa ZP 11 i ZP 22 osiagneta nawet 12 J-ml
“min™. Szczepy ZP, w odniesieniu do G. candidum, u ktérego zbadano asymilacije
szlamu jako zrodia wegla i induktora aktywnosci lipolitycznej [Rywinska i Witkowska
2006], wykazaly si¢ lepsza aktywnoscia lipolityczng na trudno degradowalnych zré-
dtach wegla.

W literaturze swiatowej mozna znalez¢ liczne wzmianki na temat biosyntezy enzy-
moéw hydrolitycznych i1 asymilacji zwigzkow thuszczowych przez rodzaj Yarrowia
lipolytica [Czajgucka i in. 2006, Gdula i in. 2002, Zogala i in. 2005]. Badany
W niniejszej pracy jako szczep wzorcowy Yarrowia lipolytica A-101 charakteryzowat
si¢ duzo nizszym wzrostem na ropopochodnych odpadach niz szczepy ZP. Inny, opisa-
ny w literaturze, szczep Y. lipolytica PIl6a [Czajgucka i in. 2006], jako dobrze degradu-
jacy bialka i thuszcze, wykazat si¢ nizsza maksymalng szybkosciag wzrostu na nietypo-
wych zrodtach wegla niz szczepy ZP, wobec ktorych byt szczepem wzorcowym
(tab. 3).

Poréwnujac doniesienia literaturowe z badaniami wilasnymi, szczepy ZP mozna
uzna¢ za interesujace pod katem mikrobiologicznej utylizacji ropopochodnych odpa-
dow. Wyizolowane ze stresogennego Srodowiska mikroorganizmy scharakteryzowano
jako wyposazone w wysoko wyspecjalizowany aparat enzymatyczny, umozliwiajacy im
nie tylko przezycie w niekorzystnych warunkach srodowiskowych, ale rowniez wyko-
rzystanie trudno degradowalnych odpadow jako jedynych zrodet wegla. Umiejetnosé
produkcji peroksydazy potencjalnie klasyfikuje drobnoustroje jako zdolne do wzrostu
w innych stresogennych warunkach, co w potaczeniu z wysoko rozwinigtymi uzdolnie-
niami lipolitycznymi oraz wydajnym namnazaniem biomasy na kseno-biotycznych
zrodtach wegla czyni badane mikroorganizmy dobrymi sktadnikami szczepionki do
rekultywacji skazonych terenow.
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WNIOSKI

1. Wysoko stresujace srodowiska, jakie stanowia odplywy zlewozmywakdéw wro-
ctawskich pubow i restauracji zasiedlaja gtéwnie drozdze, i to o wysokich uzdolnie-
niach enzymatycznych.

2. Zidentyfikowane mikroorganizmy charakteryzuja si¢ wysoko wyspecjalizowa-
nym aparatem enzymatycznym, zwlaszcza lipolitycznym.

3. Wszystkie badane drobnoustroje posiadaja zdolnosci asymilacji zréznicowanych
ropopochodnych odpadéw. W odniesieniu do wzorcowych szczepdw gatunkéw Geotri-
chum candidum 1 Yarrowia lipolytica, wyizolowane i zidentyfikowane szczepy zardwno
drozdzy, jak i bakterii wykazuja poréwnywalne, a niekiedy korzystniejsze uzdolnienia
enzymatyczne.
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THE ASYMILATION OF ATYPICAL CARBON SOURCES
BY MICROORGANISMS WITH A SPECIFIC APTITUDE
FOR LIVING IN HIGH-STRESS ENVIRONMENT

Abstract: An utilization of the oily waste from the food and automotive industry is both
one of the most important and hard challenge for the environment protection. In this work
the attempt to select the microorganisms able to biological assimilation of atypical carbon
source has been introduced. The development of prowess enzymatic abilities in these mi-
croorganisms can be induced by stressogenic environment of live and enables the utiliza-
tion of harmful wastes.

To isolate the microorganisms a special niche was chosen, into which few different,
strong detergents that inhibits the growth of microorganisms were applied. As a result
of the multiphase isolation 22 strains were obtained, 18 yeasts from Candida, Trichospo-
ron, Geotrichum and Pichia type, and 4 bacterias.

Every of the microorganisms surveyed had a high ability to the oily waste assimilation.
A culture with a complex carbon source, like oils from the food and automotive industry,
gasoline and air-fuel was made. In the result high biomass growth was observed. Selected
activities of the hydrolase were evaluated and they showed high enzymatic abilities
of the tested isolates.

As a model organisms, which the abilities of growth on the hard — degradation com-
pounds were compared with, microorganisms with utilization of petroleum derivatives
abilities were chosen : Yarrowia lipolytica and high-capable of lipid-degradation Geotri-
chum candidum.

Key words: utilization of the oily waste, Candida pelliculosa, Trichosporon cutaneum,
Candida tropicalis, lipases, utilization of petroleum derivatives
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