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Streszczenie

Mikroorganizmy olejogenne (ang. oleaginous) to wybrane gatunki drozdzy, grzybdéw oraz
alg, ktore posiadajg zdolno$¢ do produkeji 1 akumulacji thuszczu w ilosciach powyzej 20%
thuszczu na suchg substancje biomasy. Thiszcze produkowane przez mikroorganizmy to
gléwnie triacyloglicerole (TAG), bogate w specyficzne wielonienasycone kwasy tluszczowe,
ktorych sktad jest podobny do sktadu olejéw roslinnych. Mikroorganizmy olejogenne moga
zatem petni¢ role obiecujacego zamiennika przy produkceji biopaliw 1 by¢ alternatywa dla
konwencjonalnych zrodel energii. Wykorzystanie mikroorganizméw do produkcji oleju jest
korzystne zarowno w aspekcie ekonomicznym, jak iekologicznym. Pozyskiwanie oleju przy
udziale mikroorganizméw charakteryzuje krotki cykl produkeji, jest niezalezne od warunkow
klimatycznych, eliminuje negatywne aspekty produkcji biopaliw z surowcoéw roslinnych.
Ekonomicznos¢ procesu wynika z mozliwosci zastosowania przemystowych i rolniczych
substancji odpadowych jako pozywki do hodowli mikroorganizmow.

Przedstawiony artykul obejmuje przeglad doniesien naukowych dotyczacych
wykorzystania wybranych szczepdéw drozdzy olejogennych (lipolitycznych) w procesie
biosyntezy wewnatrzkomorkowego tluszczu.

Stowa kluczowe: biosynteza wewnatrzkomoérkowego ttuszczu, mikroorganizmy olejogenne,

SCO (Single Cel Oil), drozdze olejogenne (lipolityczne)

INTRACELLULAR FAT BIOSYNTHESIS BY OLEAGINOUS MICROORGANISMS.
OLEAGINOUS YEAST
Summary
Oleaginous microorganisms including selected strains of yeast, fungi and algae are
defined by their ability to accumulate more than 20% of their cell dry weight as lipid content.
The produced microbial lipids are mainly in form of triacylglicerols (TGA), that are rich in

specific polyunsaturated fatty acids. Fatty acid composition of the microbial oils is similar to
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that of plant oils. The oleaginous microorganisms represents a potential raw material for
biofuels production and also a sustainable alternative for the conventional oil industry. The
use of the microorganisms for the oil production has economical, and ecological advantages.
Microbial oil production is low time production process, independent on the environmental
parameters and overcome the negative aspects of the plant oils production. Furthermore,
reduction of the cost of the microbial oils production can be achieved by using low-valued
nutrient sources such as agricultural residues, and industrial by-products.

This paper reviews studies on the use of the selected strains of oleagineous yeasts for
intracellular lipids production.
Key words: biosynthesis of intracellular fat, oleaginous microorganisms, SCO (Single Cel
Oil), lipolytic yeasts

WSTEP

Nadmierna eksploatacja paliw kopalnianych spowodowana dynamicznym rozwojem
przemystu, motoryzacji, wzrostem populacji ludnosci prowadzi do zubozenia 1 powolnego
wyczerpywania tych zrodet energii. Analiza danych statystycznych 1 pesymistyczne prognozy
na przyszitos¢ sprawily, 1z zaczgto poszukiwania alternatywnych rozwigzanian w tym
obszarze. Poczatkowo podjeto dziatania zmierzajace do wykorzystania oleju pochodzenia
roslinnego lub tluszczu zwierzecego do produkceji biopaliw. Przewidywane wymierne
korzys$ci ekonomiczne oraz gospodarcze wynikajace ze stosowania biopaliw miaty zapewnic
ich szybka dominacj¢ nad paliwami konwencjonalnymi. W praktyce okazalo si¢, ze ilos¢
produkowanych biopaliw nie jest wystarczajaca, aby catkowicie pokry¢ zapotrzebowania
spoteczenstwa. Oprdcz tego istnieje wysokie ryzyko degradacji srodowiska, spowodowane
powiekszajaca si¢ powierzchnig upraw ros$lin oleistych, duzym zuzyciem nawozow
sztucznych, wykorzystaniem roslin wylacznie do produkcji biopaliw zamiast w celach
spozywczych. Negatywne aspekty zwigzane ze stosowaniem ros$lin do produkcji biopaliw
przyczynity si¢ do poszukiwania innych niekonwencjonalnych Zrodet oleju do produkc;ji
biopaliw. W latach osiemdziesigtych ubiegtego wieku zrodzita si¢ idea wykorzystania do tego
celu komorek mikroorganizméw olejogennych. Mikroorganizmy olejogenne, do ktorych
zaliczane sg wybrane gatunki bakterii, drozdzy, grzybow, posiadajg zdolno$¢ do produkeji
1 akumulacji znacznych ilosci thuszczu. Thuszcze produkowane przez mikroorganizmy to
gléwnie triacyloglicerole o sktadzie podobnym do skiadu olejow roslinnych, zawierajace
dlugotancuchowe kwasy thuszczowe. Pod wzgledem aplikacyjnym decydujace znaczenie maja
kwas oleinowy, kwas linolowy 1 linolenowy. Za wykorzystaniem mikroorganizméw

olejogennych do produkcji tluszczu 1 olejow przemawiajg korzysci ekonomiczne
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1 ekologiczne. Mikroorganizmy te s3 zdolne do wzrostu na substancjach odpadowych
pochodzacych z przemystu i1 rolnictwa, zawierajagcych przyswajalne formy wegla, azotu,
fosforu. Z tego wzgledu produkcja oleju mikrobiologicznego odgrywa istotng role takze
w procesie utylizacji odpadow.
Biosynteza wewnatrzkomorkowego tluszczu przez mikroorganizmy

Synteza lipidow jest procesem zachodzacym w komorkach wszystkich organizmow,
niezbednym do utrzymania podstawowych funkcji zyciowych. Tylko niewielka grupa
mikroorganizméw zwanych olejogennymi charakteryzuje si¢ unikalng zdolnosciag do
gromadzenia zsyntetyzowanego tluszczu, stanowigcego wigcej niz 20% suchej substancji ich
biomasy. Do tej grupy zalicza si¢ wybrane gatunki alg, drozdzy, grzybow [Subramaniam i in.
2010]. Mikroorganizmy olejogenne magazynuja tluszcz, gtdwnie w postaci triacylogliceroli,
czyli estrow glicerolu 1 dlugotancuchowych nasyconych i/lub nienasyconych kwasow
thuszczowych. Mechanizm biosyntezy thuszczu mikroorganizméw olejogennych jest zblizony
do tego procesu u pozostatych ,nieolejogennych” mikroorganizmow. Proces magazynowania
thuszczu u mikroorganizmow olejogennych odbywa si¢ jedynie w warunkach nadmiaru zrédia
wegla 1 ograniczonej ilosci azotu w podlozu. Wyczerpywanie si¢ zrodta azotu prowadzi do
asymilacji wegla, przewaznie w postaci glukozy, 1 jego dalszej przemiany do triacylogliceroli.
TAG sg nastepnie gromadzone we wnetrzu istniejgcych komorek, nieulegajacych juz dalszym
podzialom. U mikroorganizmow nieolejogennych w ,,stresowych” warunkach srodowiska,
jakim jest brak zrodla azotu, nastgpuje przyswajanie dostepnych weglowodanéw 1iich
przemiana w odpowiednie polisacharydy (glukany, mannany) [Ratledge 2004]. Kluczowsg
role w procesie metabolizmu lipidow mikroorganizmoéw olejogennych peinig enzymy:
dehydrogenaza jabiczanowa dekarboksylujaca zalezna od NADP (E.C.1.1.1.40) iliaza
cytrynianowa zalezna od ATP (ACL, E.C.2.3.3.8) [Meng i in. 2009]. Na podstawie
przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono istotng zalezno$¢ migdzy aktywnoscia ACL,
a zdolnoscig mikroorganizmow olejogennych do akumulacji lipidow [Adams 1 in. 2002]. Do
skutecznego przebiegu procesu biosyntezy i gromadzenia lipidow konieczny jest ponadto
NADPH, ktory uczestniczy w syntezie kwasow thuszczowych [Ratledge 2004; Sitepu 1 in.
2013]. Poziom lipidow regulowany jest zawartoscig zsyntezowanych kwaséw tluszczowych.
Sterowanie procesem syntezy kwasow thuszczowych umozliwia zatem kontrole procesu
biosyntezy lipidow.

Rodzaj syntezowanych kwasoéw tluszczowych (liczba atomow wegla w tancuchu), ich
stopien nasycenia oraz wzajemne proporcje roznig si¢ w zaleznosci od cech genetycznych

danego mikroorganizmu. Kwasami thuszczowymi syntetyzowanymi przez drozdze olejogenne
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sg glownie kwas oleinowy (18:1), kwas palmitynowy (16:0), kwas linolowy (18:2), kwas
stearynowy (18:0) oraz kwas palmitooleinowy (16:1) [Beopoulos i1 in. 2009]. Grzyby
olejogenne syntetyzuja w wigkszosci kwas y-linolenowy (18:3) oraz kwas arachidonowy
(AA) (20:4) [Subramaniam 1 in. 2010]. Algi s3 natomiast bogatym zrédlem
wielonienasyconych kwaséw tluszczowych: kwasu arachidonowego (20:4), kwasu
eikozapentaenowego (EPA) (20:5), kwasu dokozaheksaenowego (DHA) (22:5) [Ward, Singh,
2005]. Gromadzenie przez mikroorganizmy olejogenne kwasow thiszczowych jako
energetycznych materialow zapasowych w postaci triacylogliceroli uzaleznione jest nie tylko
od rodzaju mikroorganizmu, lecz takze od warunkéw hodowli. Optymalizacja warunkow
hodowli jest czynnikiem determinujagcym wuzyskanie satysfakcjonujacej efektywnosci
biosyntezy tluszczu. Miarg efektywnosci biosyntezy tluszczu jest wysoka wydajnosé
produkcji biomasy i wysoka zawarto$¢ zsyntetyzowanego tluszczu na jednostke biomasy,
osiggnigta w odpowiednio krotkim czasie. Ze wzgledow aplikacyjnych waznymi kryteriami
efektywnosci biosyntezy tluszczu sg rodzaj i zawarto$¢ kwasoéw thuszczowych wchodzacych
w sklad triacylogliceroli. Na przyktad w skladzie tluszczu pochodzenia mikrobiologicznego
przeznaczonego do produkcji biopaliw powinny dominowa¢ nasycone kwasy tluszczowe,
takie jak kwas palmitynowy 1istearynowy. Udzial nienasyconych i1 wielonienasyconych
kwasow tluszczowych powinien by¢ jak najmniejszy [Rasoul-Amini 1 in. 2011]. Natomiast do
celow zywieniowych najkorzystniejsze sa thuszcze zawierajace wielonienasycone kwasy
thuszczowe: kwas arachidonowy, kwas eikozapentaenowy (EPA), kwas dokozaheksaenowy
[Ward, Singh 2005; Kolanowski 2007].
Biosynteza wewnatrzkomorkowego thuszczu przez drozdze olejogenne (lipolityczne)
Sposrod 600 znanych gatunkéw drozdzy ok. 30 zostato dotychczas zidentyfikowanych
jako drozdze olejogenne, zwane roéwniez lipolitycznymi. U niektorych gatunkéw np.
Rhodosopridium toruloides [Li 1 in. 2007; Hu 1 in. 2009], Rhodotorula glutinis [Dai 1 in.
2007; Xue 1 in. 2008], Cryptococcus curvatus [Meesters 1 in. 1996; El-Fadaly 1 in. 2009] oraz
Lipomyces starkeyi [Wild 1 in. 2010; Angerbauer i in. 2008] thuszcz moze stanowi¢ nawet ok.
70% suchej masy drozdzy. Wiasciwosci olejogenne wykazuja: Yarrowia lipolytica
[Papanikolaou 1 in. 2006; Beopoulos i in. 2009], Cryptococcus albidus, Candida curvata
[Meng 1 in. 2009]. W poréwnaniu z innymi olejogennymi mikroorganizmami, drozdze
lipolityczne charakteryzuja si¢ wyzszg szybkoscig wzrostu, a sktad syntetyzowanych przez
nie tluszczéw jest zblizony do sktadu olejow roslinnych. Do prowadzenia swoich procesow
zyciowych, w tym 1 do syntezy thuszczu, wykorzystujg r6znorodne zrodta wegla, takie jak np.:

glukoza, ksyloza, arabinoza, mannoza. Nadrzedne znaczenie w procesie biosyntezy thuszczu
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przez drozdze ma sktad podloza hodowlanego, w tym przede wszystkim wzajemna proporcja
wegla do azotu, pH, zawarto$¢ soli nieorganicznych oraz temperatura hodowli [Ratledge
2004]. Ograniczona zawarto$§¢ azotu przyczynia si¢ do zahamowania aktywnosci
dehydrogenazy izocytrynianowej w cyklu Krebsa i1 zwigkszonej produkcji cytrynianu, ktory
poprzez blone mitochondrialng zostaje przeniesiony do cytozolu komodrkowego. Badajac
wplyw temperatury na poszczegoélne etapy procesu biosyntezy 1 magazynowania tluszczu,
Suutari 1 in. (1993) stwierdzili, ze efektywno$¢ procesu zalezy od temperatury fazy wzrostu
oraz od temperatury etapu gromadzenia tluszczu. Temperatura fazy wzrostu determinuje
dynamike wzrostu mikroorganizmow. Temperatura etapu gromadzenia tluszczu ma za$
wplyw na wzajemne proporcje miedzy kwasem palmitynowym i oleinowym.

Najwazniejsza, z ekonomicznego punktu widzenia, zaleta drozdzy lipolitycznych,
wyrdzniajaca je zdecydowanie z grupy mikroorganizméw olejogennych, jest zdolno$¢ do
wzrostu z wykorzystaniem rolno-przemystowych substancji odpadowych, np. glicerol
[Meeters 1 in. 1996; Papanikolaou, Aggelis 2002], melasa buraczana [El-Fadaly 1 in. 2009],
pozostatosci lignocelulozowe [Chen 1 in. 2009; Tsigie 1 in. 2011; Hu 1 in. 2011], odpadowa
ziemniaczana woda sokowa [Btazejak 1 in. 2014], szlam $Sciekowy [Angebauer i in. 2008],
kolby kukurydziane [Chang 1 in. 2013]. Mozliwos$¢ zastosowania tanich rozwigzan w zakresie
surowcowym pozwala znacznie obnizy¢ koszty produkcji biopaliw przy udziale
mikroorganizmow 1 wyznacza optymistyczne prognozy na rozszerzenie produkcji biopaliw na
skale przemystowa. Do tej pory wysokie koszty surowca byly glownym problemem
w procesie pozyskiwania thuszczu mikrobiologicznego.

Glicerol odpadowy powstajacy przy produkcji biodiesla byl wykorzystywany jako
pozywka do biosyntezy tluszczu przez Yarrowia lipolytica [Papanikolaou, Aggelis 2002;
Makri 1 in. 2010], Cryptococcus curvatus [Hassan 1 in. 1996, Liang 1 in. 2010] oraz
Rhodotorula gracilis [Blazejak 1 in. 2014]. Przy wykorzystaniu szczepu Yarrowia lipolytica
LGAM S(7)1 Papanikolaou 1 in. (2006) otrzymali 43% TAG w przeliczeniu na suchg mase
w warunkach hodowli stacjonarnej. Dominujacymi kwasami w czasteczkach triacylogliceroli
byt kwas oleinowy 1 linolowy. Przy uzyciu szczepu Cryptococcus curvatus uzyskano,
w zaleznosci od sposobu prowadzenia hodowli okresowej, 44,2% do 52% TAG
w przeliczeniu na suchg masg. Syntetyzowane kwasy tluszczowe to: kwas palmitynowy,
stearynowy, olejowy oraz linolowy [Hassan 1 in. 1996]. Na podstawie badan
przeprowadzonych przez Easterling 1 in. (2009) przy uzyciu lipolitycznego szczepu
Rhodotorula glutinis najwigksza wydajno$¢ syntezy thuszczu, wynoszaca ok. 34% TAG

w przeliczeniu na suchg maseg, stwierdzono w przypadku, gdy zrodlo wegla w podiozu
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stanowily dekstroza i/lub glicerol. W badanych warunkach hodowli szczep ten syntetyzowat
gldéwnie kwas palmitynowy 1 stearynowy, a zawartos¢ nienasyconych i1 nasyconych kwasow
thuszczowych roznita si¢ w zaleznosci od stosowanego zrodta wegla. Rhodotorula glutinis
byta stosowana takze w pracach doswiadczalnych prowadzonych przez Dai i in. (2007).
Stosujac jako zrédlo wegla glukoze, uzyskano 49% TAG w przeliczeniu na suchg mase.
Zawarto$¢ ta wzrosta do 60,7% w warunkach hodowli ciaglej. Podobng zawartos¢ tluszczu
(67,5%) uzyskano w warunkach hodowli zsynchronizowanej prowadzonej w bioreaktorze
0 poj. 15 L przy uzyciu drozdzy z gatunku Rhodosporidium toruloides, stosujac glukozg jako
jedyne zrédlo wegla. W badanych warunkach hodowli Rhodosporidium toruloides
syntetyzuje w wigkszosci kwas oleinowy, kwas palmitynowy, kwas stearynowy oraz
linolowy. Uzyskane wyniki, jak rdéwniez czas trwania procesu, byly nieco wyzsze
w porownaniu z wynikami uzyskanymi w hodowlach prowadzonych w warunkach
laboratoryjnych [Li 1 in. 2007].

El-Fadaly 1 in. (2009) w swoich pracach doswiadczalnych nad wykorzystaniem szczepu
Cryptococcus curvatus do biosyntezy thluszczu zastosowali jako zrédlo wegla melase
buraczang 1 gluten jako zrédlo azotu. Na podstawie przeprowadzonych badan ustalili
optymalne warunki hodowli, w ktorych synteza kwasdéw tluszczowych przebiegata z
najlepsza efektywnoscig. Uzyskany sktad kwasow tluszczowych, w ktérym 58,04% stanowily
nienasycone kwasy tluszczowe, byt zblizony do sktadu oleju rzepakowego, roznit si¢ jedynie
stezeniem poszczegdlnych kwasow thuszczowych.

Szlam s$ciekowy byt wykorzystywany jako pozywka w badaniach prowadzonych przy
uzyciu Lipomyces starkeyi [ Angebauer 1 in. 2008]. Uzyskana zawartos$¢ thuszczu wynosita,
w zaleznos$ci od stosunku wegla do azotu, od 40% do ok. 68% w przeliczeniu na suchg mase
drozdzy. Podobne wyniki uzyskali Wild 1 in. (2010), stosujac jako zrodlo wegla skrobig
ziemniaczang 1/lub glukozg, a zsyntetyzowanymi kwasami thuszczowymi byly w wiekszosci
kwas palmitynowy (39%) 1 oleinowy (55%).

Kolejnym obiecujagcym surowcem odpadowym stosowanym do produkcji oleju
mikrobiologicznego sa lignocelulozowe substancje odpadowe. Ze wzgledu na olbrzymie
ilosci powstajacej corocznie na Swiecie biomasy lignocelulozowej, mozliwos¢ zastosowania
tego surowca jako alternatywnego zrodla przyswajalnych form wegla niesie za sobg wiele
korzysci. Przede wszystkim umozliwia znaczne obnizenie kosztow produkcji oleju
mikrobiologicznego. Stosowanie substancji lignocelulozowych wymaga jednak odpowiednie;j
obrobki wstepnej, prowadzacej do uzyskania przyswajalnych form wegla, tj. cukrow

prostych: glukozy 1 ksylozy. Proces ten obejmuje depolimeryzacje ligniny, a nastgpnie
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enzymatyczng hydroliz¢ frakcji hemicelulozowych 1 celulozowych. Jednym z podstawowych
probleméw zwigzanych z obrobka wstepng jest generowanie, w jej wyniku, inhibitoréw
takich jak furfural, kwas octowy, kwas mrowkowy, kwas lewulinowy [Chen 1 in. 2009].
Zwigzki te moga mie¢ negatywny wplyw na proces wewnatrzkomorkowej biosyntezy
thuszczu, a nawet prowadzi¢ do zahamowania wzrostu komorek drozdzy. Z tego powodu
podjeto liczne proby optymalizacji warunkow technologicznych procesu mikrobiologicznej
biosyntezy tluszczu z wykorzystaniem substancji lignocelulozowych réznego pochodzenia,
np. wytlokdw trzciny cukrowej [Tsigie 1 in. 2011; Anschau 1 in. 2014], stomy kukurydzianej
[Gong 1 in. 2014], stomy pszennej [Yu 1 in. 2011], suszonych todyg sorgo [Matsakas 1 in.
2015], kolb kukurydzianych [Huang i in. 2012]. Na podstawie badan dowiedziono, iz
wiekszo$¢ z przebadanych szczepow drozdzy jest zdolna do biosyntezy znacznych ilo$ci
thuszczu w obecnosci inhibitorow, jednakze wydajno$¢ procesu jest niska. Gdy wykorzystano
szczep Rhodosporidium toruloides, zawarto$¢ ttluszczu, jaka uzyskano, wynosita 13,8 g/L.
Syntezowane kwas thuszczowe to gltownie kwas palmitynowy, oleinowy [Matsakas 1 in.
2015]. Stosunkowo wysoka zawartos$¢ tluszczu (9,8 g/L) uzyskano przy uzyciu szczepu
Trichosporon dermatis, hodowanego na pozywce z enzymatycznie hydrolizowanych kolb
kukurydzianych [Huang 1 in. 2012]. Dominujgcymi nienasyconymi kwasami tluszczowymi
wchodzacymi w sktad produkowanego thuszczu byly kwas oleinowy (43%), palmitynowy
(28%) oraz stearynowy (14%). Gong i1 in. (2014) prowadzili badania nad wyborem
najlepszego procesu technologicznego do biosyntezy tluszczu przez szczep Cryptococcus
curvatus, przy wykorzystaniu hydrolizatu stomy kukurydzianej. Najlepsze wyniki (4,69 g
thuszczu/L/d) uzyskano, gdy zastosowano metode¢ jednoczesnego scukrzania biomasy
i produkcji thuszczu. Otrzymany olej zawieral w swym skladzie glownie kwas oleinowy
(51%), palmitynowy (25%), stearynowy (14,6%) oraz linolowy (6%).

W pracach doswiadczalnych nad wykorzystaniem substancji odpadowych do produkcji
oleju mikrobiologicznego analizowano rowniez mozliwo$¢ zastosowania takich substancji
jak: lotne kwasy thuszczowe [Fei i in. 2011], wytloki jabtkowe [Kulkarni i in. 2013].
Uzyskane wyniki poszerzaja zakres potencjalnych surowcéw stosowanych do produkeji
biopaliw.

PODSUMOWANIE

Dotychczas prowadzone badania nad wykorzystaniem drozdzy olejogennych wskazuja na
ich potencjal w procesie biosyntezy tluszczu, ktéry z powodzeniem moze byc
wykorzystywany do produkcji m.in. biopaliw. Przemystowa produkcja tluszczu przy ich

udziale wymaga jednak dalszej intensyfikacji prac w tym kierunku. W celu osiggnigcia
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korzysci ekonomicznych, w tym przede wszystkim niskich kosztow produkcji, konieczne sg
innowacyjne rozwigzania glownie na etapie hodowli. Rozwigzania te powinny zmierza¢ do
uzyskania wysokiej wydajnosci syntetyzowanego tluszczu z jednostki podloza, przy
jednoczesnym wykorzystaniu jako pozywki tatwo dostgpnych, relatywnie tanich 1 bogatych
w weglowodany produktow, takich jak np. rolno-przemystowe produkty uboczne. W dalszym
ciggu istotne jest tez prowadzenie badan w skali laboratoryjnej nad doborem odpowiednich
szczepOw,  charakteryzujacych  si¢  wysoka  efektywnos$cig  syntezy  thiszczu

w zoptymalizowanych warunkach hodowli.
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