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Yeast as a potential source of microbial fat

Abstract: The yeast which can produce more than 20% lipids in their dry matter are called oleaginous and belong mainly to the genera
Yarrowia, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon and Lipomyces. The synthesis and storage of fat in yeast cells can
be achieved via two pathways. In the first method - de novo, the acetyl-CoA and malonyl-CoA molecules are substrates of the lipid for
the synthesis, while in the ex novo method, the hydrophobic compounds present in the environment are utilized. The process of lipid
biosynthesis in yeast cells is affected by environmental factors such as carbon and nitrogen source in the medium, the C/N molar ratio,
pH, temperature and the time of the cultivation. Microbial synthesis as the type of fat production process has many advantages, since it is
insusceptible to weather conditions and the season of the year. Moreover, yeast show a rapid growth rate, which significantly shortens the
production cycle. The main drawback of the industrial SCO production is low fat yield per unit of culture medium, which increases the
total cost of the project. Microbiological fat synthesized by yeast might be used as a substitute for vegetable oils in human nutrition or as
a substrate for the production of biodiesel.
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1. Wstep

Pomyst wykorzystania drobnoustrojéw do produk-
qji tluszczu zrodzit sie w Niemczech w okresie mie-
dzywojennym. Naukowcy zaczeli prowadzi¢ badania
nad uzyskaniem zamiennikéw tluszczéw roslinnych,
ktérych brakowalo wéwczas na rynku [9]. Jak podaje
Ratledge pierwsze wzmianki w literaturze pochodza
z 1922 roku i dotyczyly produkgji thuszczu mikrobio-
logicznego przez drozdze Endomyces vernalis [40]. Nie-
stety badania te byly skazane na porazke, ze wzgledu
na brak sprzetu umozliwiajacego prowadzenie procesu
w urzadzeniach na skale przemystowq oraz niedosta-
teczng wiedze z zakresu modyfikacji genetycznych [9].
Zainteresowanie naukowcow pozyskiwaniem tluszczu
mikrobiologicznego znacznie wzrosto w ciggu ostatnich
30 lat. Dokonano olbrzymich postepéw w identyfikacji
mikroorganizméw olejogennych oraz mechanizméw
syntezy tltuszczu. Mikroorganizmy olejogenne defi-
niowane s3 jako zdolne do wytwarzania i akumulacji
powyzej 20% thuszczu w suchej substancji komorkowe;j.
W literaturze lipidy pochodzenia mikrobiologicznego

okreslane sg skrotem SCO (Single Cell Oil). Termin ten
zostal wprowadzony w 1974 roku przez Ratledgea ana-
logicznie do nazwy biatka jednokomérkowcow — SCP
(Single Cell Protein) [9, 39].

2. Mikroorganizmy olejogenne

Wszystkie zywe organizmy wytwarzaja substancje
lipidowe, ktdrych zawartos¢ w komorce nie przekra-
cza zwykle 5% w suchej substancji. Zwigzki te sg nie-
zbedne do budowy i prawidiowego funkcjonowania
blon komodrkowych [26]. Mikroorganizmy olejogenne,
w specyficznych warunkach akumuluja lipidy, ktére
odkladane sa w tzw. cialkach lipidowych (ang. lipid
bodies — LB) [21]. Ttuszcz wystepuje gtownie w for-
mie triacylogliceroli (ok. 80%) [38], a w mniejszych
ilosciach znajduja si¢ takze wolne kwasy tluszczowe,
monoacyloglicerole, diacyloglicerole, sterole, fosfoli-
pidy i glikolipidy [35]. Budowa cialek lipidowych jest
taka sama u wszystkich organizméw eukariotycznych
[18]. Hydrofobowy rdzen otacza warstwa fosfolipi-
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Tabela I
Przyktadowe zawartosci ttuszczu w biomasie wybranych gatunkéw drozdzy

Zawarto$¢ ttuszczu
Mikroorganizm Zrédlo wegla w podtozu w suchej substancji | Pi$miennictwo
komorkowej (% w/w)
Cryptococcus albidus Glukoza 27,80 20
Cryptococcus curvatus Glicerol 25,00 33
Lipomyces starkeyi Glukoza + ksyloza 61,40 58
Pichia guilliermondii Hydrolizat inuliny 60,60 52
Rhodotorula glutinis Glukoza 60,69 14
Melasa 21,76 24
Glicerol 60,70 44
Rhodotorula gracilis Glicerol 25,57 10
Rhodotorula mucilaginosa Skrobia z manioku 52,90 31
Saccharomyces spencerorum | Glicerol 37,40 3
Yarrowia lipolytica Glicerol 43,00 34
Hydrolizat wytlokéw trzciny cukrowej 58,50 50

dow zwiazanych z biatkami i w zaleznosci od potrzeb
komorki moze ulega¢ degradacji przez specyficzne
lipazy wewnatrzkomérkowe [1]. W$r6d mikroorganiz-
mow olejogennych znajdujg si¢ mikroalgi, bakterie,
plesnie oraz drozdze [35].

Bakterie rzadko zawieraja wigcej niz 10% tlusz-
czu w suchej substancji, nie wykazuja réwniez zdol-
nosci do syntezy wielonienasyconych kwasow tlusz-
czowych. Intensyfikacje procesu akumulacji lipidow
mozna osiagnac przez zastosowanie podlozy bogatych
w weglowodany oraz silne napowietrzanie hodowli
[30]. Do prokariotycznych organizméw olejeogennych
zalicza si¢ szereg gatunkow z rodzajow Mycobacterium,
Streptomyces, Rhodococcus i Nocardia [2]. W warun-
kach niedoboru azotu Rhodococcus sp. i Nocardia
corallina akumuluja przede wszystkim triacyloglicerole,
z niewielka ilo$cig diacylogliceroli i estréw woskowych.
Wykorzystujac jako zrodto wegla glukoze niektdre pro-
mieniowce moga gromadzi¢ nawet do 70% triacylogli-
ceroli w suchej substancji komorkowej. Wytwarzanie
i wewnatrzkomodrkowa akumulacja lipidéw w komor-
kach bakterii ma $cisty zwiazek z fazg wzrostu i naste-
puje po zaprzestaniu biosyntezy biatka [47].

Mikroalgi sa zdolne do syntezy duzych ilosci lipi-
doéw, na co maja wplyw gléwnie intensywnos¢ swia-
tla, pH, stezenie rozpuszczonego tlenu i CO,, stezenie
sktadnikow odzywczych takich jak azot, fosfor, krzem,
zelazo oraz obecnos¢ organicznych zrodel wegla. We
wiasciwie skomponowanym podtozu i przy odpowied-
nio dobranych parametrach hodowli uzyskano biomase
komoérkowa Schizochytrium sp. zawierajaca 77 g thusz-
czu/100g, , Botryococcus braunii (75 g ttuszczu/100 g )
oraz Nannochloropsis sp. (68 g thuszczu/100 g.) [47].

Niektore olejogenne plesnie majg zdolnos¢ do gro-
madzenia az do 85% tluszczu w suchej substancji

komorkowej. Proces ich syntezy i akumulacji jest $cisle
zwigzany z wyczerpaniem skladnikéw odzywczych
innych niz wegiel, co zapobiega proliferacji komorek,
a nadal umozliwia przeksztalcenie substratu w lipidy
[29]. Na szczegdlna uwage zastuguja plesnie z rodza-
jow Mucor, Mortierella, Rhizopus, Cunninghamella
i Zygorhynchus, ktore maja zdolnos¢ do syntezy duzych
ilosci cennych z zywieniowego punktu widzenia kwa-
sow wielonienasyconych (PUFA) zwlaszcza kwasu
y-linolenowego (GLA) (C18:3n-6) oraz kwasu arachi-
donowego (ARA) (C20:4n-6) [27].

Najlepszymi producentami ttuszczu mikrobiolo-
gicznego s drozdze ze wzgledu na ich wysoka zawar-
tos¢ w biomasie komoérkowej. Organizmy te wykazuja
szybkie tempo wzrostu i niskie wymagania pokar-
mowe, a sklad kwaséw tluszczowych mozna modyfi-
kowa¢ przez zmian¢ warunkéw hodowli [1]. Szacuje
sie, ze spos$rod 600 znanych gatunkéw drozdzy mniej
niz 30 zdolnych jest do syntezy powyzej 20% ttuszczu
w suchej substancji komoérkowej. Olejogenne droz-
dze nalezg gtéwnie do rodzajéow Yarrowia, Rhodo-
torula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon
oraz Lipomyces [9]. Przykladowe zawartosci tluszczu
w suchej substancji komodrkowej drozdzy przedsta-
wiono w tabeli I.

Profil kwasow tluszczowych wytwarzanych przez
drozdze zalezy od gatunku, rodzaju zastosowanego
podtoza, warunkéw hodowli, czasu jej trwania oraz
temperatury [30]. Tluszcze syntetyzowane przez olejo-
genne drozdze zawierajg gldwnie kwasy: mirystynowy
(C14:0), palmitynowy (C16:0), stearynowy (C18:0),
oleinowy (C18:1), linolowy (C18:2) oraz linolenowy
(C18:3) (tab. II) [32]. Kwas palmitynowy stanowi
przecietnie 15-25% (w/w) ttuszczu, natomiast kwas
palmitoleinowy mniej niz 5% (w/w). Podobnie niski
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Tabela IT

Wzory chemiczne wybranych kwasow ttuszczowych syntetyzowanych przez drozdze

Kwas tluszczowy

Wzdr chemiczny

Kwas mirystynowy

CH,(CH,) ,COOH

Kwas palmitynowy

CH,(CH,), COOH

Kwas stearynowy

CH,(CH,) COOH

Kwas oleinowy

CH,(CH,) CH=CH(CH,),COOH

Kwas linolowy

CH,(CH,),CH=CHCH ,CH=CH(CH,) COOH

Kwas linolenowy

CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,) COOH

udzial w catkowitej zawartosci tltuszczu syntetyzo-
wanego przez drozdze ma kwas stearynowy (5-8%).
Gléwnym kwasem ttuszczowym wystepujacym w lipi-
dach drozdzy jest kwas oleinowy, a jego udzial moze
wynosi¢ nawet powyzej 70% (w/w). Zawartos¢ kwasu
linolowego zaleznie od gatunku drozdzy waha si¢
w granicach 15-25% (w/w) [35].

3. Enzymatyczne drogi syntezy tluszczu
w komdrkach drozdzy

W komorkach drozdzy olejogennych synteza lipi-
dow moze przebiega¢ w dwojaki sposob: na drodze de
novo, czyli z czasteczek acetylo-CoA i malonylo-CoA
(rys.1) oraz na drodze ex novo, czyli z hydrofobo-
wych substratow obecnych w srodowisku (rys. 3) [9].
W metodzie de novo zrédto wegla stanowia sacharydy
takie jak glukoza, fruktoza, laktoza, sacharoza oraz
cukrowe surowce odpadowe, np. melasa buraczana czy
serwatka. W przypadku drugiego sposobu - ex novo,
substratami sg obecne w podiozu hodowlanym zwigzki
hydrofobowe, takie jak oleje roslinne, estry kwasow
ttuszczowych, odpadowe ttuszcze pochodzenia roslin-
nego lub zwierzecego, oleje rybne czy n-alkany [35].

3.1. Biosynteza tluszczu de novo

Proces syntezy ttuszczu na drodze de novo mozna
podzieli¢ na dwa zasadnicze etapy. Pierwszy z nich
obejmuje reakcje prowadzace do wytworzenia ace-
tylo-CoA, a drugi konwersje¢ tego zwiazku do lipidow
[13]. Substraty cukrowe przeksztalcane sa w procesie
glikolizy do kwasu pirogronowego, ktéry przechodzi
przez blone mitochondrialng do matrix mitochondrial-
nej, gdzie kompleks dehydrogenazy pirogronianowej
(PDC) katalizuje reakcje przeksztalcenia pirogronianu
w acetylokoenzm A. W dalszej kolejnosci czasteczka
ta moze by¢ wilaczona do Cyklu Krebsa lub staé sig¢
substratem do wytwarzania kwasow tluszczowych.
W przypadku biosyntezy tluszczu, acetylo-CoA musi
zosta¢ przetransportowany do cytozolu, a poniewaz
wewngtrzna bfona mitochondrialna jest dla niego nie-

przepuszczalna, ulega kondensacji ze szczawiooctanem
tworzac cytrynian [35]. W przypadku mikroorganiz-
mow olejogennych nadprodukcja kwasu cytrynowego
jest stymulowana przez niedobor zwigzkow azotowych.
Na poczatku zostaje aktywowana deaminaza AMP
(EC 3.5.4.6), katalizujgca rozktad adenozynomonofoso-
fanu (AMP) do inozynomonofosforanu (IMP) i jonéw
amonowych (NH,"), ktére w warunkach niedoboru sta-
nowiag dodatkowe zrodto azotu [13]. Poniewaz AMP
jest aktywatorem allosterycznym dehydrogenazy izocy-
trynianowej (EC 1.1.1.42), zmniejszenie jego stezenia
blokuje cykl Krebsa na poziomie izocytrynianu, pozo-
stajacego w rownowadze z kwasem cytrynowym dzieki
aktywnosci akonitazy (EC 4.2.1.3). Gdy stezenie cytry-
nianu w mitochondrium osiggnie pewna warto$¢ kry-
tyczna, zostaje on przetransportowany do cytoplazmy,
gdzie jest rozszczepiany przez liaze ATP-cytrynianowa
(EC 2.3.3.8) do szczawiooctanu i acetylo-CoA:

cytrynian + ATP + CoA —p acetylo-CoA +

+szczawiooctan + ADP

Liaze ATP-cytrynianowa uznaje si¢ za kluczowy
enzym syntezy ttuszczu przez mikroorganizmy olejo-
genne, poniewaz w wyniku jego aktywnosci powstaje
duza ilo$¢ acetylo-CoA [7]. Szczawiooctan w cyto-
plazmie zostaje przeksztalcony w jablczan w reak-
¢ji katalizowanej przez dehydrogenaze jablczanowa
(EC 1.1.1.37), ktéry nastepnie ulega przemianie do
pirogronianu:

L-jabtczan + NADP* — Pirogronian + CO, +

+NADPH*+H*

Reakcje katalizuje tzw. enzym jablczanowy (EC
1.1.1.38-40). Powstaly pirogronian powraca do matrix
mitochondrialnej. Podczas reakcji przeksztalcania
jablczanu wytworzona zostaje czasteczka NADPH,
niezbedna w procesie syntezy kwasow tluszczowych.
Chociaz szacuje sig, ze aktywnos$¢ enzymu jablcza-
nowego pokrywa mniej niz 15% zapotrzebowania na
NADPH (pozostata ilo$¢ pochodzi z reakcji katalizo-
wanych przez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa
oraz dehydrogenaze 6-fosfoglukonianowg) uwaza sig,
ze wytworzony w tej reakcji NADPH jest niezbedny
w procesie syntezy wewnatrzkomoérkowego tluszczu
[13]. Jak podaja Ratledge i Wynn jesli zahamowana
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Dezaktywacja dehydrogenazy izocytrynianowej

Gromadzenie cytrynianu w mitochondrium

!

Transport cytrynianu do cytoplazmy

Rozktad cytrynianu do acetylo-CoA oraz szczawiooctanu
(liaza ATP-cytrynianowa)

!

Synteza kwasow ttuszczowych z acetylo-CoA

Rys. 1. Etapy prowadzace do biosyntezy ttuszczu w komoérkach droz-
dzy olejogennych na drodze de novo (opracowanie na podstawie
(9,33])

zostanie jego aktywno$¢ na skutek inhibicji lub mutacji,
nastapi zatrzymanie syntezy lipidow [42]. W przypadku
organizméw nieolejogennych zgromadzony w cyto-
plazmie kwas cytrynowy moze zosta¢ wydzielony do
podloza hodowlanego lub wywota¢ inhibicje fosfofruk-
tokinazy (EC 2.7.1.11), ktéra prowadzi do wewnatrzko-
morkowego gromadzenia polisacharyddw [35], takich
jak glikogen oraz glukany [9].

Synteza kwasow tluszczowych rozpoczyna sie od kar-
boksylacji dwuweglowego acetylo-CoA. Reakcje katali-
zuje karboksylaza acetylo-CoA (EC 6.4.1.2), zawierajaca
biotyne jako grupe prostetyczng. Produktem tego etapu
jest trojweglowa czasteczka malonylo-CoA. Nastepnie
czasteczki acetylo-CoA i malonylo-CoA zostajg prze-
ksztalcone w ich ACP-pochodne, odpowiednio przez
transacylaze acetylowa (EC2.3.1.38) oraz transacylaze
malonylowa (EC2.3.1.39). W dalszym ciagu zachodzi
etap elongacji kwasow tluszczowych, obejmujacy cztery
reakcje. W pierwszym obrocie cyklu nastepuje konden-
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sacja acetylo-ACP z malonylo-ACP do acetoacetylo-
-ACP, ktory jest redukowany do D-3-hydroksybuty-
rylo-ACP. Zwigzek ten ulega odwodnieniu w wyniku
czego powstaje krotonylo-ACP ulegajacy w dalszej
kolejnosci redukcji do butyrylo-ACP. Reakcje katalizuje
kompleks syntazy kwasow ttuszczowych (EC 2.3.1.86).
Podczas kolejnych obrotéw cyklu elongacji dochodzi
do wydluzania tancucha acylo-ACP, az do powstania
palmitoilo-ACP. Zwiazek ten zawiera szesnacie ato-
mow wegla i nie stanowi substratu dla enzymu kon-
densujacego acetylomalonylo-ACP. W komorkach
eukariotycznych, na powierzchni gladkiego retikulum
endoplazmatycznego znajduja si¢ specyficzne enzymy,
katalizujace wydluzanie kwasow ttuszczowych diuz-
szych niz palmitynian [23].

Wytworzone kwasy tluszczowe moga by¢ nastep-
nie wiaczone do trojglicerydow, ktdre powstajg z cza-
steczek 3-fosfoglicerolu oraz acylo-CoA (czasteczka
kwasu tluszczowego polaczona z koenzymem A).
W zalezno$ci od substratu oraz aparatu enzymatycz-
nego mikroorganizmu, 3-fosfoglicerol moze powstawac
z fosfodihydroksyacetonu lub tez bezposrednio z glice-
rolu, w reakgji katalizowanej przez kinaz¢ glicerolows.
Enzymy uczestniczace w syntezie triacyloglcieroli zlo-
kalizowane sg w ciatkach lipidowych oraz retikulum
endoplazmatycznym (ER), natomiast acylotransferaza
fosfoglicerolowa znajduje si¢ gtéwnie w mitochon-
drium. W wyniku jej aktywnosci 3-fosofoglicerol ulega
acylacji tworzac kwas lizofosfatydowy. Z tego zwigzku
po przylaczeniu kolejnej czasteczki acylo-CoA powstaje
kwas fosfatydowy, ktorego defosforylacja doprowadza
do wytworzenia diacyloglicerolu. Usunigcie reszty
fosforanowej wymaga aktywnosci trzech form izome-
rycznych fosfatazy fosfatydowej. Jedna z nich wyste-
puje w blonie retikulum endoplazmatycznego, druga
w mitochondrium, a trzecia znajduje si¢ w cytoplazmie.
Ostatni etap syntezy, czyli acylacja diacyloglicerolu,
jest katalizowany przez acylotransferaze diacyloglice-
rolowa, wystepujaca w blonie ER [1]. Schemat syntezy
triacylogliceroli przedstawiono na rys. 2.

GLUKOZA

l GLIKOLIZA

DIHYDROKSYACETON

acyl-CoA
CoA

KWAS LIZOFOSFATYDOWY

acyl-CoA 1
®
CoA
®

KWAS FOSFATYDOWY T} DIACYLOGLICEROL ﬁ@v’ TRIACYLOGLICEROL

Pi

acyl-CoA CoA

Rys. 2. Etapy syntezy triacylogliceroli (opracowanie na podstawie [1]). Enzymy katalizujace reakgcje: 1) kinaza glicerolowa (EC 2.7.1.30);
2) dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa (EC 1.1.1.8); 3) acylotransferaza fosfoglicerolowa (EC 2.3.1.15); 4) acylotransferaza lizofosfaty-
dowa (EC 2.3.1.51); 5) fosfataza fosfatydowa (EC 3.1.3.4); 6) acylotransferaza diacyloglicerolowa (EC 2.3.1.20)
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3.2. Biosynteza tluszczu ex novo

Niektére gatunki drozdzy sa zdolne do wzrostu
w podlozach zawierajacych hydrofobowe zwigzki sta-
nowigce zrédlo wegla oraz jednoczesnej akumulacji
duzych ilosci ttuszczu. Drozdze te naleza gtéwnie do
rodzajow Torulopsis, Candida, Yarrowia, Trichosporon,
Geortichum oraz Pichia. W metodzie ex novo obecne
w $rodowisku zwigzki hydrofobowe takie jak alkany,
wolne kwasy ttuszczowe czy triacyloglicerole bezpo-
$rednio lub po uprzedniej hydrolizie zostaja przetrans-
portowane do wnetrza komorki, gdzie moga stanowic¢
material energetyczny lub tez zosta¢ wlaczone do pro-
cesOw biotransformaciji [7, 35].

Najlepiej poznanym i opisanym w literaturze przy-
ktadem drozdzy zdolnych do biosyntezy ttuszczu
wewnatrzkomoérkowego na drodze ex novo jest Yarro-
wia lipolytica. [7]. Stwierdzono, ze transport hydrofo-
bowych substratow do wnetrza komorki mozliwy jest
dzieki zdolnosci do wytwarzania liposanu, ktéry umoz-
liwia ich emulgacje oraz dzieki mozliwos$ci wydzielania
zewnatrzkomoérkowych enzymow lipolitycznych hydro-
lizujacych triacyloglicerole do wolnych kwasow tlusz-
czowych [35]. Alkany wnikajg natomiast do komorki
w formie niezmodyfikowanej [21]. Drozdze Y. lipolytica
sg takze zdolne do modyfikacji struktury $ciany komor-
kowej, co ulatwia przyleganie zwigzkéw hydrofobowych
do jej powierzchni [7]. Jak podajg Beopoulos i Nicaud
[9] mechanizmy transportu substratow hydrofobowych
nie zostaly jeszcze do konca poznane. Po przedostaniu
sie do wnetrza komorki zwigzki te moga ulega¢ réznym
modyfikacjom enzymatycznym, rozkladowi w pero-
ksysomach na drodze B-oksydacji oraz moga by¢ aku-
mulowane w postaci materiatu zapasowego w ciatkach
lipidowych, co przedstawiono schematycznie na rys. 3.

Wolne kwasy tluszczowe sg rozkladane w procesie
B-oksydacji, w wyniku czego uwalniania jest energia

Obecnos¢ hydrofobowych substratéw (HS) w podtozu hodowlanym

Emulgacja HS (liposan) lub hydroliza TAG do wolnych
kwasow ttuszczowych (lipazy)

Wigzanie HS na powierzchni komérki
Transport HS do wnetrza komorki

Ewentualne modyfikacje struktury HS

| |

Rozktad Akumulacja
w peroksysomach w ciatkach lipidowych
w formie TAG na drodze 3-oksydaciji

Rys. 3. Etapy prowadzace do biosyntezy thuszczu w komdrkach
olejogennych drozdzy Yarrowia lipolytica na drodze ex novo
(opracowanie na podstawie [9])
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niezbedna do wzrostu komdrek oraz powstaja metabo-
lity po$rednie stanowiace prekursory syntezy materia-
téw komorkowych [35]. U drozdzy enzymy uczestni-
czace w tym szlaku zlokalizowane s3 w peroksysomach
[16]. Podczas jednego obrotu procesu [-oksydacji
dochodzi do odfgczenia jednostki dwuweglowej (for-
mie acetylo-S-CoA) od kwasu tluszczowego zwigza-
nego z koenzymem A [21]. Pierwszy etap katalizo-
wany jest przez oksydaze (Aoxp) acylo-koenzymu A
(EC1.3.3.6) [16]. W komorkach drozdzy Y. lipolytica
zidentyfikowano 6 izoenzymow tej oksydazy (Aox1p,
Aox2p, Aox3p, Aox4p, Aox5p oraz Aox6p), réznigcych
sie specyficznoscig substratowq. Na przyklad oksydaza
Aox2p jest aktywna wobec diugotancuchowych kwa-
séw tluszczowych, natomiast Aox3p w stosunku do
krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych [7]. Oksy-
daza acylo-CoA katalizuje reakcje odwodorowania sub-
stratu. W nastepnych dwdch przemianach biorg udzial
kolejno hydrataza 2-enoilo-CoA (EC4.2.1.17) oraz
dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA (EC1.1.1.35).
Ostatnig reakcje katalizuje tiolaza 3-ketoacylo-CoA
(EC2.3.1.16), w efekcie czego powstaje czasteczka ace-
tylo-CoA oraz czasteczka kwasu ttuszczowego skroco-
nego o dwie jednostki weglowe [21]. Podczas kolejnych
obrotéw procesu -oksydacji dochodzi do odlaczenia
dwuweglowych jednostek, az do catkowitego rozktadu
kwasu ttuszczowego. Jednakze w przypadku niektorych
szczepow czasteczka acylo-CoA, bedaca produktem
posrednim cyklu moze zosta¢ z niego wytaczona, co
wykorzystano w biotechnologicznej produkcji aro-
matow (cyklizacja kwasow tluszczowych podczas ich
rozpadu). Firma Safisis (Lesaffre, Francja) opracowala
technologi¢ otrzymywania y-dekalaktonu, zwigzku
o zapachu brzoskwiniowym, z kwasu rycynolowego.
Pozyskiwany jest on na drodze ,,niepetne;j” p-oksydacji
w komorkach drozdzy, podczas ktorej uwalniany jest
10-cio weglowy hydroksylowany kwas tluszczowy, ule-
gajacy nastepnie cyklizacji w warunkach wewnatrzko-
morkowego pH [9].

Zasadnicza roznica miedzy akumulacjg lipidow na
drodze ex novo a de novo zwigzana jest z zawartoscia
azotu w podiozu hodowlanym. Jak podaja Papaniko-
laou i wsp. [35] jesli w srodowisku znajdujg si¢ hydro-
fobowe substraty stanowigce zrodlo wegla i energii,
akumulacja wewnatrzkomoérkowego tluszczu nastepuje
jednoczesnie ze wzrostem komorki, w przeciwienstwie
do syntezy lipidéw na drodze de novo zachodzacej po
wyczerpaniu azotu w podtozu hodowlanym.

4. Czynniki wplywajace na proces biosyntezy ttuszczu
Na proces biosyntezy lipidéw w komoérkach droz-

dzy majg wplyw takie czynniki jak zZrédlo wegla i azotu
w podlozu, stosunek molowy C/N, pH, zawartos¢
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wybranych pierwiastkéw oraz witamin, temperatura
oraz czas prowadzenia hodowli [51].

Jedna z najwazniejszych czynnosci przy ustalaniu
sktadu pozywki jest wytypowanie najkorzystniejszego
zrédla wegla dla danego mikroorganizmu. Jego prefe-
rowana forma oraz stezenie moga si¢ znacznie roznic
nawet migdzy gatunkami tego samego rodzaju drob-
noustrojow olejogennych. Podczas wzrostu wegiel jest
wykorzystywany przez mikroorganizmy jako zrédlo
energii oraz w procesach anabolicznych, prowadzg-
cych do wytworzenia weglowodandw, tluszczu, kwa-
séw nukleinowych oraz bialek [4]. Najczesciej wyko-
rzystywanym w badaniach zrédtem wegla jest glukoza.
Maksymalna teoretyczna wydajno$¢ syntezy (obliczona
jako gramy wytworzonego ttuszczu/gramy zuzytego
substratu weglowego) wynosi dla tego zwiazku 33%,
a dla glicerolu 30% [6, 41]. Szacuje sie, ze produkcja
jednej tony tluszczu mikrobiologicznego wymaga okoto
5 ton substratu weglowego, ktérego koszt znaczaco
decyduje o optacalnosci ekonomicznej procesu [41, 51].
Dlatego w celu zastgpienia syntetycznych skfadnikéw,
jako zrédlo wegla wykorzystuje sie coraz powszechniej
produkty uboczne z réznych galezi przemystu, takie
jak melasa, serwatka, hydrolizaty skrobi, frakcja glice-
rynowa, odpady celulozowe oraz n-alakany [26, 30].
Easterling i wsp. [17] prowadzili hodowle drozdzy Rho-
dotorula glutinis ATCC 204091 w podtozach zréznico-
wanych ze wzgledu na rodzaj zrédla wegla (glukoza,
ksyloza, glicerol, glukoza + ksyloza, glukoza + glicerol,
ksyloza + glicerol). Najwyzsza zawarto$¢ wewnatrzko-
morkowego tluszczu (34% w suchej substancji komor-
kowej) uzyskano w podlozu zawierajgcym mieszanine
glukozy i glicerolu.

Kolejnym niezbednym skladnikiem odzywczym,
ktéry musi znalez¢ si¢ w srodowisku jest azot. Podtoza
hodowlane najczedciej suplementuje si¢ w takie synte-
tyczne zrodla tego pierwiastka jak siarczan amonu, chlo-
rek amonu, asparaginian, glutaminian, winian amonu
i ekstrakt drozdzowy. Coraz cze¢sciej w tym celu stosuje
sie takze odpady przemystu spozywczego, np. namok
kukurydziany, odpadowe wody z produkcji glutami-
nianu sodu oraz ziemniaczana woda sokowa powstajaca
podczas wytwarzania krochmalu [10, 26, 51, 54]. Rodzaj
zastosowanego zrodta azotu w podlozu hodowlanym ma
wplyw na calkowita zawartos¢ ttuszczu w komorkach
drozdzy. Evans i Ratledge [19] zaobserwowali, ze dla
olejogennego szczepu drozdzy Rhodosporidium toru-
loides CBS 14 zawarto$¢ wewnatrzkomoérkowych lipi-
dow wzrosta z 18¢/100g_, gdy zastosowano NH,Cl,
do50g/100g, , gdy uzyto kwasu glutaminowego w tym
samym stezeniu jako Zrédta azotu.

W fazie logarytmicznego wzrostu azot wykorzysty-
wany jest przez drobnoustroje do syntezy aminokwa-
sow, bialek oraz kwaséw nukleinowych [6, 41] Wobec
tego, gdy w $rodowisku zostanie wyczerpana pula

369

zwigzkow azotowych, zahamowana zostanie prolifera-
cja komorek. W przypadku organizméw olejogennych
deficyt ten prowadzi do ciagu reakcji biochemicznych
(rozdz. 3.1), wynikiem ktorych jest wzmozona synteza
i akumulacja tluszczu [35].

W celu zintensyfikowania wytwarzania tluszczu
przez olejogenne szczepy drozdzy na drodze de novo
nalezy ustali¢ odpowiedni stosunek molowy C/N
w podlozu hodowlanym. Zwigkszanie jego wartosci do
odpowiedniego poziomu, zaleznego od szczepu powo-
duje wzrost zawartosci lipidow w biomasie i jednoczes-
nie skutkuje zmniejszeniem tempa wzrostu. Poczat-
kowy stosunek C/N nie powinien jednak przekroczy¢
wartosci umozliwiajgcej wytworzenie znacznych ilosci
biomasy komdrkowej w logarytmicznej fazie wzrostu
[1]. Ogolnie uznaje sie, ze proces gromadzenia tluszczu
indukowany jest stosunkiem C/N wyzszym niz 20. Jed-
nak w przypadku niektérych mikroorganizméw moze
on wynosi¢ nawet 70 i wiecej [36]. Dla olejogennych
drozdzy Lipomyces starkeyi, hodowanych w podlozu
syntetycznym zawierajacym glukoze jako zrédlo wegla
oraz siarczan amonu jako zrédlo azotu, najwyzsza
zawartos¢ lipidéw w biomasie wynoszaca 68 g/100 g,
uzyskano gdy poczatkowy stosunek C/N wynosit 150.
Podczas hodowli tych samych drozdzy w podiozu
o C/N =60 zawarto$¢ wewnatrzkomoérkowego ttuszczu
zmniejszyla sie do 40 g/100 g [5].

Pierwiastkiem niezbednym do wzrostu drozdzy jest
réwniez fosfor. W wiekszosci przypadkow jego stezenie
nie wplywa znaczaco na wytwarzanie thuszczu przez
drozdze, ale moze mie¢ wplyw na strukture kwasow
tluszczowych. Przykladowo lipidy wyekstrahowane
z biomasy drozdzy Candida utilis uzyskanej z podtoza
o ograniczonej zawartoéci fosforandw, charaktery-
zowaly si¢ zmienionym skltadem. W tym przypadku
komponenty fosfolipidowe w duzym stopniu zostaty
zastgpione przez reszty polarne, niezawierajace fos-
foru. Drozdze wymagaja do wzrostu roéwniez witamin
takich jak kwas pantotenowy, biotyna czy witamina B_.
Ich niedobor moze prowadzi¢ do zmian w ilo$ci oraz
sktadzie wytworzonych lipidow [43].

Na proces syntezy i akumulacji wewnatrzkomor-
kowych lipidéw ma wplyw takze obecnos¢ w podlozu
takich kationow jak Mg*, Zn**, Mn?*, Cu** i Ca**. Te
mikroelementy sg niezbedne dla wlasciwej aktywnosci
liazy ATP-cytrynianowej, kluczowego enzymu syntezy
kwasow tluszczowych na drodze de novo [11].

W celu zintensyfikowania biosyntezy tluszczu,
oprdcz ustalenia optymalnego sktadu podloza wazne jest
takze okreslenie odpowiedniej temperatury prowadze-
nia hodowli, pH $rodowiska oraz stopnia aeracji. Droz-
dze olejogenne wykazuja najwyzsza produktywnosé
w temperaturze nieco nizszej od optymalnej. W tych
warunkach obserwuje si¢ takze wzrost zawartosci nie-
nasyconych kwasow ttuszczowych [51]. Przyjmuje sie,
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ze temperatura prowadzenia hodowli powinna wynosi¢
25-30°C [1]. Amaretti i wsp. [4] prowadzili hodowle
psychrofilnych drozdzy Rhodotorula glacialis DBVPG
4785 stosujac rézne temperatury wzrostu: -3, 0, 5, 10,
15 oraz 20°C. Najwyzszg zawartos$cig wielonienasyco-
nych kwasow tluszczowych (PUFA) charakteryzowal
sie ttuszcz wyekstrahowany z biomasy drozdzy hodo-
wanych w temperaturze 0°C, a ich udzial wynosit 55,4%
(w/w). Wraz ze wzrostem temperatury prowadzenia
hodowli zawartos¢ PUFA zmniejszala si¢ do 40,6%
(w/w), natomiast zwiekszal si¢ procentowy udziat kwa-
séw nasyconych, z 18,6 do 36,9 % (w/w).

Optymalna wartos¢ pH podloza hodowlanego
miesci sie w przedziale 4-8 i zalezy od rodzaju mikro-
organizmu oraz zastosowanego zrodia wegla [18].
Johnson i wsp. [25] badali wplyw poczatkowej kwaso-
wosci czynnej podloza na wydajno$¢ syntezy lipidow
przez olejegonne drozdze R. glutinis IIP-30. Najwyzsza
zawarto$¢ tluszczu, wynoszacg 66% w przeliczeniu na
suchg substancje, uzyskano w podtozu o pH 4,0, nato-
miast przy pH 3,0, 5,0 i 6,0 wynosita ona odpowiednio
12, 48 oraz 44%. Nie stwierdzono znaczacych zmian
w sktadzie kwaséw tluszczowych w zakresie badanych
wartosci kwasowosci czynnych.

Stopien napowietrzania hodowli jest réwniez waz-
nym czynnikiem, warunkujgcym zaréwno wzrost droz-
dzy jak réwniez catkowita zawartos¢ thuszczu w komor-
kach oraz jego sklad. W warunkach ograniczonego
dostepu tlenu wzrasta ilo$¢ nasyconych kwasow tlusz-
czowych, zmniejsza si¢ natomiast zawarto$¢ kwasow
nienasyconych, fosfolipidéw i steroli [51]. Prowadzenie
hodowli drozdzy olejogennych wymaga réowniez usta-
lenia optymalnego czasu jej trwania. Odkladanie thusz-
czu w cialkach lipidowych rozpoczyna sie pod koniec
wykladniczej fazy wzrostu i przebiega najintensywniej
w fazie stacjonarnej [18].

5. Proby doskonalenia genetycznego
drozdzy olejogennych

Zwickszenie wydajnosci biosyntezy wewnatrzko-
morkowego tluszczu oraz zmiana jego skiadu jakos-
ciowego jest mozliwa nie tylko na drodze optymalizacji
skladu podloza oraz warunkéw hodowli, a takze poprzez
zastosowanie najnowszych technik inzynierii genetycz-
nej [9]. Ykema i wsp. [55, 56] na drodze mutagenizacji
za pomocg promieniowania UV otrzymali szes¢ aukso-
troficznych mutantéw drozdzy Apiotrichum curvatum.
Analiza jako$ciowa tluszczu wyizolowanego z biomasy
mutantéw wykazala, ze rdznil sie on zawartoscig nasyco-
nych kwasow ttuszczowych (27 do 86% SFA) w stosunku
do szczepu dzikiego (44% SFA). W toku dalszych badan
wybrano jednego mutanta zdolnego do biosyntezy ttusz-
czu o skladzie zblizonym do masta kakaowego.
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Beopoulos i wsp. [8] prowadzili badania nad zwiek-
szeniem biosyntezy wewngtrzkomoérkowego tluszczu
w komorkach drozdzy Y. lipolytica przez inaktywacje
genu GUT2 kodujacego wytwarzanie dehydrogenazy
3-fosfoglicerolowej, katalizujgcej przemiang 3-fosfo-
glicerolu do fosfodihydroksyacetonu. Mutant charak-
teryzowal sie trzykrotnie wieksza zawartoscig ttuszczu
w biomasie w pordwnaniu ze szczepem rodzicielskim,
jednak od konca logarytmicznej fazy wzrostu odno-
towano zmniejszenie jego zawartosci spowodowane
postepujacym procesem P-oksydacji. Dlatego tez doko-
nano dodatkowo delecji genéw POX1, POX2, POX3,
POX4, POX5 oraz POX6 (kodujacych wytwarzanie
izoenzymow oksydazy acylo-koenzymu A, katalizuja-
cych pierwszy etap B-oksydacji) co doprowadzito do
4-krotnego wzrostu zawarto$ci wewnatrzkomorkowego
tluszczu (41,9 g/100 g ) w poréwnaniu do szczepu dzi-
kiego po 24 godzinach hodowli (12,8 g/100g_ ).

Inne badania [57] prowadzone z uzyciem droz-
dzy Y. lipolytica dotyczyly wprowadzenia do komoérek
genu kodujacego wytwarzanie liazy ATP-cytrynianowej
(ACL), kluczowego enzymu syntezy kwasow ttuszczo-
wych metodg de novo (rozdzial 3.1). Aby zwigkszy¢ ilos¢
acetylo-CoA do komorek drozdzy wprowadzono na
wektorze gen syntezy ACL pochodzacy z Mus muscu-
lus. Zawarto$¢ ttuszczu zwigkszylta si¢ z 7,3¢/100 g,
dla szczepu rodzicielskiego do 11-23g/100g , dla
komorek transformowanych. Stwierdzono, ze nad-
ekspresja genu syntezy ACL nie miala wplywu na sktad
jakosciowy kwasow ttuszczowych.

Tai i Stephanopoulos [49] badali wptyw nadekspre-
sji genow odpowiedzialnych za synteze acylotransfe-
razy diacyloglicerolowej (DGA1) oraz karboksylazy
acetylo-CoA (ACC1). Geny te zostaly wprowadzone
do komorek drozdzy Y. lipolytica na plazmidach. Po
100-godzinnej hodowli drozdzy transformowanych
genem ACCI otrzymano 17,9 g tluszczu w suchej sub-
stancji komorkowej, co dalo ponad 2-krotny wzrost
wzgledem proby kontrolnej - niemodyfikowane;.
Komorki Y. lipolytica wykazujace nadekspresje acylo-
transferazy diacyloglicerolowej zawieraly natomiast
ponad 4-krotnie wiecej tluszczu (33,8 g/100g ) niz
drozdze niemodyfikowane. W kolejnej czesci badan
autorzy zastosowali konstrukt genowy zawierajacy
zaré6wno gen syntezy DGAL1 jak i ACCl, w wyniku
czego w suchej substancji komdrkowej znajdowalo si¢
41,4% ttuszczu.

6. Ekstrakcja tluszczu z komorek drozdzy

Wydajna ekstrakcja wewnatrzkomoérkowego ttusz-
czu stanowi bardzo wazne zagadnienie, niestety pro-
ces ten nie przebiega nigdy z wydajnosciag wynoszaca
100%. Spowodowane jest to obecnoscia grubej $ciany
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komorkowej, ktora odporna jest na wiele rozpuszczal-
nikéw. Ponadto drozdze moga wytwarzaé lipazy, ktdre
przechodzac do ekstraktu zmniejszajg jego stabilnos¢.
W komorkach drozdzy olejogennych tluszcz akumu-
lowany jest w cialkach lipidowych, w ktérych moga
znajdowac si¢ takze inne zwiazki lipofilne. Substancje
te s3 trudne do usuniecia podczas procesu oczyszczania
lipidéw. Z tych powoddéw metody ekstrakcji ttuszczu
z biomasy drozdzy sa zlozone [1].

W celu dezintegracji $ciany komoérkowej drozdzy
stosuje sie zamrazanie lub ogrzewanie, hydrolize¢ che-
miczng lub enzymatyczna. Jako rozpuszczalnikéw orga-
nicznych w procesie ekstrakcji uzywa si¢ powszechnie
eter naftowy, chloroform, metanol lub mieszaniny chlo-
roformu z metanolem w stosunku objetosciowym 1:1
lub 2:1 [1]. Powszechnie stosowanymi metodami eks-
trakcji ttuszczu z komorek drozdzy s metody Soxletha,
Folcha oraz Bligh and Dyer [10, 46].

7. Mozliwosci przemyslowego zastosowania
tluszczu mikrobiologicznego

W poréwnaniu do olejéow roslinnych czy tluszczéw
zwierzecych, produkcja SCO wykazuje wiele zalet. Jest
niezalezna od warunkéw pogodowych, pory roku,
polozenia geograficznego i nie wymaga wykorzystania
gruntéw rolnych oraz wody do nawadniania. Drobno-
ustroje wykazuja szybkie tempo wzrostu, co znacznie
skraca cykl produkcji. Mozliwe jest takze wykorzysta-
nie, jako sktadnikéw podtozy produktéw odpadowych
z roznych galezi przemystu [45]. Przeszkode w prze-
mystowej produkcji SCO stanowi natomiast stosun-
kowo niska wydajno$¢ ttuszczu mikrobiologicznego
w odniesieniu do jednostki objetosci podtoza hodow-
lanego. Najwiecej mozliwosci zastosowania w réznych
dziedzinach gospodarki majg lipidy otrzymywane z bio-
masy plesni oraz drozdzy [37].

Pierwsza przemystowa produkcja SCO odbywala sie
w latach 1985-1990 w Wielkiej Brytanii. Olej mikro-
biologiczny otrzymywany byt z biomasy plesni Mucor
circinelloides i charakteryzowal si¢ wysoka zawartoscia
niezbednych nienasyconych kwaséw tluszczowych,
zwlaszcza kwasu y-linolenowego, ktérego zawar-
to$¢ wynosila ok. 18%. Stosowany byl wowczas, jako
naturalna alternatywa drogiego oleju z wiesiotka [39].
W chwili obecnej na rynku europejskim dopuszczony
jest do obrotu olej o wysokiej zawarto$ci kwasu arachi-
donowego, otrzymywany z biomasy ple$ni Mortierella
alpina z przeznaczeniem do stosowania w preparatach
zywienia niemowlat i wcze$niakéw [15]. Olej bogaty
w ARA (ok. 43%) produkowany jest przez Suntory
Limited w Japonii pod nazwg SUNTGA40S oraz przez
Cargill Alking Bioengineering (Wuhan) Co., Ltd.
w Chinach pod nazwg handlowa CABIO oil. W Sta-
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nach Zjednoczonych w sprzedazy znajduje si¢ takze
tluszcz mikrobiologiczny otrzymywany z biomasy glo-
néw Schizochytrium sp., o wysokiej zawartosci kwasu
dokozaheksaenowego (ok. 41%) [39].

Z uwagi na wysokie koszty procesu, najbardziej eko-
nomiczne jest zastosowanie drozdzy do otrzymywania
substytutow szlachetnych tluszczéw np. masta kakao-
wego, ktore jest powszechnie stosowane w przemysle
spozywczym, przede wszystkim w procesie wytwarzania
czekolady oraz w branzy kosmetycznej, jako sktadnik
nawilzajacy oraz natluszczajacy. Jego cena ulega nie-
ustannym wahaniom, ktdre s spowodowane przez ataki
szkodnikéw oraz grzybice niszczace plantacje kakaowca.
Rozwigzaniem tego problemu moglaby si¢ sta¢ pro-
dukeja ttuszczu mikrobiologicznego o cechach masta
kakaowego [36]. Ykema i wsp. [55] zastosowali w tym
celu auksotroficznego mutanta drozdzy Apiotrichum
curvatum Ufa25. Hodowle prowadzono w bioreaktorze
stosujac, jako podloze odpadowa serwatke wzbogacong
w olej rzepakowy, bedacy zrodtem kwasu oleinowego.
Po 120 godzinach prowadzenia procesu uzyskano sred-
nio 6 g lipidéw/litr podltoza. Otrzymany tluszcz charak-
teryzowat si¢ sktadem zblizonym do masta kakaowego
i zawierat 40% (w/w) kwasu stearynowego, 25% (w/w)
kwasu palmitynowego, 20% (w/w) kwasu oleinowego
oraz 10% (w/w) kwasu linolowego. Zastosowanie ser-
watki, jako podloza hodowlanego, dodatkowo czynito
proces bardziej optacalnym ekonomicznie.

Wiele opracowan naukowych [17, 32, 41] skupia sie
nad potencjalnym wykorzystaniem ttuszczu mikrobio-
logicznego, jako substratu do produkcji biodiesla tzw.
III generacji. W 2008 roku Ratledge i Cohen [41] przed-
stawili wyliczenia dotyczace ekonomicznej optacalnosci
takiego przedsiewziecia. Przy zalozeniu, ze wytworze-
nie 1 tony oleju mikrobiologicznego wymaga dostar-
czenia 5 ton glukozy, szacunkowy koszt wynosit okoto
3000 $ za tone ttuszczu. Cena powszechnie uzywanego
do produkcji biodiesla oleju rzepakowego ksztalto-
wala sie na poziomie okoto 1500 $/tone. Na podstawie
danych opublikowanych przez Departament Rolnictwa
USA dotyczacych cen glukozy oraz oleju rzepakowego
w 2013 roku [12, 48] mozna obliczy¢, ze w chwili obec-
nej przyblizony koszt wyprodukowania tony tluszczu
przez drozdze wynosi ok. 3400 $. Cena oleju rzepa-
kowego ksztaltuje si¢ na poziomie okoto 1300 $/tone,
z czego wynika, Ze aktualnie thuszcz mikrobiologiczny
jest zbyt drogg alternatywg dla tradycyjnie stosowanych
substratow pochodzenia roélinnego.

8. Podsumowanie
W ciggu ostatnich lat zainteresowanie naukowcow

mikrobiologiczng syntezg tluszczu wzrosto. Poznano
drogi biochemiczne syntezy lipidow w komoérkach
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drozdzy, przeprowadzonych zostalo rowniez wiele
badan dotyczacych optymalizacji warunkéw hodowli
i sktadu podloza hodowlanego do wydajnej biosyntezy
oraz zastosowano modyfikacje genetyczne w celu jej
zwiekszenia. Tluszcze wytwarzanie przez drozdze maja
wiele potencjalnych zastosowan. Gtéwna zaleta wytwa-
rzania SCO jest jej niezalezno$¢ od klimatu, natomiast
wysoka cena ogranicza stosowanie proceséw mikrobio-
logicznej syntezy tluszczu do wytwarzania produktow
szlachetnych takich jak substytuty masta kakaowego
czy preparaty kwasow nienasyconych z przeznaczeniem
uzupetnienia ich niedoboréw w diecie ludzi i zwierzat.
W zwiazku z tym, dalsze badania w tym kierunku beda
dotyczyly obnizenia catkowitych kosztéw produkcji
SCO, np. przez wykorzystanie przemystowych produk-
tow odpadowych, jako sktadnikéw podltozy hodowla-
nych, czy tez modyfikacje genetyczne drozdzy w celu
zwigkszenia biosyntezy.
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