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Sposéb wytwarzania oleju mikrobiologicznego

z hodowli mikroorganizméw olejogennych

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania oleju mikrobiologicznego z
hodowli mikroorganizméw olejogennych. Wynalazek znajduje zastosowanie w
przemys$le rolno-spozywczym i dotyczy solanek czyli roztworow chlorku sodu i niekiedy
takze innych soli nieorganicznych, wykorzystywanych w procesach technologicznych
w szczegdlnosci w zaktadach przetworstwa ryb, zaktadach miesnych, mleczarskich i
innych z branzy spozywczej, w tym w sposdb szczegdiny do otrzymywania produktdw
rybnych w czasie solankowania ryb.

Znany stan techniki stanowig dokumenty literaturowe przedstawione ponizej.
Drozdze olejogenne wykazujg zdolno$¢ do magazynowania ttuszczu w komérkach w
postaci triacylogliceroli, ktora jest wtdérng aktywnoscig anaboliczng komérek. Ttuszcze
zapasowe w komoérkach drobnoustrojéw syntezowane w ilosci minimum 20% suchej
masy nazywamy olejem mikrobiologicznym. Biosynteza ttuszczéw zachodzi, gdy w
podtozu hodowlanym zostang wyczerpane sktadniki odzywcze. Co istotne, istniejg
doniesienia, ze drobnoustroje olejogenne m.in. z rodzajow Cryptococcus, Candida,
Lipomyces, Rhodotorula i Yarrowia sg zdolne do kumulowania lipidow takze w
podtozach z odpadowymi zrodtami wegla takimi jak glicerol, melasa, serwatka, oleje
posmazalnicze i inne oleje odpadowe [European Journal of Lipid Science and
Technology 2011, 113, 1031-1051]. Przyktadowo, modelowy gatunek drozdzy
olejogennych - Y. lipolytica hodowano w podtozu zawierajgcym odpadowy olej po
wedzeniu ryb jako zrodto wegla, obserwujac ich intensywny wzrost przy jednoczesne;
kumulacji lipidéw w ilosci do 22,7% (m/m) [Foods 2021, 10(2), 436-451]. W publikacii
Bioresource Technology, 207, 245, 274-282 opisano mozliwos¢ zastosowania
odbiatczonej serwatki po procesie tworzenia skrzepu serowego w hodowli drozdzy
Cryptococcus curvatus ATCC 20509, tgcznie z hydrolizatem moszczu otrzymanym z
frakcjonowanego wina. Tak hodowane drozdze kumulowaty 49,6% (m/m) oleju
mikrobiologicznego. Z danych literaturowych mozna pozyskac wiele innych podobnych
przyktaddéw [British Biotechnology Journal 2014, 4(4), 418-481]. Proces syntezy
metabolitdw oraz ilo$¢ uzyskanej biomasy w hodowli drobnoustrojow zalezy od rodzaju
oraz dostepnosci zrédta wegla oraz azotu w podtozu hodowlanym. W publikacji
[Postepy Techniki Przetwérstwa Spozywczego 2014, 2, 28-33] opisano

doswiadczenia, w ktorych zastosowano produkty odpadowe z przemystu rybnego w
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ilosci 2%, takie jak odpadowe oleje po wedzeniu ryb i szlam oraz solanke, jako zrédto
wegla i sktadnikow odzywczych w hodowli drozdzy Y. lipolytica. Dodatkowo podtoza
wzbogacane byty ekstraktem drozdzowym oraz peptonem, ktore stanowity zrodio
azotu, mikroelementdéw oraz makroelementéw. Wykazano wzrost drozdzy we
wszystkich hodowlach, natomiast najwiekszg liczbg komorek charakteryzowaty sie
podtoza z odpadowymi olejami po wedzeniu ryb. Najnizszy plon uzyskano w hodowli
z solankg 6,75 g s.s./dm3, co $wiadczy o tym, ze solanka nie stanowi zrodta wegla, a
wzrost drozdzy w tym podtozu byt mozliwy dzieki obecnosci peptonu oraz ekstraktu
drozdzowego. Co wazne, niektdre mikroorganizmy, w tym bakterie halofilne czy np.
drozdze z gatunku Y. lipolytica tolerujg do$¢ wysokie zasolenie w podiozu
hodowlanym, wspomniany gatunek drozdzy nawet do kilkunastu procent [Critical
Reviews in Microbiology 2014, 40(3), 187-206]. Opisane zostaty metody detoksykaciji
z fenolu plynnych odpaddw przemystu chemicznego przez bakterie halofilne,
w ktérych stezenie soli wynosito 15% [Water Environmental Research 1994, 66, 230-
235]. Odpadowa solanka pochodzaca z przemystu rybnego zostata zaproponowana
jako wartosciowy ptynny nawoz dla roslin [Sustainability 2017, 9, 1062-1088]. W
doniesieniu [Frontiers in Microbiology March 2019 v.10, art. 547, doi:
10.3389/fmicb.2019.00547] znajduje sie opis eksperymentu, w ktérym uzyskano
biomase drozdzy Y. lipolytica o zawartosci 21% lipidow w suchej masie, ktoérg
hodowano w podtozu przygotowanym na bazie 3,6% roztworu chlorku sodu
imitujgcego wode morskiej. Opisano takze mozliwos¢ wzrostu komorek z rodzaju
Yarrowia w podiozu zawierajacym wode odpadowg po myciu tusz tunczyka przy
jednoczesnej syntezie lipiddw wewnagtrzkomorkowych w ilosci 300 mg/g s.s.
[Environmental Science and Pollution Research 2020, 25, 1545-1554].
Zagospodarowanie i/lub utylizacja solanki odpadowej stanowi istotny problem
w stanie techniki. Produkty uboczne przemystu spozywczego, w tym przemystu
rybnego, w procesie technologicznym sg odrzucane i nie sg przeznaczone do
spozycia, dlatego nie mozna nazywac ich zywnoscig. Resztki ryb jak skrawki skor,
osci, gtowy i ogony znajdujg zastosowanie w produkcji m.in. pasz (kiszonek i maczek
rybnych) lub biogazu. Mimo to nadal znaczna cze$¢ odpaddw przemystu rybnego nie
jest wykorzystana w procesach przetwérczych, stanowigc odpad konieczny do
utylizaciji [Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jakos¢ 2018, 1(114), 5-16]. Do ucigzliwych
odpaddw =zalicza sie takze solanke, dla ktdérej najwiekszym wyzwaniem w

oczyszczaniu stanowig chlorki (m.in. NaCl), poniewaz ich usuwanie na drodze osmozy
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lub odparowania jest nieekonomiczne [Postepy Techniki Przetworstwa Spozywczego
2010, 1, 9-11]. W dotychczasowym stanie techniki nieznane sg doniesienia
wskazujgce na zastosowanie solanki z przemystu spozywczego w przygotowaniu
podtozy mikrobiologicznych dla hodowli, ktérych celem miataby by¢ synteza ttuszczdw
zapasowych i w ktérych udziat solanki mogtby zastgpi¢ w czesci strumien wody
wodociggowej niezbednej do przygotowania pozywki.

Celem niniejszego wynalazku byto opracowanie metody ponownego
wykorzystania strumienia sciekdw poprodukcyjnych w postaci odpadowej solanki, jak
rowniez zmniejszenia ilosci zuzywanej wody w innym procesie. Kolejnym celem
wedtug wynalazku byto wytworzenie oleju mikrobiologicznego, ktory moze znalez¢
zastosowanie w zywieniu zwierzat, ludzi lub jako substrat w produkcji paliwa typu
biodiesel. Utylizacja odpaddw przemystowych z uzyciem mikroorganizmow jest
obiecujgcg metodg, poniewaz oprécz zagospodarowania odpadéow w hodowli
drobnoustrojéw pozyskuje sie jednoczenie ich cenne metabolity, czesto
wykorzystywane w przemysle spozywczym m.in. enzymy, sktadniki odzywcze oraz
dodatki funkcjonalne do zywnoéci. Celem wynalazku byto réwniez zredukowanie
wykorzystania wody wodociggowej w celach hodowlanych drozdzy nawet do 70%.

Nieoczekiwanie wyze] wymienione problemy techniczne zostaty rozwigzanie
dzieki niniejszemu wynalazkowi.

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania oleju mikrobiologicznego z
hodowli mikroorganizmdéw olejogennych charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje
nastepujgce etapy:

a) przygotowuje sie podioze inokulacyjne zawierajgce glukoze, pepton i
ekstrakt drozdzowy z gatunku Y. lipolytica i prowadzi sie hodowle
wytrzasang w czasie od 16 do 24 godzin,

b) przygotowuje sie poditoze wilasciwe zawierajgce solanke odpadowa,
lipidowe zrédto wegla, nieorganiczne sole mineralne i emulgator,

c) podioze z etapu b) zaszczepia sie hodowlg inokulacyjng z etapu a) w ilosci
1,5 cm3, a nastepnie prowadzi sie hodowle wtasciwg w bioreaktorze w
zakresie temperatur 26-30°C, a korzystnie w 28°C, mieszajgc zawartosc
bioreaktora, przy czym w trakcie mieszania hodowle natlenia sie sprezonym
powietrzem z szybkoscig napowietrzania 1,0-2,0 dm®min/dms3, przy czym
natlenianie kontroluje sie za pomocg elektrody tlenowej i reguluje sie za

pomocg zmiennych obrotdw mieszadia w zakresie 200-600 rpm tak, aby



10

15

20

25

30

poziom nasycenia tlenem podtoza wynosit co naimniej 30% w stosunku do
poczatkowego poziomu natlenienia,

d) hodowle z etapu c) prowadzi w fazie stacjonarnej wzrostu, po czym biomase
drozdzy oddziela sie od ptynu pohodowlanego poprzez odwirowanie,

e) biomase drozdzy z etapu d) przemywa sie co najmniej dwukrotnie
roztworem soli fizjologicznej o objetosci réwnej potowie ptynu
pohodowlanego, a nastepnie odwirowuje sie osad biomasy,

f) biomase z etapu e) poddaje sie procesowi suszenia w czasie 16-24 h,

g) suchg biomase z etapu f) rozciera sie z piaskiem, a nastepnie prowadzi sie
jej ekstrakcje rozpuszczalnikowg z wykorzystaniem niepolarnego
rozpuszczalnika, po czym oddestylowuje sie rozpuszczalnik.

Korzystnie, sposdb charakteryzuje sie tym, ze podtoze inokulacyjne zawiera
glukoze w ilosci 20 g/dm?®, pepton w ilosci 20 g/dm? i ekstrakt drozdzowy z gatunku Y.
lipolytica w ilosci 10 g/dm?.

Korzystnie, sposéb charakteryzuje sie tym, ze lipidowe zrodio wegla stanowi
posmazalniczy olej rzepakowy w ilosci 50 g/dm?.

Korzystnie, sposdb charakteryzuje sie tym, ze nieorganiczne sole mineralne
stanowig (NH4)2SO04 w ilosci 2,5 g/dm®, KH2POa4 w ilosci 7,0 g/dm3, NazHPO4 w ilosci
2,5 g/dm3, MgSOa w ilosci 1,5 g/dm3, CaClz w ilosci 0,15 g/dm3, FeSO4 x H20 w ilosci
0,16 g/dm?3, ZnSO4 w ilosci 0,02 g/dm3 i MnCl2 x 4 H20 w ilosci 0,08 g/dms3.

Korzystnie, sposdb charakteryzuje sie tym, ze emulgator stanowi Tween 80 w
ilosci 0,75 g/dm?.

Korzystnie, sposob charakteryzuje sie tym, ze do hodowli mikroorganizmow
olejogennych wykorzystuje sie solanke odpadowa o stezeniu chlorku sodu 2,5-35,0%.

Korzystnie, sposéb charakteryzuje sie tym, ze stezenie chlorku sodu w
koricowym podtozu hodowlanym wynosi 0,1-20,0%.

Korzystnie, sposdb charakteryzuje sie tym, ze ekstrakcje prowadzi sie w czasie
nie krétszym niz 1,5 h.

Korzystnie, sposob charakteryzuje sie tym, ze solanka odpadowa posiada pH
w zakresie od 5,0 - 8,0.

Korzystnie, sposdb charakteryzuje sie tym, ze solanka odpadowa posiada

korzystnie pH 6,4.
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Szczegollnie korzystnym jest zastgpienie czesSci wody niezbednej do
przygotowania podiozy hodowlanych solankg odpadowsg, ktdra stanowi ucigzliwe
$cieki generowane przez zaktad przemystowy. Tym samym strumien sciekbw moze
zostaé zawrdcony i ponownie wykorzystany w innym procesie — hodowli
mikroorganizmow, podczas ktorego syntezowany jest warto$ciowy produkt - olej
mikrobiologiczny. Rozwigzanie ogranicza zuzycie wody, wpisujac sie jednoczesnie

w idee gospodarki o obiegu zamknietym (ang. circular economy).

Przyktad 1
Hodowle prowadzono w bioreaktorze laboratoryjnym dzikich, niemodyfikowanych
drozdzy Y. lipolytica w podtozach, w ktérych czes¢ wody niezbednej do przygotowania

podioza zastgpiono solankg odpadowa pochodzacy z zaktaddw przetwdrstwa ryb.

Sposdb  produkcji  biomasy drozdzy olejogennych bogatej w ttuszcze
wewnatrzkomorkowe:

Hodowle inokulacyjng drozdzy olejogennych z gatunku Y. lipolytica, tolerujgcych
wysokie zasolenie podtoza, przygotowuje sie w podtozu YPG (Y-ang. yeast extract
(ekstrakt drozdzowy)/P-pepton/G-glukoza) zawierajgcym 20 g/dm? glukozy, 20 g/dm?3
peptonu i 10 g/dm? ekstraktu drozdzowego. Hodowle prowadzi sie w czasie 16-24 h
jako hodowle wytrzgsana.

Podioze whasciwe do pozyskiwania biomasy drozdzy przygotowuje sie na bazie solanki
odpadowej pochodzacej z zaktadu produkcyjnego, ktérg miesza sie z wodg
najkorzystniej w stosunku objetosciowym 7:3. Solanka odpadowa charakteryzuje sie
pH w zakresie od 5,0 - 8,0, niskg zawartosciag ttuszczéw (3,0 % m/o; %m/o — procent
wagowo-objetosciowy) oraz wysokg zawartoscig chlorku sodu (17,6 % m/o), przy czym
solanka odpadowa moze zawiera¢ chlorek sodu o stezeniu 2,5-35,0%. Do
rozcienczonej solanki odpadowej w ilosci 1 dm® dodaje sie lipidowe zrodio wegla
w postaci posmazalniczego oleju rzepakowego w ilosci 50 g/dm3, a nastepnie dodaje
sie nieorganiczne sole mineralne takie jak: (NH4)2S04 2,5 g/dm3, KH2PO4 7,0 g/dm3,
Na2HPO4 2,5 g/dm3, MgSQO4 1,5 g/dm3, CaClz 0,15 g/dm3, FeSO4 x H20 0,16 g/dm?,
ZnS04 0,02 g/dm® i MnClz2 x 4 H20 0,08 g/dm?, a nastepnie dodaje sie emulgator
Tween 80 w ilosci 0,75 g/dm®. Podtoze przygotowane z wykorzystaniem solanki o pH

6,4 cechowata zawartos¢ chlorku sodu rowna 5,7% m/o oraz pH 5,5, przy czym
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stezenie chlorku sodu w koncowym podtozu hodowlanym moze wynosic¢ 0,1-20,0% w
zaleznos$ci od zawartosci tej soli w wyjsciowej solance.

Podtoze wiasciwe szczepi sie roztworem hodowli inokulacyjnej w ilosci 1,5 cm?.
Hodowle okresowg prowadzi sie w bioreaktorze w objetosci roboczej podtoza 4 dm?3 w
temperaturze 26-30°C, korzystnie w 28°C przy obrotach mieszadta promieniowego z
6 topatkami. W trakcie mieszania hodowle natlenia sie sprezonym powietrzem, a
szybkos$¢ napowietrzania podtoza wynosi 1,0—2,0 dm3min/dm3. Natlenianie kontroluje
sie za pomoca elektrody tlenowej (pomiar odbywa sie w czasie rzeczywistym w trakcie
trwania catej hodowli) i reguluje sie za pomocg zmiennych obrotéw mieszadta w
zakresie 200-600 rpm tak, aby poziom nasycenia tlenem podtoza nie spadt w czasie
hodowli ponizej 30% w stosunku do poczatkowego poziomu natlenienia. W kolejnym
etapie hodowle przerywa sie w fazie stacjonarnej wzrostu, najkorzystniej miedzy 60 a
70 h hodowli, a biomase drozdzy oddziela sie od ptynu pohodowlanego w wirdwce

szybkoobrotowej w czasie 10 minut przy 8000 rpm.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki dotyczgce zmian plonu biomasy w czasie hodowli
oraz zawarto$ci ttuszczéw wewnagtrzkomoérkowych w odniesieniu do 1 grama suchej
substancji. Najwyzszy plon biomasy drozdzy uzyskano w fazie wzrostu stacjonarnego
po 48 h hodowli (13,44 g s.s./dm?3), za$ najwyzszg zawartoscig ttuszczédw cechowata
sie biomasa pochodzaca z 64 h hodowli (34% w suchej masie komérki). W wyniku
hodowli zaoszczedzono 30% wody niezbednej do przygotowania podioza
hodowlanego, zastepujac jg odpadowa solankg, uzyskujgc biomase komérek drozdzy

o wysokiej zawartosci oleju mikrobiologicznego.

Tabela 1. Plon biomasy drozdzy z gatunku Y. lipolytica oraz zawarto$¢ ttuszczéw
wewnatrzkomorkowych w czasie hodowli okresowej w podtozu zawierajgcym 30%

solanki odpadowe;j.

Faza wzrostu  Godzina Plon biomasy Zawartosc tluszczow
komodrek hodowli drozdzy wewnatrzkomorkowych
drozdzy [h] [g s.s./dm3] [g/9gs.s.]

Faza wzrostu 16 1,89 n-a.

logarytmicznego 20 1,89 n.a.
24 4,44 n.a.

Faza 40 8,33 0.26
stacjonarna 48 13,44 0.24

wzrostu 64 11,56 0.34
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n.a. — nie analizowano

Przyktad 2

Otrzymywanie oleju mikrobiologicznego z namnozonej biomasy:

Biomase otrzymang wedtug sposobu opisanego w przyktadzie 1 przemywa sie
dwukrotnie roztworem soli fizjologicznej w objetosci réwnej potowie ptynu
pohodowlanego i ponownie wiruje w czasie 10 minut przy 10 000 rpm. Tak otrzymang
biomase poddaje sie procesowi suszenia w temperaturze 90°C w czasie 16-24 h do
momentu osiggniecia suchej masy, a nastepnie suchg biomase komorek w ilosci od
10 do 50 g rozciera sie z piaskiem i umieszcza w gilzie z bibuty filtracyjnej. Olej
ekstrahuje sie metoda tugowania w aparacie Soxhleta, przy czym jako rozpuszczalnik
stosuje sie heksan, przy czym na jednorazowa porcje o masie 35-40 g mokrej biomasy
wykorzystuje sie rozpuszczalnik w ilosci 150 cm?®. Proces ekstrakcji prowadzi sie
przynajmniej 1,5 h. Po etapie ekstrakcji olej mikrobiologiczny oddziela sie od
rozpuszczalnika metodg destylacji pod obnizonym cisnieniem w wyparce prozniowej.
W kolejnym etapie otrzymane lipidy poddawane sg hydrolizie, a uwolnione wolne
kwasy ttuszczowe poddaje sie derywatyzacji do estrow metylowych przy uzyciu 1 M
metanolanu sodu oraz 14-procentowego BFs w metanolu i analizuje sie technikg
chromatografii gazowej. Stosowana jest kolumna kapilarna o dtugosci 30 m, $rednicy
wewnetrznej 0,25 mm i grubosci filmu fazy stacjonarnej 0,25 um. Jako gaz nosny
stosowany jest hel. Przeptyw gazu no$nego wynosi 1,2 cm®/min. Poszczegodlne kwasy
ttuszczowe identyfikuje sie na podstawie czasdw retencji, poréwnujac je z kwasami
WZOorcowymi.

W tabeli 2 przedstawiono skiad kwaséw ttuszczowych lipidow
wewnatrzkomdrkowych wyekstrahowanych z komérek drozdzy Y. lipolytica
namnazanych w sposob opisany w przyktadzie 1 w podtozu, w ktérym 30% wody
zastgpiono solankg odpadowa. Olej mikrobiologiczny byt bogaty w jednonienasycony
kwas oleinowy (58,13%), zawierat takze wielonienasycone kwasy linolowy i linolenowy

(sumarycznie 16,25%).

Tabela 2. Sktad kwasdéw tuszczowych zawartych w oleju mikrobiologicznym
ekstrahowanym z komorek drozdzy Y. lipolytica namnozonych w podtozu z odpadowag
solankg [zawarto$é procentowa w stosunku do zawarto$ci wszystkich kwasow

ttuszczowych, %].



Kwas ttuszczowy

Zawarto$¢ kwasow

w oleju
mikrobiologicznym
Symbol Nazwa Nazwa pozyskgnymy
systematyczna zwyczajowa |, podiozu z odpadowa
solankag
C14:0 tetradekanowy mirystynowy 0,41
C16:0 heksadekanowy palmitynowy 4,51
C18:0 oktadekanowy stearynowy 8,74
C18:1 oktadecenowy oleinowy 58,13
C18:2 oktadekadienowy linolowy 12,31
C18:3 oktadekatrienowy linolenowy 3,94
C20:0 eikozanowy arachidowy 2,76
C22:0 dokozanowy behenowy 2,76
Pozostate 6,44
MUFA (ang. monounsaturated fatty acids, 58.13
jednonienasycone kwasy ttuszczowe) ’
PUFA (ang. polyunsaturated fatty acids, 16,25

wielonienasycone kwasy tluszczowe)




