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WPLYW MODYFIKACJI POZYWKI NA BIOKATALITYCZNE
WELASCIWOSCI DROZDZY

Streszczenie

Drozdze stanowia bogate zrodlo enzyméw wykorzystywanych w procesach biotechnologicznych
przemystu spozywczego. Dziatanie enzymow polega na katalizowaniu reakcji chemicznych nie tylko
w organizmach zywych, ale takze i poza nimi, zatem drozdze moga réwniez spetnia¢ wazna rolg w synte-
zach chemicznych. Z punktu widzenia przetwarzania produktéw spozywczych szczegdlnie istotne sa
reakcje estryfikacji i hydrolizy estrow.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu skladu pozywki na aktywnos¢ katalityczng trzech gatunkow droz-
dzy Rhodotorula glutinis, Pichia jadinii i Saccharomyces cerevisiae, na przyktadzie reakcji modelowej, jaka
jest hydroliza laurynianu fenylu. Badane gatunki drozdzy, celem poréwnania, hodowano w standardowych
warunkach (podtoze YPD) oraz na pozywkach wzbogacanych w rézne zrodla azotu oraz wegla.

Najskuteczniejsze w hydrolizie estru, przy udziale w pozywce hodowlanej oliwy z oliwek, byly droz-
dze z gatunku Pichia jadinii, (ok. 50 % przereagowania laurynianu fenylu po 10 h, w poréwnaniu z 8 %
przereagowaniem przy standardowej pozywce YPD), natomiast gatunek Rhodotorula glutinis najskutecz-
niej hydrolizowatl badany ester podczas hodowli w obecno$ci mocznika (powyzej 50 % po 5 h w porow-
naniu z 8 % przy zastosowaniu YPD). W przypadku Saccharomyces cerevisiae, hodowanego w obecnosci
oliwy z oliwek, przereagowanie rzgdu 50 % osiagnigto dopiero po 40 h. Mozna zatem wnioskowac, ze
wlasciwe modyfikacje pozywki pozwalaja na stymulowanie lipolitycznych zdolnosci poszczegolnych
gatunkow drozdzy.

Stowa kluczowe: lipazy, Rhodotorula glutinis, Pichia jadinii, Saccharomyces cerevisiae, pozywka mikro-
biologiczna

Wprowadzenie

Drozdze wykorzystywane sa w biotechnologii i mikrobiologii zywnosci, zar6wno
w procesach fermentacyjnych, jak i w przeksztalcaniu i wzbogacaniu produktéw spo-
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zywczych. Stanowig one bogate zrodlo enzymoéw, sposroéd ktorych wazna grupa
o wszechstronnym zastosowaniu sa lipazy. Przemystowe wykorzystanie lipaz dotyczy
restrukturyzacji thuszczow, produkcji zwiazkéw smakowo-zapachowych, produktow
specjalnego przeznaczenia czy bioemulgatorow; ponadto odgrywaja one wazna rolg
jako selektywne katalizatory reakcji chemicznych, przede wszystkim hydrolizy i synte-
zy estrow [4, 5]. Handlowe lipazy pochodzenia mikrobiologicznego wydzielane sa np.
z takich drozdzy, jak Candida antarctica, Candida rugosa czy Candida cylindracea;
ciagle jednak poszukuje si¢ nowych mikroorganizmow zdolnych do produkeji lipaz.
Lipazy z drozdzy sa szczegolnie cenione w procesach biotechnologicznych, poniewaz
drozdze sa postrzegane przez konsumentow jako bezpieczne (znajduja si¢ na liScie
GRAS) [10]. Z danych literaturowych wynika, ze réwniez inne gatunki drozdzy np.
Rhodotorula glutinis [3], Geotrichum candidum [7], a takze Saccharomyces cerevisiae
[6, 8, 9] wytwarzaja pewne ilosci lipaz. Poszczegolne gatunki drozdzy charakteryzuja
si¢ r6zna zdolnoscia do biosyntezy lipaz, zard6wno pozakomorkowych, jak i wewnatrz-
komoérkowych; zalezy ona miedzy innymi od sktadu podtoza i warunkow, w ktérych
prowadzona jest hodowla.

Celem pracy byto okreslenie wplywu sktadu podtoza hodowlanego na aktywnos¢
hydrolityczna drozdzy Pichia jadinii i Rhodotorula glutinis, a nastgpnie dokonanie
porownania z wynikami drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae. Badania prze-
prowadzono na przykladzie reakcji modelowej, ktora byta hydroliza laurynianu fenylu.
Kwas laurynowy (dodekanowy) nalezy do kwasow ttuszczowych, zatem postep hydro-
lizy jego estréw jest $ci§le zwiazany z obecnoscia lipaz w §rodowisku reakcji.

Material i metody badan

Do badan uzyto drozdzy: Rhodotorula glutinis, Pichia jadinii i Saccharomyces
cerevisiae, pochodzacych z kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikro-
biologii Zywnosci SGGW w Warszawie oraz liofilizowanych drozdzy piekarskich
firmy Lesaffre. Material mikrobiologiczny przechowywano w temp. 4 °C, na skosach
YPD (2 % glukozy, 2 % peptonu, 1 % ekstraktu drozdzowego, pH = 5) z dodatkiem
2 % agaru. Podczas hodowli wglgbnych wykorzystywano ptynne podtoze namnazajace
YPD oraz podtoza stymulujace wydzielanie lipaz, o zréznicowanym sktadzie zrodet
wegla (oliwa z oliwek, olej kukurydziany, olej palmowy) i azotu (mocznik, pepton) —
doktadny sktad podtozy podano w tab. 1. Wszystkie podtoza sterylizowano w autokla-
wie, w temp. 121 °C przez 5 min.

Doswiadczenie rozpoczynano od przeszczepienia materiatu biologicznego ze sko-
sow na plynne podtoze YPD. Kolbe plaskodenna o pojemnosci 500 cm’, wypehiona
80 cm® podtoza YPD, przeszczepiano drozdzami pobranymi ze skosow, stosujac metode
zmywu przy uzyciu 5 cm’ jatowej wody destylowanej. Komoérki namnazano przez 48 h,
w temp. 28 °C, wytrzasajac kolbki na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej przy
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200 obr./min. Po tym czasie zawiesing przelewano do wyjatowionych gilz i wirowano
przez 10 min przy 1500 obr./min. Otrzymany supernatant zlewano znad osadu, a bioma-
se drozdzy przenoszono do kolb plaskodennych (obj. 500 cm’) zawierajacych 80 cm’
zmodyfikowanego podtoza. Hodowlg prowadzono przez okres kolejnych 5 dni, stosujac
te same warunki. Nastgpnie zawartos¢ kolb wirowano przez 10 min przy 3500 obr./min,
po czym uzyskany supernatant wykorzystywano w reakcji hydrolizy, a w namnozonej
biomasie oznaczano zawarto$¢ suchej substancji przy uzyciu wagosuszarki.

Tabela 1
Sktad podtozy hodowlanych (zréznicowane zrodta wegla i azotu) oraz uzysk biomasy.

Composition of culture media (different carbon and nitrogen sources) and cell biomass.

Uzysk biomasy [g/1]

Nr Rodzaj podtoza Sktad podtoza Cell biomass [g/1]
No Type of medium Composition of medium Pichia Rhodotorula
Jjadinii glutinis
20 g/l glukozy / glucose
1 YPD 20 g/l peptonu / peptone 13.5 16,0

10 g/l ekstraktu drozdzowego
yeast extract

20 g/1 glukozy / glucose
Podloze z mocznikiem 10 g/l oliwy z oliwek / olive oil
2. Medium containing 2 g/l mocznika / urea 17,1 16,2
urea 10 g ekstraktu drozdzowego

yeast extract

20 g/l glukozy / glucose

Podloze azotowe 2 g/l mocznika / urea

3. Medium containing 15,8 16,8
nitrogen 3 g/l peptonu / peptone
& 10 g/l ekstraktu drozdzowego yeast extract
Podtoze z olejem 20 g/l glukozy / glucose
4 palmowyrr.l . 10 g/1 oleju palmowego / palm oil 22,0 26.0
Medium containing 20 g/l peptonu / peptone
palm oil 10 g/1 ekstraktu drozdzowego yeast extract
Podloze z oliwa 20 g/l glukozy / glucose
z oliwek 10 g/l oliwy z oliwek / olive oil
S. . .. 18,9 28,9
Medium containing 20 g/l peptonu / peptone
olive oil 10g/1 ekstraktu drozdZzowego yeast extract
. ) 20 g/l glukozy glucose
Podtoze z olejem - .
Kukurvdzianvm 10 g/1 oleju kukurydzianego
6. SuryeIanyn corn oil 22,7 25,0
Medium containing 20 o/l pentont / bent
corn oil ¢/l peptonu / peptone

10 g/l ekstraktu drozdzowego yeast extract
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Reakcja hydrolizy

Do kolb plaskodennych (poj. 500 cm’) wprowadzano 90 cm’ supernatantu
(w przypadku drozdzy liofilizowanych nawazano 3 g drozdzy, 3 g sacharozy i odmie-
rzano 60 cm® wody destylowanej) i 0,75 mmola laurynianu fenylu, rozpuszczonego
w02 cm’ etanolu. Kolby umieszczano na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej
(200 obr./min) w temp. 28 °C. Te same warunki zachowano przy prowadzeniu reakcji
z drozdzami liofilizowanymi. Postgp reakcji hydrolizy (procentowy ubytek substratu —
laurynianu fenylu i przyrost produktu — fenolu) $ledzono przez 72 h, pobierajac probki
w odstgpach 1 h przez pierwsze 6 h, nastepnie po 24, 48 i 72 h. Mieszaning reakcyjna
analizowano przy uzyciu chromatografu gazowego Shimadzu GC-171, kolumna kapi-
larna BPX 70, detektor plomieniowo-jonizacyjny, gaz nos$ny - azot, stosujac nastepuja-
cy profil zmian temperatury: 120 °C przez 1 min, przyrost 30 °C/1 min do 180 °C,
kolejno przyrost 5 °C/1min do 230 °C i przetrzymanie w tej temperaturze przez 5 min.
Rejestracje¢ rozdzialu chromatograficznego laurynianu fenylu i fenolu dokonywano
z uzyciem programu Chromax 2005.

Wiyniki i dyskusja

Postegp hydrolizy laurynianu fenylu przy udziale drozdzy Pichia jadinii i Rhodo-
torula glutinis, hodowanych na pozywkach wzbogacanych w rozne zrodla wegla
(przede wszystkim substancje lipidowe, takie jak oleje: palmowy, kukurydziany badz
oliwa z oliwek) i1 azotu przedstawiono na rys. 1.1 2. W tab. 1. podano sktad stosowa-
nych podtozy hodowlanych oraz uzysk biomasy z poszczegdlnych hodowli.

W celu porownania wybrane reakcje przeprowadzono z udzialem drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae, hodowanych w analogicznych warunkach oraz dostgpnych
handlowo liofilizowanych drozdzy piekarskich (Lesaffre) (rys. 3). Te ostatnie sa naj-
czgsciej stosowane w laboratoriach chemicznych, poniewaz ich uzycie nie wymaga
zaplecza mikrobiologicznego.

W standardowym podlozu YPD drozdze Rhodotorula glutinis wykazywaty
znacznie wigksza aktywno$¢ katalityczng (catkowite przereagowanie po 70 h) niz Pi-
chia jadinii (ok. 16 % w tym samym czasie).

W przypadku Rhodotorula glutinis zastosowanie podlozy ze zwigkszong zawarto-
$cig azotu (podtoze nr 2 i 3) wptywalo korzystnie na przebieg reakcji; catkowite prze-
reagowanie osiagni¢to po 48 h w poréwnaniu z 70 % przy uzyciu podtoza YPD, przy
czym relatywnie najwigksze rdznice zaobserwowano w pierwszej fazie reakcji (do
5 h). Natomiast wzbogacenie podtoza w sktadniki lipidowe (podtoza nr 4, 5, 6) hamo-
walo, w poréwnaniu z YPD, efekt katalityczny. Drozdze Pichia jadinii najefektywniej
katalizowaty hydrolizg badanego estru, gdy zastosowano supernatant z hodowli z do-
datkiem oliwy z oliwek — przereagowanie rz¢du 40 % po uptywie 5 h w poréwnaniu
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z 7 % po tym samym czasie w podtozu YPD. Po dodaniu do podtozy oleju palmowego
badz oleju kukurydzianego stymulacja lipolitycznych zdolnosci Pichia jadinii byta
znikoma. Wynika¢ to moze z roznicy w sktadzie kwasow tluszczowych zastosowanych
olejow roslinnych. O ile podloze ze zwigkszona zawartoscia azotu bylo skuteczne
w obu przypadkach, to obecno§¢ mocznika wplyneta korzystnie tylko na hydrolize
w obecnosci drozdzy Rhodotorula glutinis. Mozna to powiaza¢ ze zdolnoscia tych
drozdzy do produkcji ureazy, dzigki czemu sa one w stanie, w odréznieniu od Pichia
Jjadinii, metabolizowa¢ mocznik.

Pichia ja dinii —&— podloze azotowe (nr 3)
medium with nitrogen
70 7 » —8— podioze z mocznikiem
60 - —XK X (nr 2)

medium with urea
—4&— podloze YPD

medium YPD

—&— podloze z olejem
palmowym (nr 4)
medium with palm oil

—¥— podloze z oliwa z

‘ oliwek (nr 5)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 medium with olive oil

—8— podloze z olejem

Czas reakcji [h] kukurydzianym (nr 6)
Time reaction [h] medium with corn oil

Postep hydrolizy [%]
Conversion of phenyl laurate [%

Rys. 1.  Wplyw skladu podtoza hodowlanego na aktywnos$¢ katalityczna drozdzy Pichia
Jjadinii w reakcji hydrolizy laurynianu fenylu.
Fig. 1. Effect of the composition of medium on the catalytic activity of Pichia jadinii yeast

under the hydrolysis reaction of phenyl laurate.

Przy uzyciu drozdzy Pichia jadinii zaobserwowano zahamowanie wzrostu prze-
reagowania po uptywie ok. 20 h od rozpoczgcia hydrolizy. Mozna przypuszczaé, ze po
tym okresie nastgpowat spadek aktywnosci lipaz, co praktycznie oznacza zatrzymanie
postegpu reakcji. Drozdze Rhodotorula glutinis wykazywaty podobny efekt w warun-
kach niestymulujacych zdolnosci lipolitycznych (podtoze nr 4, 5 i 6). Natomiast
w pozostatych przypadkach (podtoze YPD i podloze ze zwickszona zawarto$cia azotu)
nie zaobserwowano zahamowania reakcji przed osiagni¢ciem jej zakonczenia. RoOw-
niez w przypadku drozdzy Pichia jadiniii, w obecno$ci podtoza azotowego (nr 3), sty-
mulujacego wydzielanie lipaz, nie nastapito zahamowanie reakcji po uptywie 70 h od
jej rozpoczecia.
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Postgp hydrolizy [%]
Conversion of phenyl laurate [%

Rhodotorula glutinis
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Czas reakcji [h]

Time reaction [h]
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—— podloze azotowe (nr 3)
medium with nitrogen
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(nr 2)

medium with urea
—&— podloze YPD

medium YPD
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palmowym (nr 4)
medium with palm oil

=¥ podloze z oliwa z
oliwek (nr 5)
medium with olive oil

—— podloze z olejem
kukurydzianym (nr 6)
medium with corn oil

Rys. 2.

Fig. 2.

Wplyw skladu podtoza hodowlanego na aktywnos$¢ katalityczna drozdzy Rhodotorula glutinis

w reakcji hydrolizy laurynianu fenylu.

Effect of the composition of medium on the catalytic activity of Rhodotorula glutinis under the

hydrolysis reaction of phenyl laurate.

Postgp hydrolizy [%]
Conversion of phenyl laurate [¢

Saccharomyces cerevisiae

100 /

0 10 20 30 40 50 60 70
Czas reakcji [h]
Time reaction [%)]

80

—&— podloze zmocznikiem
(nr2)
medium with urea

—¥—podloze zoliwa z
oliwek (nr 5)
medium with olive oil

—@— liofilizowane
(Lesaffre) liofilized
yeast (Lesaffre)

Rys. 3.

Fig. 3.

Wptyw sktadu podtoza hodowlanego na aktywno$¢ katalityczna drozdzy Saccharomyces cerevi-

siae w reakcji hydrolizy laurynianu fenylu.

Effect of the composition of medium on the catalytic activity of Saccharomyces cerevisiae on

the hydrolysis of phenyl laurate.
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Wyniki te czgSciowo pokrywaja si¢ z rezultatami otrzymanymi w przypadku ty-
powo lipolitycznych drozdzy, takich jak Candida rugosa [2] czy Yarrowia lipolytica
[1] i wskazuja na indukujacy wpltyw oliwy z oliwek (Pichia) czy mozliwosci przyswa-
jania azotu (Pichia, Rhodotorula) na biosynteze enzymow lipolitycznych.

Podloza lipidowe powoduja wzrost iloSci otrzymanej biomasy, natomiast nie
stwierdzono jednoznacznej korelacji pomigdzy iloscig biomasy i zdolnoscia lipolitycz-
na badanych szczepow (tab. 1).

Najbardziej efektywne z zastosowanych podtozy (tj. podloze z dodatkiem mocz-
nika i oliwy z oliwek) uzyto do reakcji przeprowadzonych w obecnosci drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae. W reakcjach z udzialem tych drozdzy dodatek mocznika ha-
mowal hydrolizg, natomiast w obecnosci oliwy z oliwek hydroliza przebiegata,
w przyblizeniu, ze stata szybkoscia, osiagajac catkowite przereagowanie po uplywie
72 h. Podobny stopien zaawansowania hydrolizy laurynianu fenylu otrzymano przy
bezposrednim uzyciu w reakcji dostgpnych handlowo liofilizowanych drozdzy piekar-
skich (Lesaffre). Zaobserwowano jednak istotna r6éznicg w profilu zmian stgzenia pro-
duktu w czasie: przy uzyciu supernatantu otrzymanego w obecnos$ci oliwy reakcja
hydrolizy rozpoczynatla si¢ od momentu dodania substratu, natomiast przy uzyciu wy-
tacznie drozdzy liofilizowanych reakcja wymagata dos¢ dtugiego okresu inkubacji (ok.
7 h). Prawdopodobnie lipazy pozakomorkowe pojawiaja sig¢ dopiero w ostatnim etapie
logarytmicznej fazy wzrostu, wczesniej byly gromadzone wewnatrz komorek.

Whioski

1. Wilasciwa modyfikacja pozywki przy zastosowaniu poszczegoélnych gatunkow
drozdzy przyczynia sig istotnie do zwigkszania efektu katalitycznego w reakcji hy-
drolizy estrow kwasow thuszczowych.

2. Mocznik okazat si¢ najlepszym zrédlem wzmagajacym zdolnosci lipolityczne droz-
dzy Rhodotorula glutinis.

3. Sposrod zastosowanych podlozy lipidowych, przy uzyciu drozdzy Pichia jadinii,
efekt katalityczny zaobserwowano jedynie w przypadku dodania oliwy z oliwek.

4. Liofililizowane drozdze pickarskie Saccharomyces cerevisiae sa zdolne do katali-
zowania hydrolizy estrow kwasow ttuszczowych; prawdopodobnie zatem moga by¢
producentem lipaz, pod warunkiem odpowiednio dtugiego czasu reakcji, umozli-
wiajacego wydzielenie lipaz pozakomdrkowych.

Praca byta prezentowana podczas XIII Ogdlnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTT. 7, £odZz, 28 - 29 maja 2008 r.
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EFFECT OF MEDIUM MODIFICATION ON BIO-CATALYTIC PROPERTIES OF YEASTS
Summary

Yeasts constitute a rich source of enzymes used in biotechnological processes in food industry. The activ-
ity of enzymes consists in catalyzing chemical reactions not only in live organisms, but, also, outside those
live organisms, thus, yeasts can also fulfil an important role in chemical syntheses. From the point of view of
food products processing, the reactions of esterification and hydrolysis of esters are particularly essential.

The objective of this paper was to determine the impact of medium composition on the catalytic activ-
ity of three kinds of yeasts: Pichia jadinii, Rhodotorula glutinis, and Saccharomyce cerevisiae exemplitied
by a model reaction of hydrolysis of phenyl laurate. The yeasts studied were cultured under the typical
conditions (YDP medium) and on media enriched by various sources of nitrogen and carbon.

The Pichia jadinii yeasts proved to be most efficient in the hydrolysis of esters with a medium containing
olive oil (about 50 % of the conversion of phenyl laurate after 10 h compared to 8 % of conversion using a
standard YPD medium). As for Rhodotorula glutinis, the ester studied hydrolyzed most efficiently while
being culture with the participation of urea (more than 50 % after the 5 h compared with 8 % with the YPD
medium applied). In the case of Saccharomyce cerevisiae, cultured in the presence of olive oil, a level of 50%
of the conversion was reached as late as after 40 h. Therefore, it can be concluded that proper modifications
of medium allow for the stimulation of lypolytic activity of individual kinds of yeasts.

Key words: lipase, Rhodotorula glutinis, Pichia jadinii, Saccharomyces cerevisiae, microbiological me-
dium
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