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NAUKOWE, EKONOMICZNE I SPOLECZNO-PRAWNE
UWARUNKOWANIA PRODUKCJI I SPRZEDAZY
ZYWNOSCI GENETYCZNIE MODYFIKOWANEJ

W POLSCE

Marek Kramarz', Karol Kramarz®
'Uniwersytet Ekonomiczny we Wroctawiu

*Uniwersytet Wroctawski

Streszczenie. Opisano zagadnienia dotyczace wprowadzania do $rodowiska i do obrotu
handlowego organizméw genetycznie modyfikowanych w Polsce, Unii Europejskiej
i w innych krajach $wiata. Przedstawiono korzys$ci wynikajace z zastosowania organi-
zmoéw genetycznie modyfikowanych w produkcji: zywnosci, lekow i1 enzymow. Podkre-
$lono znaczenie znakowania zywnos$ci modyfikowanej genetycznie w celu wyeliminowa-
nia uprzedzen i niechgci konsumentéw wobec tych produktow. Oceniono stan §wiadomo-
$ci spotecznej w dziedzinie GMO oraz oficjalne stanowisko wtadz w Polsce.

Stowa kluczowe: GMO, zywno$¢ genetycznie modyfikowana, zywnos¢ transgeniczna

WSTEP

Problematyka organizméw genetycznie modyfikowanych — GMO (Genetically Mo-
dified Organisms) budzi liczne kontrowersje w $rodowiskach naukowych oraz wsrod
odbiorcow i1 konsumentow tych produktéw. Przyjmuje sig, ze tworcami GMO byli
w 1973 r. Stanley Cohen z Uniwersytetu Stanforda i Herbert Boyer z Uniwersytetu
Kalifornijskiego, ktorzy opracowali tatwa metode wymiany genéw pomigdzy roznymi
organizmami [Benson 2009], to jednak pierwszym, ktory juz w 1972 r. zastosowal me-
tody inzynierii genetycznej do modyfikacji bakterii Pseudomonas, byt Chakrabarta —
patent US nr 4 259 444 [1972]. Otrzymat mikroorganizm zdolny do biodegradacji we-
glowodoréw zanieczyszczajacych srodowisko w wyniku np. awarii tankowcow. Dzigki
osiagnigciom inzynierii genetycznej w latach osiemdziesiatych ubiegtego wieku uzy-
skano zmodyfikowane ludzkim genem, odpowiedzialnym za produkcj¢ insuliny, ko-
morki drozdzy piekarskich i bakterie E. coli, ktére zostaty nastgpnie wykorzystane do
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produkcji insuliny [Keen i in. 1980]. W 1998 r. Office of Naval Research opatentowalo
genetycznie zmodyfikowany mikroorganizm niszczacy odpadowy poliuretan, metale,
plastyki, gume i paliwa. Wyniki tych badan zostaty jednak utajnione.

Pierwszym transgenicznym produktem zywnos$ciowym, wprowadzonym w USA do
obrotu handlowego w 1994 roku przez firme Calgene, byly pomidory o nazwie handlo-
wej Flavr Savr [Kramer i Redenbaugh 1994]. Pomidory te dtuzej zachowywatly §wie-
70$¢, byly wigksze i1 bardziej czerwone oraz latwiejsze w transporcie. Do genomu po-
midora Flavr Savr wprowadzono odwrdcony gen poligalakturonazy — enzymu rozktada-
jacego Sciang komorkowa, odpowiedzialnego za proces dojrzewania i migknigcia owo-
cu. RNA powstate w wyniku transkrypcji odwroconego genu taczylo si¢ komplemen-
tarnie z transkryptem prawidtowego genu PG, co uniemozliwiato przytaczenie sig rybo-
somu, i ostatecznie syntezg enzymu.

Uwaza sig, ze pomidory transgeniczne sa bardziej warto$ciowe, poniewaz nie sg
zrywane z krzaka w stadium dojrzatosci przemystowej, ale w momencie gdy sa jeszcze
twarde i zielone. W tym samym roku otrzymano w Campbell Institute for Research and
Technology w Davis transgeniczne pomidory o podwyzszonej zawarto$ci suchej masy,
pozwalajace uzyska¢ wigcej koncentratu [Martineau i in. 1995]. Jako wektora wprowa-
dzajacego do rosliny gen ipt, kodujacego transferazg izopentenylu, ktory odpowiada za
szybszy wzrost masy, uzyto symbiotycznego szczepu Agrobacterium tumefaciens [de la
Riva i in. 1998]. Pomidory maja nie tylko wigksza masg (przecigtnie o 10%), ale odzna-
czaja si¢ tez wyzsza zawartoscia cukrow i kwasow organicznych.

TRADYCYJNE I NOWOCZESNE TECHNIKI
MODYFIKACJI GENETYCZNYCH

Od tysigcy lat rolnicy i hodowcy daza do uzyskiwania udoskonalonych odmian ro-
slin 1 zwierzat, stosujac metody krzyzowania, czy hybrydyzacji. W rezultacie tych,
najcze¢sciej przypadkowych, pozalaboratoryjnych doswiadczen w zakresie kombinacji
genetycznych i selekcji najlepszych osobnikow, dzisiejsze rosliny uprawne sa zdecy-
dowanie inne od ich historycznych odpowiednikow. Przodek kukurydzy w niczym nie
przypomina wspotczesnej rosliny. Truskawka powstata w wyniku skrzyzowania po-
ziomki amerykanskiej z dzika truskawka, a jej dorodne i stodkie owoce zdecydowanie
nie przypominaja tych z pierwotnej dzikiej ros§liny [Darrow 1966].

Wspotczesne techniki modyfikacji genetycznych oparte na metodach inzynierii ge-
netycznej, odznaczaja si¢ kilkoma zasadniczymi zaletami. Daja mozliwos$¢ wykorzysta-
nia bakterii, po wprowadzeniu do ich komoérek genu eukariotycznego w uproszczonej
formie, jako fabryk wytwarzajacych oczekiwany produkt biatkowy. Wprowadzenie
obcego genu do komorki zwierzecej jest wazne dla badania dziatania genu i moze by¢
podstawa terapii genowej. Rosliny sa czgsto wzbogacane w dodatkowe geny, dzigki
czemu moga nabiera¢ odporno$ci na szkodniki lub warunki srodowiska, albo produko-
wac¢ w wigkszej ilosci sktadniki odzywcze. Manipulacje genami eukariotycznymi sta-
wiaja jednakze przed wspolczesna biotechnologia wiele probleméw natury etycznej
[Berg i in. 2007].

Strategie transformacji genetycznej sa zréznicowane, ogdlnie mozna podzieli¢ je na
techniki wektorowe i bezwektorowe (bezposrednie). W metodach wektorowych wyko-
rzystuje si¢ organizm posredniczacy (wektor), przenoszacy transgen do komorki biorcy.
Komorki zwierzgce transformuje si¢ miedzy innymi przy uzyciu wirusow. W przypadku
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ro$lin czgsto uzywany jest do transformacji plazmid Ti. Jest on izolowany z powszech-
nie wystepujacych bakterii glebowych Agrobacterium tumefaciens, ktore zakazaja ro-
$liny i wprowadzaja do nich obce geny. Pochodne plazmidu Ti moga by¢ uzywane jako
wektory do wprowadzania obcych gendw do komorek roslinnych [de la Riva i in. 1998].
W technikach bezposrednich stosuje sig¢ szereg roznych metod utatwiajacych transge-
nowi pokonanie bariery, jaka jest blona komorkowa biorcy. Elektroporacja, czyli prze-
nikanie DNA wspomagane impulsem elektrycznym, metody biolistyczne — gene gun,
wstrzykiwanie DNA do jadra — mikroiniekcja, makroiniekcja, $rodki zwigkszajace
przepuszczalnos$¢ btony komorkowej, np. glikol polietylenowy [How Bacillus...2000].

SWIATOWE TENDENCJE W PRODUKCJI
ZYWNOSCI TRANSGENICZNEJ

W ciagu 10 lat areal uprawny roslin transgenicznych na §wiecie wzrdst z 44 do po-
nad 100 mln ha, w tym ponad 70% to uprawy w USA, gdzie 90% produkcji roslinnej
stanowia roéliny genetycznie modyfikowane. W USA hoduje si¢ prawie 75% wszyst-
kich transgenicznych roélin na $wiecie, ktorych odmiany powstaly w laboratoriach
wielkich przedsigbiorstw biotechnologicznych, jak Monsanto, Pionner, Cargill, Basf.
Koncerny te oferuja swoje chronione licznymi patentami produkty krajom rozwijajacym
si¢, odczuwajacym deficyt zywnosci i przewiduja wzrost swoich obrotéw do poziomu
200 mld dolaréw.

Cele modyfikacji genetycznych organizmow, ktorych efektem sa nowe produkty
transgeniczne, w tym przede wszystkim zywnos¢, trafiajace nastgpnie do obrotu handlo-
wego, sg roznorodne, wsrdd ktorych mozna wyrdzni¢ [Twardowska i Twardowski 1997]:
1. Konieczno$¢ wzrostu produkcji zywnosci w zwiazku z wysokim tempem przyrostu

ludnosci, przede wszystkim w krajach potudniowej potkuli. Charakterystyczne jest,

ze bogate i dysponujace nadmiarem zywnosci kraje Europy nie sa zainteresowane
we wprowadzaniu upraw roslin genetycznie modyfikowanych.

2. Wzrost odpornosci roslin na zarazy i szkodniki, czyli wzrost odpornosci na stresy
biotyczne. Do wigkszosci genetycznie modyfikowanych roslin wbudowuje si¢ gen
bakterii Bacillus thuringensis kodujacy substancj¢ toksyczna dla insektow. Bakteria
ta jest catkowicie nieszkodliwa dla cztowieka, badania nie wykazaly rowniez nega-
tywnego wptywu produkowanych przez nia endotoksyn na ludzi [How Bacillus...
2000]. Rosliny majace gen, odpowiedzialny za produkcj¢ endotoksyn nie wymagaja
stosowania insektycydow.

3. Wazrost odpornosci roslin na herbicydy o szerokim spektrum dziatania. Dotyczy to
glownie kukurydzy, soi i rzepaku, ziemniakow. Firma Monsanto opracowata trans-
geniczna soj¢ odporna na dziatanie produkowanego przez siebie herbicydu oraz
ziemniaki zawierajace toksyng BT, na ktdérych nie Zeruje stonka. Genetyczna mody-
fikacja kukurydzy uodparnia ja na groznego szkodnika roslin fodygowatych, zwa-
nego European corn borer, bo przybytego do USA z Europy. Agr Evo i Ciba-Geigy
produkuja kukurydz¢ odporna na wytwarzane przez te firmy uniwersalne herbicy-
dy. Uprawa takiej kukurydzy jest latwiejsza i mniej pracochlonna, przy czym
przyjmuje sig, ze jest przez to $rednio o 20% tansza niz uprawa ro$lin niemodyfi-
kowanych. Ma to szczeg6lne znaczenie w przypadku produkcji biopaliwa na przy-
ktad z rzepaku, wptywajac znaczaco na ceng biodiesla.

Biotechnologia 8(4) 2009
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4. Wozrost tolerancji na niekorzystne warunki srodowiska. Taka modyfikacja roslin
umozliwia ich uprawg na terenach skazonych chemicznie, zasolonych, zanieczysz-
czonych metalami ci¢zkimi — fitoremediacja. Mozliwa jest rdwniez uprawa roslin
genetycznie modyfikowanych niewrazliwych na warunki pogodowe, odpornych na
tzw. stresy abiotyczne: susz¢ (np. pszenica) lub niskie temperatury (truskawki).
W konsekwencji produkcj¢ zZywnosci mozna przyblizy¢ konsumentowi, obnizajac
dzigki temu koszty transportu i straty zywnosci.

5. Modyfikacja mikroorganizméw do efektywniejszej produkeji zywnosci lub metabo-
litow uzyskiwanych w przemysle np. farmaceutycznym. Genetycznie modyfikowa-
na chymozyna z drozdzy zastg¢puje podpuszczkg, tradycyjnie izolowang z zotadkow
cielat, stosowana do $cinania mleka w procesie produkcji sera. Transplantacja genu
STA2 z jednego ze szczepow drozdzy gorzelnicznych, odpowiedzialnego za roz-
ktad dekstryn, do drozdzy piwowarskich, pozwolita na lepsze wykorzystanie nie-
asymilowanych cukréw z podloza, dekstryn powstajacych w procesie zacierania
stodu. Zmodyfikowane drozdze sa stosowane w browarze w Nutfield w Wielkiej
Brytanii i pozwalaja otrzymac¢ jasne piwo, dolnej fermentacji, o wigkszej o 1% za-
wartosci alkoholu, charakteryzujace si¢ pelnym smakiem, z lekko owocowym aro-
matem. Przemyst farmaceutyczny wykorzystuje w procesie produkcji insuliny bak-
terie Escherichia coli ze wszczepionym genem ludzkim, odpowiedzialnym za wy-
twarzanie tego enzymu. Bakteria E. coli nie jest grozna dla ludzi — bytuje w warun-
kach naturalnych w przewodzie pokarmowym a wyprodukowana insulina ma
w pelni wlasciwosci enzymu ludzkiego [Keen i in. 1980].

6. Produkcja zywnosci o wyzszych warto$ciach. Opracowano nowa odmiang ryzu —
Golden rice, z mysla o dzieciach azjatyckich cierpiacych na niedobér witaminy A,
z transplantowanym genem z zonkila, podnoszacym poziom beta-karotenu. Ryz ma
ponadto ztocisty kolor, wywotujacy pozytywny odbior u klientow [Beyer i in. 2002].

7. Wazrost odpornosci roslin na warunki i czas sktadowania, transport, ciemnienie
pouderzeniowe, opoznienie okresu dojrzewania, zwlaszcza owocow. Poprawia to
warto$¢ odzywcza i sensoryczng produktow zywnosciowych przez zmniejszenie
strat biatek, niezbednych aminokwaséw, witamin, sktadnikow mineralnych oraz po-
lepszenie sktadu kwasow thuszczowych.

STAN PRAWNY W ZAKRESIE PRODUKCJI I WPROWADZANIA
DO OBROTU HANDLOWEGO ZYWNOSCI TRANSGENICZNEJ

Pierwsze uregulowania prawne pojawity si¢ w Polsce w 1997 roku w postaci zmiany
ustawy o ochronie i ksztattowaniu §rodowiska, a na skutek obligatoryjnego dostosowa-
nia przepisOw naszego prawa do wymogow unijnych [Dyrektywa Parlamentu...2001]
zostata uchwalona ustawa z 22.06.2001 o organizmach genetycznie modyfikowanych
[Ustawa...2001]. Ustawa reguluje kwestie zamknig¢tego wykorzystania GMO, zamie-
rzonego uwolnienia do §rodowiska w celach innych niz wprowadzanie produktow do
obrotu, wywoz za granicg i tranzyt produktéw GMO, postanowienia organéw admini-
stracji rzadowej wobec spraw GMO. Wprowadzenie produktu zawierajacego GMO do
obrotu handlowego na terytorium Polski wymaga zezwolenia ministra §rodowiska na
czas okreSlony — nie dtuzszy niz 10 lat. Zezwolenie jest niezbedne, jesli udziat GMO
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w produkcie jest wigkszy niz 1% masy produktu. Spod jurysdykcji tej ustawy zostaly
wylaczone kwestie dotyczace genomu cztowieka i zagadnienie dotyczace wilasnosci
intelektualnej [Ustawa...2001].

Wprowadzanie do §rodowiska i obrotu handlowego organizméw genetycznie mody-
fikowanych i1 produktow, w tym zywnos$ciowych, transgenicznych wywotuje kontro-
wersje pomigdzy zwolennikami i przeciwnikami GMO. Jednakze stanowisko rzadu
z 18.11.2008 dotyczace organizmow genetycznie modyfikowanych wydaje si¢ jedno-
stronnie zbyt daleko idace i zajete pod naciskiem tej czgSci opinii publicznej, ktora jest
przeciwna GMO [Rozporzadzenie Parlamentu...1997]. Rzad opowiada si¢ za prowa-
dzeniem prac nad zamknigtym uzyciem GMO, ale jednoczesnie podkresla dazenie do
uzyskania przez Polskg statusu kraju wolnego od GMO, za zakazem wprowadzania do
obrotu GMO (zywno$¢, pasze lub inne produkty) oraz uprawy roslin genetycznie mody-
fikowanych. Jednoczeénie rzad potwierdza wolg respektowania przepisOw unijnych
w zakresie GMO jako nadrzednych ponad ustaleniami krajowymi, zaznaczajac, ze na
forum Unii Europejskiej bedzie wyrazat negatywne stanowisko, glosujac przeciw wpro-
wadzeniu do obrotu z mozliwo$cia uprawy nowych roélin genetycznie modyfikowanych.

Reperkusje zasady ,,Polska wolna od GMO” sa najlepiej widoczne na przyktadzie
katastrofalnego wptywu ewentualnego zakazu uzycia roslin genetycznie modyfikowa-
nych w produkcji pasz, ktory miat wejs¢ w zycie 12.08.2008, na hodowlg drobiu, trzody
chlewnej i bydta. Podstawowym sktadnikiem pasz przemystowych jest $ruta sojowa
importowana z trzech krajow: Argentyny, Brazylii i USA. W USA i Argentynie cato$¢
upraw soi, a w Brazylii wigkszo$¢ stanowia odmiany genetycznie modyfikowane.
W konsekwencji 95% $wiatowego eksportu $ruty sojowe;j i nasion soi stanowia produk-
ty GMO. Polska importuje rocznie 2 mln ton soi, przede wszystkim z Argentyny (90%),
a wigc prawie w catosci wykorzystujemy srutg sojowa GMO. A zatem realizujac zasade
,,Polska wolna od GMO” nalezatoby zaimportowa¢ 2 min ton $ruty sojowej non-GMO,
0 20% drozszej i trudno dostgpnej na rynkach $wiatowych. W tym stanie rzeczy nie-
uchronny jest wzrost popytu na $rutg sojowa wolna od GMO, co spowoduje, zgodnie
z prawami rynku, wzrost cen pasz, ich niedobdr i w konsekwencji drastyczny wzrost
cen migsa i jego przetwordw oraz import tanszego migsa z krajow UE wyprodukowa-
nego na bazie pasz z GMO.

Swiadomo$é grozacych skutkow zakazu stosowania pasz GMO spowodowata
wprowadzenie 5-letniego moratorium do 12.08.2012 r., zezwalajacego na uzywanie
roslin genetycznie modyfikowanych do produkcji pasz.

ZNAKOWANIE ZYWNOSCI

Organizacje ekologiczne na czele z Greenpeace, prowadza szeroko zakrojona kam-
pani¢ pod hastem STOP — GMO, przeciw wprowadzaniu go do $rodowiska i obrotu
handlowego. Wydaje sig, ze wyjSciem z ustawicznego konfliktu pomigdzy zwolenni-
kami i przeciwnikami, jest prowadzenie akcji informacyjnej, w tym czytelne znakowa-
nie wyrobow zawierajacych GMO. W USA nie ma obowiazku znakowania genetycznie
modyfikowanej zywnosci, ale niektorzy producenci robia to celowo, poniewaz jest
grupa konsumentéw poszukujaca na potkach sklepowych wiasnie takich produktow.
Grupa ta jest slusznie przekonana, ze wyroby zawierajace GMO sa bezpieczniejsze od
zywnosci konwencjonalnej, poniewaz zawieraja mniej chemicznych zanieczyszczen, sa
gruntownie przetestowane i przebadane pod wzgledem ewentualnej szkodliwosci dla

Biotechnologia 8(4) 2009
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zdrowia. Amerykanie od lat konsumuja zmodyfikowane genetycznie pomidory, sojg,
ziemniaki i kukurydzg. Argentyna jest przyktadem kraju, ktoéry, ze wzgledow ekono-
micznych, wdraza produkcje GMO i wprowadza do $rodowiska (tylko w 1997 r. doko-
nano 80 komercyjnych wprowadzen GMO do $rodowiska).

W Unii Europejskiej jest nakaz odpowiedniego oznakowania produktow zawieraja-
cych obce geny, ktore zostaly wprowadzone do ro§liny w celu jej ulepszenia. Jesli zas
produkty biatkowe wprowadzonych gendéw zostaly wyeliminowane w czasie obrobki
przemystowej i nie sa bezposrednio obecne w sprzedawanym produkcie, nie ma ko-
nieczno$ci znakowania go. Na przyktad nie znakuje si¢ cukru otrzymanego z modyfi-
kowanych genetycznie burakéw cukrowych, oleju uzyskanego z rzepaku genetycznie
modyfikowanego, ale trzeba znakowac¢ sojg, kukurydzg oraz wszelkie ich przetwory
[Rozporzadzenie ...1997, 1998, 2000]. Polska ustawa z 11.05.2001 dostosowana do
przepiso6w rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady nr 258/97 okres$la jako
nowa zywnos$¢ (novel food): substancje i mieszaniny zawierajace lub sktadajace sig
z genetycznie zmodyfikowanych organizméw. Nowa zywos¢, ktéra zawiera GMO,
powinna by¢ dodatkowo oznakowana na etykietach w nastgpujacy sposob: ,,produkt ten
zawiera organizmy genetycznie modyfikowane” lub w przypadku gdy sktadniki Zywno-
$ci genetycznie zmodyfikowanej zawieraja biatko lub DNA z organizméw genetycznie
zmodyfikowanych powinna by¢é umieszczona przy tym skladniku informacja ,,gene-
tycznie zmodyfikowana”. Obowiazek znakowania zywnosci nie dotyczy takiej, ktora
zawiera mniej niz 1% GMO lub produktéw uzyskanych z GMO [Ustawa z 2001].

PODSUMOWANIE

Podczas gdy $wiat z poczatkiem XXI w. zmierza w kierunku rozwoju dziedziny na-
uki jaka jest biotechnologia, akcentujac potrzebg komercjalizacji prac takze w zakresie
GMO, w Polsce prowadzona jest kampania przeciwko kazdej probie wprowadzania
GMO zaréwno do srodowiska, czy do obrotu handlowego. Nie ma znaczenia fakt, Zze od
wielu lat kupujemy produkty GMO albo zawierajace sktadniki genetycznie modyfiko-
wanej zywnosci (pomidory, soja, kukurydza, izolaty biatkowe z soi w produktach mig-
snych). Pomijajac stanowisko osrodkéw opiniujacych takich jak PAN, srodowiska wyz-
szych uczelni i wydziatéw specjalizujacych si¢ w badaniach w zakresie biotechnologii,
biologii, hodowli roslin, zwierzat, chemii i technologii zywnosci (w tym pasz), wladze
przyjety pod naciskiem niekompetentnych zrzeszen oraz koalicji, populistyczne hasto
dla swoich poczynan ,,Polska wolna od GMO” [Ramowe stanowisko...2008]. Pomimo
przewidywalnych i wymiernych korzysci ptynacych z modyfikowania genomu organi-
zmow, wystepuja liczne kontrowersje rozpowszechniane przez sceptykow i przeciwni-
kéw ingerowania w informacjg genetyczna organizmow przez cztowieka. Spektakularne
akcje prowadzone przez cztonkéw Greenpeace 1 innych organizacji ‘Anty-GMO’ maja
wzbudza¢ publiczng niechg¢ i1 brak akceptacji w stosunku do produktow opatrzonych
oznaczeniem ‘modyfikowane genetycznie’. Do$¢ powszechne stato si¢ zjawisko polega-
jace na wywolywaniu wsrod spoteczenstwa europejskiego leku przed produktami bio-
technologicznymi, chociaz nie ma zadnych dowodéw, poza pojedynczymi przypadka-
mi, uczulen na biatko. Geny wprowadzone do ro$lin sa w calo$ci trawione przez nasz
organizm, podobnie jak kwasy nukleinowe z tradycyjnych materiatow roslinnych. Nie
ma zatem mozliwosci wbudowania do organizmu ludzkiego obcych gendéw konsumo-
wanych z zywno§$cia transgeniczng. Istnieja natomiast zasadnicze kontrargumenty opu-
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blikowane na przyklad we wrze$niu 2008 przez Wspdlnotowe Centrum Badawcze
(JRC) wykazujace, ze nie ma zadnych przestanek o szkodliwosci zywno$ci modyfiko-
wanej genetycznie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Pomimo prowadzonych badan w Polsce
w zakresie GMO i rokujacych sukces wynikow tych poszukiwan, nie ma w perspekty-
wie mozliwosci ich komercjalizacji, w warunkach oficjalnego obowiazywania hasta
,,Polska wolna od GMO”.
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THE SCIENTIFIC, ECONOMIC AND SOCIALLY-LEGAL
PRODUCTION AND SALE CONDITIONS OF GENETICALLY
MODIFIED FOOD IN POLAND

Abstract. The problem of introduction genetically modified organisms — GMO into bio-
tope and market in Poland, European community and in the other countries of the world
was discussed. Then the advantages from the application of GMO in the production of
foods and medicines were shown. The meaning of food’s marking for elimination con-
sumer’s prejudices against this products was emphasized. The social consciousness state
of the genetically modified organisms was evaluated and the official standpoint to the
question of GMO of government in Poland was presented.

Key words: genetically modified organisms, GMO, genetically modified foods, transge-
netic foods, novel foods
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POSREDNIE WYKORZYSTANIE DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA DO POPRAWY CECH
SENSORYCZNYCH SEROW NISKOTLUSZCZOWYCH"

Marek Szottysik, Marta Pokora, Emilia Stawska,
Joanna Niedbalska, Anna Dabrowska, Xymena Polomska,
Maria Wojtatowicz, J6zefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W badaniach oceniano mozliwo$¢ poprawy cech jakosciowych seréw
o obnizonej do 30% zawartosci ttuszczu w suchej masie poprzez dodatek preparatu sma-
kowo-zapachowego otrzymanego z udziatem drozdzy Yarrowia lipolytica Jll1c. Preparat
przygotowano poprzez zaszczepienie wydzielonej z mleka parakazeiny kultura drozdzowa
do uzyskania koncowego stezenia 10° j.tk. - g i poddanie jej czterodniowej inkubacji
w temp. 30°C. Homogenny preparat po uprzednim spasteryzowaniu wprowadzono w ilo-
$ci 3% do mleka serowarskiego, z ktorego nastgpnie wyprodukowano sery zawierajace 1,5
i 3% soli i poddano je 8-tygodniowemu dojrzewaniu. Przebieg procesu dojrzewania §le-
dzono na podstawie analiz zmian podstawowego sktadu chemicznego oraz zmian degra-
dacyjnych bialek i tluszczu. Przeprowadzone badania wykazaty, ze w serach, do ktérych
wprowadzono preparat, zaszly glebsze przemiany degradacyjne ich gtéwnych sktadnikow
niz w serach kontrolnych. W serach zawierajacych 1,5% soli byty one wigksze niz w se-
rach o 3,3% zawarto$ci soli. Efektem tych przemian w serach byla wyzsza zawartos¢
drobnoczasteczkowych zwiazkéw azotowych, wolnych kwasow ttuszczowych oraz lot-
nych zwiazkoéw zapachowych. Przeprowadzona po zakonczeniu dojrzewania ocena orga-
noleptyczna potwierdzita, ze zastosowanie preparatu wptyngto na zmiang cech jakoscio-
wych seréw niskottuszczowych.

Stowa kluczowe: drozdze, Yarrowia lipolytica, parakazeina, degradacja, sery niskottusz-
czowe, dojrzewanie

"Praca wykonana w ramach projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr N N312213036.
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ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375 Wroctaw, e-mail: marek.szoltysik@up.wroc.pl
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WSTEP

Sery dojrzewajace stanowia warto$ciowy produkt w zywieniu czlowieka, dostarcza-
jacy wielu sktadnikow budulcowych oraz posiadajacych rozne funkcje regulacyjne.
Cechuje je wysoka zawarto$¢ pelnowartosciowego biatka oraz wapnia o duzej biodo-
stgpnosci [McSweeney i in. 2000]. Zawieraja one tez znaczne iloSci fosforu, potasu
i magnezu oraz niektorych witamin [Kunachowicz i in. 2005]. Jednak ze wzglgdu na
wysoka zawarto$¢ thuszczu sa produktami bardzo kalorycznymi. Jest to przyczyna male-
jacego zainteresowania tymi produktami konsumentow, ktérzy maja coraz wigksza
swiadomos¢ tego, ze spozywanie zywnosci niskokalorycznej moze ograniczaé ryzyko
wystgpowania chordb dietozaleznych [Kiiciikéner i in. 2006]. Przemyst mleczarski,
chcac sprosta¢ wymaganiom konsumentow, rozwija i modyfikuje technologi¢ produkcji
serow m.in. poprzez wytwarzanie serow niskottuszczowych. Jednak ze wzgledu na fakt,
iz thuszcz w serach nie pelni jedynie roli sktadnika odzywczego, ale jest czynnikiem
ksztattujacym ich cechy sensoryczne i funkcjonalne, sery niskotluszczowe wykazuja
ubogi profil smakowo-zapachowy [Ritvanen 2005, Liu i in. 2008, Rogers i in. 2009].
Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ wprowadzanie réznorodnych modyfikacji
w ich procesie technologicznym. Szczegélnie zadowalajace efekty uzyskano, stosujac
dodatek kultur wspomagajacych lub enzymoéw pochodzenia mikrobiologicznego [Azar-
nia iin. 2006, Hassan i in. 2007]. Jako kultury wspomagajace przydatne okazaty si¢
niektore gatunki drozdzy naturalnie zasiedlajace produkty mleczarskie, np.: Debaryo-
myces hansenii, Y. lipolytica, ktore cechuje wysoka aktywnos¢ zewnatrzkomoérkowych
enzymow hydrolitycznych, dzigki czemu moga one uczestniczy¢ w ksztattowaniu cech
smakowo-zapachowych serow [Ferreira i in. 2003, Vakhlu i Kour 2006]. W wielu bada-
niach [Kilcawley i in. 1998, Hannon i in. 2006, Noronha i in. 2008] stwierdzono, ze kom-
pleksowa poprawe cech jakosciowych serow niskotluszczowych mozna osiagnaé przez
wprowadzenie preparatu smakowo-zapachowego lub tzw. enzymatycznie modyfikowane-
go sera, ktory uzyskuje si¢ na drodze glgbokiej hydrolizy bialek i thuszczu mlecznego pod
wplywem proteaz i lipaz [Noronha i in. 2008]. Preparat taki stanowi zrodlo prekursoréw
zwiazkow smakowo-zapachowych sera w postaci: niskoczasteczkowych peptydow, wol-
nych aminokwas6w i wolnych kwasow tluszczowych [Hannon i in. 2006].

Celem pracy bylo okreslenie mozliwo$ci podwyzszenia atrakcyjnosci sensorycznej
seréw niskothuszczowych przy wykorzystaniu preparatu zdegradowanej, z udzialem
kultury drozdzy Y. lipolytica Jll1c, parakazeiny.

MATERIAL I METODY

Przygotowanie kultury drozdzy: drozdze Y lipolytica JI11c namnozono w podtozu
YCG zawierajacym (g - 1'1): ekstrakt drozdzowy — 1,7; kazeing — 2,0; glukozg — 10. Po
48 godz. hodowli prowadzonej w temp. 28°C metoda wstrzasana odwirowano biomasg,
ktora nastepnie wprowadzono do preparatu parakazeiny w ilosci 10%j.tk. - g

Oznaczanie og6lnej liczby drozdzy: wykonano na podtozu OGY agar, o skladzie
(g - I'): ekstrakt drozdzowy (Difco)-5; glukoza-20; agar (Difco)-15; chlorowodorek
oksytetracykliny (Merck)-0,1. Ptytki inkubowano 3 dni w temp. 30°C.

Przygotowanie preparatu smakowo-zapachowego wg procedury Wyder i Puhan
[1999]: do parakazeiny wydzielonej przy uzyciu podpuszczki (Ch. Hansen) z mleka mi-
krofiltrowanego o zawartosci thuszczu 2% 1 spasteryzowanej w temp. 85°C przez 15 min,
wprowadzono w warunkach sterylnych kulturg drozdzy i poddano inkubacji w temp. 30°C
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przez okres 4 dni. Bezpos$rednio po zaszczepieniu, a takze po zakonczeniu inkubacji pre-
paratu parakazeinowego z Y. lipolytica, oznaczono liczbg drozdzy, podstawowy sktad
chemiczny, kwasowos$¢ oraz zawarto$¢ produktow degradacji biatek i thuszczu.

Produkcja seréw: sery niskottuszczowe typu holenderskiego o zawartosci ttuszczu
30% w s.m. oraz soli 1,5 i 3,3% produkowano w warunkach laboratoryjnych w dwoch
seriach z mleka poddanego niskiej pasteryzacji. Jako kulturg starterowa zastosowano
szczepionke kwaszaco-aromatyzujaca mezofilnych paciorkowcow mlekowych (Chr.
Hansen). Przy produkcji serow dos§wiadczalnych do mleka serowarskiego wprowadzono
preparat smakowo-zapachowy w ilosci 3%. Kontroli poddano sery produkowane bez
dodatku preparatu. Proces dojrzewania serow trwal 8 tygodni w temp. 15°C, przy wil-
gotnosci wzglednej powietrza 85%.

Poziom proteolizy w preparacie smakowo-zapachowym oraz serze oceniono poprzez
analizy zawartoséci azotu rozpuszczalnego w wodzie (WSN) wg Kuchroo i Fox [1982],
wolnych grup aminowych oznaczanych przy uzyciu kwasu trinitrobenzenosulfonowego
(TNBS, Sigma) wg zmodyfikowanej metody Kuchroo i in. [1983], tak we frakcji rozpusz-
czalnej w wodzie, jak i wydzielonej z niej wg Jarret i in. [1982] frakcji rozpuszczalnej
w kwasie fosfowolframowym (PTA, Fluka). Stopien zaawansowania proceséw proteolizy
sledzono takze metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym wg Andrews [1983].

Poziom lipolizy oceniono, analizujac zawartoSci wolnych kwasow tluszczowych
(WKT) wydzielonych z preparatu smakowo-zapachowego i sera wg Deeth i in. [1983]
i oznaczanych metoda chromatografii gazowej w aparacie firmy Agilent Technologies
zaopatrzonym w detektor masowy (GC/MS). Rozdzial prowadzono w warunkach: kolum-
na 60 mx250 umx0,25 pum, temperatura kolumny 70°C (5 min) do 240°C (4°C/min), gaz
nos$ny hel.

Analiza lotnych zwigzkow. Zwiazki zapachowe ekstrahowano z wodnego homoge-
natu sera (1:1 w/v) metoda mikroekstrakcji do fazy stalej (SPME). Rozdziat prowadzo-
no metoda GC/MS, stosujac nastgpujace warunki: kolumna 60 mx250 pmx0,25 pm,
temperatura kolumny 40°C (5 min) do 240°C (4°C/min), gaz nosny — hel (20 cm’/s),
split 1:1. Identyfikacj¢ analizowanych zwigzkoéw lotnych wykonano na podstawie anali-
zy porownawczej widm masowych z komercyjna biblioteka widm NIST.

Oceng organoleptyczna wyprodukowanych serow przeprowadzono po zakonczeniu
dojrzewania. Obejmowala ona nast¢pujace wyrozniki jakosciowe: zapach, smak, sto-
nos$¢, konsystencja i tekstura. Oceny dokonal 10-osobowy zesp6t w skali S-punktowe;.

OMOWIENIE WYNIKOW

W podstawowym sktadzie chemicznym preparatu parakazeiny zaszczepionym droz-
dzami Y. lipolytica Jll1c zawarto$¢ suchej masy wynosita 24,8%, w tym biatka 12,8%
i thuszczu 7,4%. W preparacie po 4 dniach inkubacji nastapil nieznaczny wzrost liczeb-
nosci komorek drozdzy z 1,2x10° do 7,3x10% j.tk. g'. Towarzyszyt mu tez przyrost
zawartos$ci produktow degradacji biatek i thuszczu (tab. 1). Poziom azotu rozpuszczalne-
go wyrazonego jako procent azotu ogdlnego zwigkszyl si¢ w preparacie ok. 12-krotnie
1 wyniost po tym czasie 36,35%. Natomiast zawarto$¢ wolnych grup aminowych we
frakcji rozpuszczalnej w wodzie i kwasie fosfowolframowym osiagnely poziom odpo-
wiednio 6782 i 751 uM Gly/100 g. Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoka aktywnosc¢
proteolityczng drozdzy Y. lipolytica, ktore przejawiaja zdolno$¢ syntezy pozakomorko-
wych proteaz aktywnych zarowno w §rodowisku kwasnym, jak i zasadowym [Van den
Tempel i Jakobsen 2000, Suzzi i in. 2001, Gdula i in. 2002, Bankar i in. 2009]. Przyrost
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zawartosci wolnych kwasow thuszczowych z 591 do 2666 mg-kg™ $wiadczy tez o inten-
sywnych zmianach lipolitycznych zachodzacych w preparacie parakazeinowym. Jest to
konsekwencja dziatania zewnatrzkomérkowych lipaz uwalnianych przez drozdze
Y. lipolytica. Inni autorzy [Guerzoni i in. 2001, Lanciotti i in. 2005, Czajgucka i in. 2006]
stwierdzali rowniez, ze drozdze Y. lipolytica w $§rodowisku sera generuja znaczne ilosci
wolnych kwasow thuszczowych, ktore w istotnym stopniu wplywaja na ksztattowanie
pozadanych cech smakowo-zapachowych tych produktow.

Tabela 1. Zawarto$¢ produktéw degradacji bialek i thuszczu w preparacie parakazeinowym na
poczatku i po 4 dniach inkubacji z drozdzami Y. lipolytica J1l1c

Table 1. Contents of protein and fat degradation products at the beginning and after 4 days of
incubation of yeast Y. lipolytica J1I1c with paracasein preparation

Czas inkubacji [dni]
Incubation time [days]
0 4

3,17+ 0,22 36,35+0,11

Parametr
Parameter

WSN [% azotu ogdlnego]

WSN [% total nitrogen]

Wolne grupy aminowe — we frakcji rozpuszczalnej w H,O
Free amino groups — in water soluble fraction [uM Gly/100 g]
Wolne grupy aminowe — we frakcji rozpuszczalnej w PTA

921 + 18 6982 + 191

Free amino groups — in PTA 0 751 £31
soluble fraction [uM Gly/100 g]

WKT[mgkg']

FFA 591+ 29 2666 + 44

+SD (odchylenie standardowe) — standard deviation

Uzyskany preparat zdegradowanej parakazeiny jako preparat smakowo-zapachowy
wykorzystano, po termicznej inaktywacji drozdzy, do produkcji seréw o obnizonej do
30% zawarto$ci thuszczu. Sery te zawieraty sol w stgzeniu 1,5 1 3,3%. Po 8 tygodniach
dojrzewania ich podstawowy sklad chemiczny byt zblizony (tab. 2). Sery o wyzszym
stopniu zasolenia roznily si¢ o ok. 1-1,5% wigkszej iloéci suchej masy i o pH = 5,94 od
serow zawierajacych 1,5% soli 1 o pH = 6,19. Natomiast zawarto$ci bialka i tluszczu
w suchej masie badanych serow wyniosty ok. 30%.

Tabela 2. Podstawowy sktad chemiczny i pH seréow niskotluszczowych wyprodukowanych z dodat-
kiem preparatu zdegradowanej parakazeiny po 8 tygodniach dojrzewania

Table 2. Chemical composition and pH of low fat cheeses, produced with preparation of degraded
paracasein after 8 weeks of ripening

Sucha masa Biatko Thuszcz
Ser [% NacCl] [%] [%] [%] pH
Cheese Dry matter Protein Fat

Kontrolny [1.5] 49,940,19  29.49+026 30,9+0,12 5,62+0,05
Control

Doswiadezalny [1.5] 51,0£0,03  30,29+025 30,5+0,17 6,1940,10
Experimental

Kontrolny [3,3] 51,8140,11  29,46+021 32,1+0,08 5,41%0,08
Control

Doswiadezalny [3.3] 52,4740,05 30214020 31,4+0,11 5,94+0,08
Experimental

+SD (odchylenie standardowe) — standard deviation

Acta Sci. Pol.



Posrednie wykorzystanie drozdzy ... 17

Poziom proteolizy w serach w kolejnych okresach dojrzewania okreslono na pod-
stawie oznaczen zawarto$ci azotu rozpuszczalnego w wodzie (rys. 1). W serach otrzy-
manych z dodatkiem preparatu zdegradowanej parakazeiny odnotowano wyzszy stopien
rozktadu biatek w poréwnaniu do sero6w kontrolnych. W 8 tygodniu dojrzewania zawar-
to§¢ WSN w serach o zawartosci soli 1,5 i 3,3% wyniosta odpowiednio 39,54 1 37,67%,
podczas gdy w serach kontrolnych stanowita odpowiednio 14,75 1 11,85% azotu ogol-
nego. Zawarto$¢ wolnych grup aminowych we frakcji rozpuszczalnej w wodzie oraz we
frakcji rozpuszczalnej w kwasie fosfowolframowym (PTA) byla réwniez wyzsza
w serach zawierajacych preparat parakazeinowy (rys. 2). W serach o nizszej zawartosci
soli wynosita odpowiednio 9905 i 5631 uM Gly/100 g, a w serach o wyzszym nasoleniu
8986 uM Gly/100 g i 4697 uM Gly/100 g.

45
40 -
35 { Ll
%‘ 30 :
§ 25 ; oK 1,5%
s aD 1,5%
S . 3,3%
= 2 £1K 3,3%
Z 15 o —
= Y oD 3,3%
10
5
..,0 1 T T 1

0 4 8
Czas [tyg.] — Time [weeks]

Rys. 1. Zmiany zawarto$ci WSN w serach podczas dojrzewania (K — ser kontrolny, D — ser do-
$wiadczalny)

Fig. 1. Changes of WSN in cheesees during ripening (K — control cheese, D — experimental
cheese)

Wyniki uzyskane metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym potwierdzily
glebszy rozklad bialek w tych serach (rys. 3). Po 8 tygodniach stwierdzono w nich
niemal catkowity zanik frakcji ag- i B-kazeiny. W serach kontrolnych natomiast nie
notowano widocznych zmian degradacyjnych kazeiny. W przeprowadzonych badaniach
zaznaczyly si¢ wyraznie roznice w poziomie proteolizy w zaleznosci od stezenia NaCl
w serach. Nalezy to tlumaczy¢ tym, Zze wzrost zawartosci soli zwigzany z obnizeniem
aktywnosci wody wplywa hamujaco na procesy biochemiczne zachodzace podczas doj-
rzewania serow, tak proteolizy jak i lipolizy [McSweeney i Sousa 2000, Sousa i in. 2001].

Po o$miotygodniowym dojrzewaniu w badanych serach stwierdzono tez wyzszy
poziom wolnych kwasow ttuszczowych (WKT) niz w serach kontrolnych otrzymanych
bez dodatku preparatu parakazeinowego (tab. 3). W serach o st¢zeniu 1,5% soli ich
zawarto$¢ wynosila 1965,6 mg/kg, a w serach zawierajacych 3,3% NaCl 1576,7 mg/kg,
podczas gdy w serach kontrolnych odpowiednio 1022,2 i 881,6 mg/kg.
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Rys. 2. Zmiany zawarto$ci wolnych grup aminowych (WGA) we frakcji rozpuszczalnej w wodzie
i PTA w serach podczas dojrzewania (K — ser kontrolny, D — ser do§wiadczalny)

Fig. 2. Changes in free amino groups contents in fraction soluble in water and PTA in cheeses
during ripening (K — control cheese, D — experimental cheese)
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Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny biatek seréw podczas dojrzewania (K — ser kontrolny, D — ser
dos$wiadczalny)
Fig. 3. Protein degradation in cheeses during ripening (K — control cheese, D — experimental
cheese)
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Tabela 3. Zawartos¢ wolnych kwasow thuszczowych (WKT) w serach po 8 tygodniach dojrzewania
Table 3. Concentration of free fatty acids (FFA) contents in cheeses after 8 weeks of ripening

WKT [mg - kg] Suma
Ser [% NacCl] FFA Total

Cheese
Cy Cs C Cip Cnp Cuy Ci Cigo Ciga Ciga

Kontrolny [1,5]

453 284 23,1 43,5 64,3 164,2 1952 123,6 2783 56,3 1022,2
Control

Doswiadezalny [1.5] 79 ¢ 555 637 938 2345 3674 2394 3950 3456 941 1965.6

Experimental

Kontrolny [3,3]

348 23,5 19,8 37,6 58,9 1456 178,5 112,6 235,6 34,7 881,6
Control

Doswiadezalny [3.3] o7 4 545 645 91,1 2273 2987 2258 267.8 1952 844 15767

Experimental

W badanych serach na najwyzszym poziomie uwalniane byly dlugotancuchowe
kwasy tluszczowe: kwas mirystynowy (Ci4), palmitynowy (Cie), stearynowy (Cig.)
i oleinowy (Cg.1). Krotko- i §redniotancuchowe kwasy tluszczowe, takie jak: mastowy
(Cy4), kapronowy (Cy), kaprylowy (Cyg), kaprynowy (Cy¢) i laurynowy (C;;) uwalniane
byty w mniejszych ilosciach. Mniejszy ogdlnie udziat tych kwaséw w serach dojrzewa-
jacych w poréownaniu do dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych potwierdzaja Col-
lins 1 in. [2003]. Jakkolwiek krotko- i $redniotancuchowe kwasy tluszczowe maja naj-
wigkszy udziat w tworzeniu cech smakowo-zapachowych serow sposrod wszystkich
kwasow tluszczowych obecnych w serze. Powstajace w wyniku lipolizy tluszczu
mlecznego WKT nie tylko uczestnicza w tworzeniu cech smakowo-zapachowych
serdw, ale tez sa prekursorami licznych zwiazkéw nadajacych aromat takich jak: mety-
loketony, estry, laktony, alkohole [Delgado i in. 2009; McSweeney i Sousa 2000, Collins
iin. 2003, Szottysik i in. 2008].

W analizie lotnych zwiazkéw zapachowych po wczesniejszej ekstrakcji do fazy
stalej odnotowano obecnos¢ zwiazkdw z grupy ketonow, alkoholi, kwaséw karboksy-
lowych, estrow i alkanow (tab. 4). Najwyzsze st¢zenie lotnych zwiazkéw zapacho-
wych stwierdzono w serach, do ktérych wprowadzono preparat parakazeinowy pod-
dany inkubacji z komoérkami drozdzy Y. lipolytica JIIlc. W liczbie zidentyfikowanych
zwiazkow dominowaty kwasy karboksylowe i ketony. Ich udziat procentowy po za-
konczeniu dojrzewania wynosit odpowiednio: 70,23 i 13,57% w serach o stgzeniu
NaCl 1,5%, natomiast w serach zawierajacych 3,3% NaCl 48,19 i 8,43%. Najwigcej
przy tym wsréd kwasow byto kwasu kaprylowego, a wérdd ketondw: 2-heptanonu
i undekanonu.

W analizie organoleptycznej sery wzbogacone preparatem zdegradowanej paraka-
zeiny zostaty ocenione wyzej pod wzgledem konsystencji i tekstury niz cech smako-
wo-zapachowych (tab. 5). Jakkolwiek sery z dodatkiem preparatu o stgzeniu chlorku
sodu 1,5%, uzyskaly wyzsze noty za smak i zapach niz sery bardziej nasolone. Inni
autorzy stwierdzali rowniez, Ze sery o obnizonej zawartosci soli na skutek intensywniej-
szego przebiegu dojrzewania cechuja lepsze walory smakowo-zapachowe [Wisniewska
i 1999]. Nizsza ocena tych serow w porownaniu z serami kontrolnymi wynikata
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z gorzkiego ich posmaku. Przyczyna mogly by¢ zbyt daleko posunigte procesy degra-
dacji biatek i uwalnianie gorzkich peptydow [Sousa i in. 2001, Ferreira i Viljoean
2003]. Wedtug Pluty i in. [2006] sery niskotluszczowe przy stosunkowo duzej zawar-
tosci wody (47-48%) powinny dojrzewac krdcej, aby nie pogorszyly si¢ ich cechy w
ostatnim okresie dojrzewania.

Tabela 4. Udzial procentowy lotnych zwiazkow zapachowych w serach (kontrolnych — K i do-
$wiadczalnych — D) po 8 tygodniach dojrzewania

Table 4. Relative concentration of volatile aroma compounds in cheeses (control — C and experi-
mental — E) after 8 weeks of ripening

Ser [%NaCl]
Zwiazek Cheese
Compound K15 D15 K3,3 D33
Cl1,5 E1)5 C33 E33
2-heptanon - 10,90 22,19 9,58
2-nonanon 16,63 1,70 7,98 -
Ketony 2-undekanon
Ketones 2-undecanon B 312 - 347
4-metyloheksanon
4-methylhexanon B 0.89 B 0,63
Alkohole
Alkohols 1-nonanol 20,60 1,63 4,62 1,69
kwas mastowy 36,22 6,16 14,48 6,67
butyric acid
kwas kapronowy 26,55 10,81 - 22,79
Kwasy capronic acid
Karboksy-  as kaprylowy - 52,45 - 37,62
lowe caprylic acid
Carboxylic  KWas kaprynowy - 5,24 - 10,14
acids caprynic acid
kwas palmitynowy
S - 0,58 - -
palmitic acid
kwa; stea.rynowy B 0.65 B 0.99
stearic acid
ester etylowy kwasu
mastowego - 3,88 - -
butanoic acid etyl ester
Estry .
ester trimetylowy
Esters
kwasu undekanowego
. S - 0,89 - -
undecanioc acid trime-
thyl ester
eikozan
Alkany eicosane B B 8,07 B
Alcanes heksakozan B 1,10 42.67 6.41
hecsacosane
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Tabela 5. Ocena organoleptyczna seré6w po 8 tygodniach dojrzewania
Table 5. Organoleptic evaluation of cheeses after 8 weeks of ripening

Parametr/punkty
Ser [% NaCl] Parameter/points Ogodtem
Cheese zapach smak stono$¢  konsystencja  tekstura Total
smell taste saltnes  consistence  texture

Kontrolny [1,5] 44 3,8 43 3.4 3.4 19.3
Control
Doswiadezalny [1,5] 4 5 3,6 4,1 43 42 19,5
Experimental
Kontrolny [3,3] 45 3,7 3,1 3,8 3,5 18,6
Control
Doswiadezalny [3.3] 5 32 33 4 42 17,9
Experimental
WNIOSKI

1. Szczep Y. lipolytica J1l1c ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ hydrolityczng moze
by¢ wykorzystany do przygotowania atrakcyjnego dla serowarstwa preparatu smakowo-
-zapachowego, jakkolwiek warunki jego przygotowania (zwlaszcza czas inkubacji)
powinny by¢ zmienione.

2. Wprowadzenie preparatu zdegradowanej przez drozdze Y. lipolytica J111c paraka-
zeiny do ser6w o obnizonej zawartosci thuszczu wptywa na intensyfikacje¢ przemian
biochemicznych zachodzacych podczas ich dojrzewania.

3. Stopien nasolenia seréw ma wplyw na poziom degradacji biatek i thuszczu oraz
powstawanie lotnych zwigzkow zapachowych.

4. Poprawa cech sensorycznych seréw niskottuszczowych przy uzyciu preparatu
zdegradowanej przez drozdze Y. lipolytica J111c parakazeiny wymaga optymalizacji tak
dawki tego preparatu, jak i czasu dojrzewania serow.
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INDIRECT APPLICATION OF YEAST YARROWIA LIPOLYTICA
FOR IMPROVING OF SENSORY PARAMETERS
OF LOW FAT CHEESES

Abstract. The aim of the study was to evaluate possibility of improving quality of low fat
cheeses (content of fat was reduced to 30% in dry matter) by introduction of aroma prepa-
ration obtained with yeast Yarrowia lipolytica J1l1c. The preparation was prepared by in-
troduction of yeast culture to paracasein at concentration 10° cfu-g” and incubation at
temp. 30°C for four days. Afterwards pasteurized and homogenous preparation was added
to cheese milk at concentration of 3%. Following low fat cheeses of 1,5 and 3,3% NaCl
were produced and ripened for 8 weeks. It was shown that application of degraded para-
casein into cheeses caused increase of proteolytic and lipolytic changes. However they
were more advanced in cheeses of lower salt content. But comparing to control cheeses
produced without preparation the experimental cheeses contained higher amounts of low
nitrogen compounds, free fatty acids and volatile aroma compounds. Their sensory para-
meters appeared also different in comparison to control.

Key words: yeast, Yarrowia lipolytica, paracasein, degradation, low fat cheeses, ripening
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WZROST Z SACHAROZY KLONOW DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA Z. GENEM INWERTAZY
7. SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Ewa Walczak, Matgorzata Robak

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem badan byta ocena wzrostu potencjalnych producentéw heterologicz-
nych biatek: klonéw Suc” drozdzy Yarrowia lipolytica A-101. Wzrost z sacharozy oce-
niano dla 26 transformantoéw, dla szczepu wyjsciowego (dzikiego) A-101 i referencyjnego
rekombinowanego szczepu W29 ura3-302. Badane transformanty réznity si¢ zdolnoscia
do wzrostu z sacharozy (dlugos$¢ trwania lag fazy, moment osiagnigcia fazy stacjonarnej
wzrostu). Natomiast bez wzgledu na typ przeprowadzonej modyfikacji nie odnotowano
réznic we wzroscie z fruktozy i glukozy. Oceniano takze wpltyw poczatkowego pH ho-
dowli (6,8) oraz dodatku peptonu (0,1 i 0,01%) na indukcj¢ promotora XPR2. Wykazano,
ze KLON1 oraz KLON10 wyrastaja obficie z sacharozy juz przy minimalnej dawce pep-
tonu (0,01%). Z kolei stabilizacja pH w poczatkowym okresie wzrostu na poziomie 6,8
wplyneta pozytywnie na przebieg hodowli. Nawet w poditozu zawierajacym 30% sacharo-
zy, pomimo dtuzszej lag fazy, klony wyrastaly lepiej z buforem niz bez.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, Suc Ura*, Suc 'Ura’, sacharoza, XPR2, Bioscreen C

WSTEP

Obecnie wiodacymi gatunkami, wykorzystywanymi w badaniach nad produkcja he-
terologicznych biatek, sa: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces
lactis, Hansenula polymorpha, Arxula adeninivorans oraz Yarrowia lipolytica [Gellis-
sen i in. 2005, Robak i Walczak 2009]. Ten ostatni jest kolejnym gatunkiem, zdobywa-
jacym popularnos¢ jako gospodarz w produkcji obcych biatek. W oparciu o rézne sys-
temy ekspresji szczepy Y. lipolytica moga wydziela¢ na litr podtoza nawet kilka gra-
mow bialek, pochodzacych od bakterii, grzybow, roslin lub ssakoéw, w tym ludzi [Juret-
zek 11in. 2001, Nicaud i in. 2002].

Od lat 80. intensywnie rozwijaja si¢ badania dotyczace udoskonalenia szczepoéw
Y. lipolytica, w celu wydajnej produkcji heterologicznych biatek. Dotychczas opisano

Adres do korespondencji — Corresponding author: Malgorzata Robak, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnos$ci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25,
50-375 Wroctaw, e-mail: malgorzata.robak@up.wroc.pl
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zaledwie 16 rekombinowanych szczepoéw Y. lipolytica, potencjalnych producentow
obcych biatek. Szczepy te posiadaja markery genetyczne, gtdéwnie w postaci auksotrofii
leucynowej i uranylowej, umozliwiajace dalsza selekcje transformantéw [Madzak i in.
2005].

Stosunkowo tatwa selekcje producentéw heterologicznych biatek z wklonowanym
obcym genem stanowi zdolno$¢ do utylizacji nietypowych dla tego gatunku zrodet
wegla. Jednym z nich jest sacharoza, ulegajaca hydrolizie pod wplywem inwertazy,
enzymu kodowanego przez gen SUC2 u S. cerevisiae. Dzigki zdolnosci do wzrostu
z sacharozy, rekombinowane szczepy Y. lipolytica moga wykorzystywaé substraty za-
wierajace sacharozg (niehydrolizowana melasa, cukier spozywczy i inne) [Nicaud i in.
1989, Wojtatowicz i in. 1997]. Taka zdolno$¢ do wzrostu z sacharozy wykazuje zaled-
wie osiem rekombinowanych szczepow Y. lipolytica [Madzak i in. 2005].

Rekombinowane szczepy nalezace do tego gatunku drozdzy znacznie ro6znig si¢ wy-
dajnoscia produkcji obcych bialek. Na wydajno$¢ produkcji heterologicznego biatka
wplywa wydajno$¢ ekspresji gendow (sita promotora, regulacja transkrypcji i translacji),
potranslacyjne modyfikacje oraz sposob wydzielania biatka [Watson i in. 2008]. Stosowa-
nie indukcyjnych promotoréw umozliwia kontrol¢ zard6wno momentu, jak i poziomu
ekspresji genu. Promotor XPR2, wykorzystany w wielu projektach zaktadajacych produk-
cje heterologicznych bialek, jest najlepiej poznanym i najczgéciej stosowanym sposrod
znanych promotorow Y. lipolytica [Nicaud i in. 1989, Hamsa i in. 1994, Park i in. 1997].

Pomimo pozyskania przez niezalezne laboratoria szczepéw bedacych potencjalnymi
producentami obcych biatek wciaz poszukiwani sa nowi gospodarze, pochodzacy od
szczepow dzikich izolowanych z naturalnych zrdodet. Takim szczepem jest izobat
Y. lipolytica A-101 zdeponowany w kolekcji kultur w Katedrze Biotechnologii i Mikro-
biologii Zywnos$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, ktéry poddano trans-
formacji, uzyskujac liczne klony o fenotypie Suc' [Walczak i in. 2007a,b].

Celem pracy byta ocena zdolnosci do wzrostu z sacharozy, glukozy i fruktozy klo-
néw Y. lipolytica o fenotypie Suc Ura" oraz Suc'Ura” posiadajacych gen inwertazy
z S. cerevisiae. Analizowano takze wptyw dodatku peptonu w dawce 0,1 i 0,01% oraz
buforu fosforanowego o pH 6,8 jako czynnikéw indykujacych promotor XPR2, warun-
kujacego ekspresje¢ genu SUC2.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizmy. Przedmiotem badan byto 26 zmodyfikowanych genetycznie szcze-
péw drozdzy Yarrowia lipolytica, otrzymanych na drodze transformacji szczepu dzikiego
Y. lipolytica A-101 (MATA,Ura'Suc’) ekspresyjna kaseta drozdzowa z plazmidu
pINA302. Kaseta drozdzowa integrujaca w obrebie genu URA3, zawierala sekwencje
genu SUC2 drozdzy S. cerevisiae znajdujacego si¢ pod kontrola promotora indukcyjnego
i terminatora genu XPR2 drozdzy Y. lipolytica. Pozyskane klony wykazywaly fenotyp
Suc'Ura” lub Suc'Ura" i byly wynikiem integracji kasety drozdzowej odpowiednio
w homologiczne lub przypadkowe (heterologiczne) miejsce genomu. Zestawione w tabeli 1
szczepy drozdzy otrzymano w 2007 roku [Walczak i in. 2007a,b].

Mikrohodowle prowadzono w analizatorze Bioscreen C, umozliwiajacym wykona-
nie rownolegle 200 mikrohodowli oraz pomiar ggstosci optycznej (ODyp.580 nm) €O 15
min. Do mikrostudzienek kasety wprowadzono 300 ul podioza plynnego z tiaming
(MMT). Zrodto wegla stanowita glukoza (1%), fruktoza (1%) lub sacharoza (1-30%).
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Tabela 1. Stosowane szczepy Y. lipolytica
Table 1. Applied Y. lipolytica strains
Lp. |Szczep Y .lipolytical Genotyp Fenotyp
No. | Strain Y .lipolytica Genotype Phenotype
L. A-101 WT MATA URA3 SucUra"
2. |W 29 ura3-302 ref. MATA, ura3-302:pXPR2::SUC2 Suc'Ura’
3. A-101 A18 MATA, ura3-302:pXPR2::SUC2
4. A-101 B55-3 MATA, ura3-302:pXPR2::SUC2 Suc*Ura:
5. A-101 B54-6 MATA, ura3-302:pXPR2::SUC2
6. A-101 B57-4 MATA, ura3-302:pXPR2::SUC2
7. | A-101 KLON 1 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
8. | A-101 KLON 10 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
9. A-101 B7-6 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
10. A-101 B14-6 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
11. | A-101 B10A-5 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
12. A-101 B56-5 MATA, X-302:pXPR2::SUC2 Suc'Ura”
13. A-101 B58-2 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
14. A-101 B59-3 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
15. A-101 B60-4 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
16. A-101 B61-5 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
17. A-101 B62-1 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
18. | A-101 KLON 11 MATA Suc'Ura"
19. | A-101 KLON 12 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
20. | A-101 KLON 14 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
21. | A-101 KLON 17 MATA, X-302:pXPR2::SUC2
22. | A-101 KLON 19 MATA URA3
23. | A-101 KLON 26 MATA
Suc'Ura"
24. | A-101 KLON 29 MATA
25. | A-101 KLON 34 MATA
26. | A-101 KLON 35 MATA
27. | A-101 KLON 38 MATA
28. | A-101 KLON 41 MATA
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W celu indukcji promotora XPR2 dodano do podtoza 0,1 lub 0,01% peptonu oraz w wy-
branych wariantach hodowli 50 mM bufor fosforanowy o pH 6,8. Uracyl (20 mg - I™)
dodawano w hodowli klonéw niezdolnych do syntezy uracylu (fenotyp Ura’). Inokulum
(50 pl) stanowita 24-godz. hodowla wstrzasana drozdzy, prowadzona w podiozu YPG,
w temp. 28°C, standaryzowana w sterylnym ptynie fizjologicznym do ggstosci zawiera-
jacej okoto 4 - 10® komorek w mL. Gesto$é wyznaczono z rownania krzywej zaleznosci
OD:sso od ilosci komorek obecnych w 1 ml. Komérki drozdzy liczono w komorze Tho-
ma, zliczajac komorki w trzech preparatach mikrobiologicznych. Hodowle prowadzono
w temp. 25°C, przez 72-96 godz., przy ciaglym wstrzasaniu. Kazdy wariant hodowli
wykonano w trzech powtdrzeniach. Kontrole czystosci stanowito 300 UL podioza bez
inokulum. Zastosowanie programu BioLink umozliwito $ledzenie krzywych wzrostu w
trakcie prowadzenia hodowli. Dla wybranych klonéw i wariantoéw podtoza wyznaczo-
no: maksymalny przyrost OD w czasie (AOD .y, h'l), plon biomasy (OD,,.x), czas trwa-
nia lag fazy (h) oraz czas wzrostu (h).

Oznaczenie glukozy, fruktozy i sacharozy. Cukry oznaczano metoda HPLC na ko-
lumnie Animex HPX 87H polaczonej z detektorem RI w temperaturze pokojowej.
Szybko$é przeptywu fazy ciektej (0,01N H,SO,) wynosita 0,6 ml - h”'. Ubytek substra-
tu (sacharozy) oraz przyrost i ubytek produktow (glukozy i fruktozy) obliczono
z powierzchni piku, w odniesieniu do standardéw [Rywinska 2008].

OMOWIENIE WYNIKOW

Wszystkie badane klony o fenotypie Suc'Ura” wykazywaty zblizone wartosci plonu
biomasy w mikrohodowli prowadzonej w podtozu MMT z 1% glukozy (rys. 1). Pewne
zroznicowanie widoczne bylo w diugosci trwania lag fazy poszczegélnych szczepow.
Najwyzszy plon biomasy (1,78), przy najkrotszym czasie lag fazy (4 h) oraz maksymal-
nej szybkosci wzrostu réwnej 0,091 h' odnotowano dla genotypu transformanta
KLON10. Najdluzszy czas lag fazy (~24 h) odnotowano dla szczepu referencyjnego
W29ura3-302 oraz dla szczepu KLONI. Ten ostatni oraz B56-5 wyrastaly najlepiej
w podtozu MMT z 1% sacharozy i 0,1% peptonu, osiagajac podobna ilo$¢ biomasy
(OD = odpowiednio 1,13 i 1,14), przy maksymalnym przyroscie OD w czasie: 0,12 h™'
0,057 h! (rys. 1). Krzywe wzrostu pozostatych klonéw mialy przebieg liniowy, a mak-
symalny plon biomasy nie przekroczyt 0,7 (OD). Szczep wyjSciowy nie wyrastal
w warunkach do$wiadczenia.

W odrebnym do$wiadczeniu stwierdzono, ze poszczegdne klony o fenotypie Suc Ura"
w zréznicowany sposob wyrastaja w podtozu MMT z 1% sacharozy i 0,1% peptonu
(rys. 2). Oceniano wzrost szczepu wyjsciowego oraz 13 klonéw. Krzywe sporzadzone
dla wigkszosci transformantow, a zwlaszcza dla KLONI10, obrazuja liniowy wzrost
drozdzy i wskazuja jednoczes$nie na zroéznicowany metabolizm szczepow. Tym razem
najwyzszy plon biomasy odnotowano dla KLON1 i KLON10. Wynosit on 1,48 i 1,55
warto$ci OD, przy maksymalnym przyroécie w czasie 0,11 h™ i 0,06 h™', odpowiednio
dla pierwszego i drugiego z opisywanych klonow. Wartos¢ maksymalnej szybkos$ci
wzrostu szczepu KLON1, wyznaczona w dwoch doswiadczeniach byta podobna (0,12 h™!
oraz 0,11 h™"). Niemniej szybkos¢ wzrostu transformantoéw byta ponad dwukrotnie niz-
sza niz warto$¢ wyznaczona przez Robak [2007] dla szczepu wyj$ciowego (dzikiego)
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A-101 i jego mutantéw octanowych wyrastajacych w podtozu MMT z glukoza. Szczep
dziki (A-101) oraz mutanty octanowe w zrdéznicowany sposob wyrastaty takze w podto-
7u z glicerolem, octanem sodu, etanolem. Zatem nieukierunkowane zmiany w genomie,
czyli mutacje spowodowane naswietlaniem w UV, prowadza do pozyskania szczepow
o zroznicowanych wilasciwosciach metabolicznych. Mozliwe jest, Ze obserwowane
roznice we wzro$cie pozyskanych klonéw o fenotypie Suc’, uzyskanych po transforma-
¢cji jednego szczepu wyjsciowego ta sama sekwencja, mogly by¢ spowodowane integra-
cja kasety w odmienne miejsca genomu. Moze to by¢ zwiazane z wpltywem ,,sasiedz-
twa” roéznych sekwencji na regulacje¢ ekspresji genu inwertazy lub obecnoscia dwoch
kopii wprowadzonego genu SUC2 potwierdzong w badaniach dla B56-5 (wyniki przy-
gotowywane do druku). Efektem tego moze by¢ zroéznicowana indukcja promotora
XPR2 u roznych szczepoéw. Bez peptonu klony Y. lipolytica z genem inwertazy nie sa
zdolne do wzrostu w podlozu z sacharoza. Indukcje¢ peptonem promotora XPR2 odno-
towali juz w 1989 roku Nicaud i in., a potwierdzili Blanchin-Roland i in. [1994] oraz
Madzak i in. [2000], wykazujac jednoczesnie wplyw pH na regulacje jego ekspresji.
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Rys. 1. Wzrost klonéw o fenotypie Suc Ura" na podtozu MMT z 1% glukozy oraz z 1% sacharo-
zy 1 0,1% peptonu

Fig. 1. Suc'Ura" clones growth on MMT medium with 1% glucose and 1% sucrose and 0,1%
peptone
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Fig. 3. Growth of Suc'Ura’ strains on MMT medium with 0,1% peptone, 1% sucrose and uracil
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Wada stosowania tego promotora w produkcji biatka prowadzonej na skalg przemy-
stowga jest konieczno$¢ regulacji jego aktywnosci, wymagajaca obecno$ci peptonu lub
utrzymania odpowiedniego pH $rodowiska. Dlatego dazy si¢ do pozyskania klondw,
u ktorych juz minimalna dawka peptonu warunkuje aktywnos$¢ promotora. W przypad-
ku badanych transformantéw zastosowano dwie dawki peptonu: 0,01 i 0,1%. Z danych
przedstawionych na rysunku 2 wynika, ze przy dawce 0,1% wyrastaja wszystkie klony,
a niektorym do wzrostu z sacharozy wystarcza juz 0,01% peptonu. Zatem dla pozyska-
nych klonéw wystarczajaca dawka induktora jest od 1,7 do 50 razy mniejsza, niz dawka
odnotowana przez innych badaczy [Nicaud i in. 1989, Forster i in. 2007]. W niezalez-
nych badaniach stwierdzili oni, ze niezb¢dna dawka peptonu, warunkujaca ekspresje
inwertazy wynosi od 0,17 do 0,5%. W warunkach doswiadczenia przy 0,01% dodatku
peptonu dobrze wyrastalty dwa transformanty: KLON1 i KLON10. Wysoki byt plon
biomasy (odpowiednio 1,69 i 1,65 OD) i zadowalajacy przyrost OD w czasie (odpo-
wiednio 0,11 i 0,094 h™") (rys. 2). Czas trwania lag fazy dla KLON1 by} taki sam jak
w hodowli z 0,1% peptonu, a dla KLON10 byt krotszy o ponad 3 godziny. Wydaje sig
wigc, ze promotor XPR2 u tych dwoch klonow jest w inny sposob regulowany niz
u pozostatych transformantow, ktére przy 0,01% peptonu nie byly zdolne do wzrostu
z sacharozy. Prawdopodobnie indukcja samego promotora u tych klonoéw jest gtownie
wynikiem dziatania pH, a mniej peptonu. Podobne spostrzezenia odnotowali Forster
iin. [2007].

W kolejnym do$wiadczeniu analizowano wzrost w podtozu MMT z 1% sacharozy
i 0,1% peptonu klonéw o fenotypie Suc'Ura. Wyrastaly one stabiej z sacharozy niz
klony o fenotypie Suc'Ura’ (rys. 3). Najwyzszy plon biomasy, rowny 1,09 OD, przy
$rednim maksymalnym przyroscie OD 0,054 h™', stwierdzono dla szczepu referencyjne-
go W29ura3-302. Sposrod pozyskanych transformantdw najwyzszy plon biomasy (OD
0,751), najwiekszy maksymalny przyrost OD w czasie (0,072 h™') i najkrétszy okres lag
fazy (4 h) odnotowano dla klonu B55-3. Pozostate klony wyrastaty stabiej i nie osiagne-
ty stacjonarnej fazy wzrostu.

Kolejng mikrohodowle prowadzono dla szczepu wyjsciowego, klonéw o fenotypie
Suc'Ura" (B56-5) oraz Suc Ura” (A18 oraz B57-4). Jako zrédto wegla zastosowano 1%
sacharozy, 1% fruktozy lub 1% glukozy. Jednolity wzrost klonéw odnotowano na pod-
tozu z 1% glukozy oraz 1% fruktozy (rys. 4). Szczep wyjsSciowy (dziki) oraz B57-4
wyrastaty najlepiej z glukozy, osiagajac plon biomasy (OD) 1,67 i 1,64. Dla pozosta-
tych klonéw warto$¢ ta byta minimalnie nizsza. Dla wszystkich szczepéw oraz rodzica
mozna zaobserwowac, ze wzrost logarytmiczny transformantéow trwat 12-24 godzin
hodowli na glukozie i 18-30 h hodowli na fruktozie, co §wiadczy o tym, ze przeprowa-
dzone modyfikacje nie wptynely na szybko$¢ wykorzystania glukozy i fruktozy. Nato-
miast przeprowadzona analiza ponownie wykazala zréznicowana zdolno$¢ wybranych
klonow do hydrolizy sacharozy (rys. 4). Szczep B56-5 osiagal najwigkszy plon biomasy
oraz wykazywat najwigkszy przyrost OD w czasie.

W badaniach z wykorzystaniem promotora XPR2 warunkiem jego indukcji jest
dodatek peptonu oraz utrzymanie pH 6,8 hodowli np. przez dozowanie 2,5-10 N NaOH.
Dlatego w nastgpnym cyklu mikrohodowli analizowano wplyw buforu fosforanowego
pH 6,8 na plon biomasy, szybkos¢ przyrostu OD oraz dlugos¢ lag fazy szczepu wyj-
$ciowego i trzech klonéw o fenotypie Suc Ura": KLON1, B56-5 oraz B60-4.
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Rys. 4. Wzrost wybranych klonéw na podtozach MMT z 1% sacharozy i 0,1% peptonu; 1%
glukozy oraz 1% fruktozy

Fig. 4. Growth of selected strains on MMT medium with 1% sucrose and 0,1% peptone; 1%
glucose and 1% fructose

Zastosowano podtoze MMT z sacharoza w ilosci od 1 do 30%, z 0,1% dodatkiem pep-
tonu oraz buforem fosforanowym pH 6,8. Obecnos¢ buforu pozytywnie wptyneta na
plon biomasy uzyskanej w podtozu z ré6znymi dawkami sacharozy. Wszystkie klony
wyrastaly lepiej w zbuforowanym podlozu (rys. 5). Nie odnotowano znacznych zmian
we wzroscie w podtozu zawierajacym od 1 do 10% sacharozy, a najwigkszy plon bio-
masy (OD = 1,493) uzyskano dla KLON1 w podtozu z 5% sacharozy. Dopiero przy 20
1 30% dawce zrodta wegla obserwowano nizszy wzrost klonéw. W podtozu bez dodatku
buforu fosforanowego pH 6,8 najwyzszy plon biomasy (OD = 1,281) uzyskano dla
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B56-5 w podtozu z 10% sacharozy, w ktorym takze pozostale szczepy wyrastaly najle-
piej. Najwigkszy wplyw obecnosci buforu na plon biomasy dla wszystkich klonow
odnotowano w podtozu z 1 i 5% sacharozy. Odnotowano az 0,7 punktu réznicy OD.
Natomiast jednoczesnie ze wzrostem stgzenia sacharozy malat wptyw buforu na plon
biomasy. Prawdopodobnie zastosowany uktad buforowy byt za staby w stosunku do
ilosci wydzielanego kwasu cytrynowego i obserwowano zahamowanie wzrostu droz-
dzy. Drozdze te sa znane z biosyntezy cytrynianu, znacznie zakwaszajacego podloze

[Wojtatowicz i in. 1997].
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Szczep — Strain

1. Y. lipolytica
A-101
KLON 1

2. Y. lipolytica
A-101 B56-5

3. Y. lipolytica
A-101 B60-4

4. Y. lipolytica
A-101 WT

Rys. 5. Wzrost klonéw o fenotypie Suc Ura" na podtozu MMT z 1-30% sacharozy, 0,1% peptonu oraz bufo-

rem fosforanowym o pH 6,8

Fig. 5. Growth of Suc'Ura" strains on MMT medium with 1-30% sucrose, 0,1% peptone and phosphate

buffer pH 6,8
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Stwierdzono pozytywny wptyw obecnosci buforu fosforanowego o pH 6,8 na szyb-
kos$¢ wzrostu i to bez wzgledu na stezenie sacharozy w podlozu. W zbuforowanym
podtozu MMT szybko$¢ przyrostu OD dla KLON1 i B56-5 rosta wraz z gradacja st¢ze-
nia sacharozy, osiagajac maksymalna warto$¢ w podlozu z 20% sacharozy (odpowied-
nio 0,076 i 0,124 h™) (rys. 5). Dla szczepu B60-4 maksymalna szybko$é przyrostu OD
odnotowano w podtozu z 5% sacharozy (0,096 h™). W przypadku drozdzy hodowanych
w podtozu bez buforu fosforanowego, maksymalne szybkosci przyrostu OD byly mniej-
sze 1 to bez wzgledu na stezenie zrodta wegla. Najwyzsze wartosci przyrostu OD (0,088
i0,08 h™") odnotowano przy 1 i 5% sacharozy, odpowiednio dla KLON1 oraz B56-5.

Dodatek buforu miat takze wpltyw na dlugos¢ trwania lag fazy klonow. Obecno$é
buforu fosforanowego spowodowata wydtuzenie lag fazy dla wszystkich klonéw (rys. 5).
Jedynie klon B60-4 w podtozu z 10% sacharozy miat krétszy czas lag fazy niz w podto-
zu bez buforu. W podlozu MMT bez dodatku buforu czas lag fazy byl zdecydowanie
krotszy, a wzrost stezenia sacharozy powodowal jego wydluzenie do 10-12 godzin.
Najwigksze roznice w czasie trwania lag fazy (8-11 h), ze wzgledu na obecno$¢ lub
brak buforu obserwowano w podtozu z 5 1 20% sacharozy.

WNIOSKI

1. Transformanty drozdzy Yarrowia lipolytica A-101 o fenotypie Suc'Ura’ oraz
Suc'Ura” w rézny sposob wyrastaty z sacharozy. Wynika to prawdopodobnie z integra-
cji ekspresyjnej kasety drozdzowej w roézne miejsca genomu oraz odmiennej indukcji
promotora XPR2.

2. Dwa klony o fenotypie Suc'Ura” wyrastaty z sacharozy, przy nie opisanej dotad
bardzo niskiej dawce peptonu (0,01%). Dla pozostatych klonow niezbedne byto stoso-
wanie dziesigciokrotnie wigkszej dawki induktora.

3. Stwierdzono takze, ze w zbuforowanym $rodowisku (pH 6,8) komoérki intensyw-
nie si¢ dzielily, nie osiagajac stacjonarnej fazy wzrostu.

4. Badane klony nie réznity si¢ we wzroscie z glukozy oraz fruktozy. Wprowadzone
modyfikacje genetyczne nie wplyngly na komoérkowy metabolizm tych zrodet wegla.
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GROWTH ON SUCROSE OF YARROWIA LIPOLYTICA
YEASTS CLONES WITH INVERTASE GENE
FROM SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Abstract. The aim of the study was to evaluate the growth of potential heterologous pro-
teins producers: Suc’ clones of Yarrowia lipolytica A-101. Growth of 26 transformants,
parental strain (wild) and reference strain W29ura3-302 was studied. Transformants
showed differences in the ability of growth on sucrose (biomass, lag time duration, begin-
ning of stationary phase). Beside the type of transformation, no differences in yeasts
growth were observed on glucose and fructose.
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Influence of pH (6,8) and peptone addition (0,01 and 1%) on XPR2 promoter induction
was analyzed. Both inducers were effective, allowing yeasts growth on sucrose. Growth
of two transformants: KLON1 and KLON10 on sucrose was abundant, even with minimal
peptone dose (0,01%). Stabilization of pH at 6,8 in the first hours of yeasts growth had a
positive effect on culture. Clones grew better with buffer in the medium with 30 % su-
crose, a substrate concentration which has induced longer lag phase.

Key words: Yarrowia lipolytica, Suc'Ura®, Suc'Ura’, sucrose, XPR2, Bioscreen C
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