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NAUKOWE, EKONOMICZNE I SPOŁECZNO-PRAWNE 
UWARUNKOWANIA PRODUKCJI I SPRZEDAŻY 
ŻYWNOŚCI GENETYCZNIE MODYFIKOWANEJ 
W POLSCE 

Marek Kramarz1, Karol Kramarz2 1 
1Uniwersytet Ekonomiczny we Wrocławiu 
2Uniwersytet Wrocławski  

Streszczenie. Opisano zagadnienia dotyczące wprowadzania do środowiska i do obrotu 
handlowego organizmów genetycznie modyfikowanych w Polsce, Unii Europejskiej 
i w innych krajach świata. Przedstawiono korzyści wynikające z zastosowania organi-
zmów genetycznie modyfikowanych w produkcji: żywności, leków i enzymów. Podkre-
ślono znaczenie znakowania żywności modyfikowanej genetycznie w celu wyeliminowa-
nia uprzedzeń i niechęci konsumentów wobec tych produktów. Oceniono stan świadomo-
ści społecznej w dziedzinie GMO oraz oficjalne stanowisko władz w Polsce. 

Słowa kluczowe: GMO, żywność genetycznie modyfikowana, żywność transgeniczna 

WSTĘP 

Problematyka organizmów genetycznie modyfikowanych – GMO (Genetically Mo-
dified Organisms) budzi liczne kontrowersje w środowiskach naukowych oraz wśród 
odbiorców i konsumentów  tych produktów. Przyjmuje się, że twórcami GMO byli 
w 1973 r. Stanley Cohen z Uniwersytetu Stanforda i Herbert Boyer z Uniwersytetu 
Kalifornijskiego, którzy opracowali łatwą metodę wymiany genów pomiędzy różnymi 
organizmami [Benson 2009], to jednak pierwszym, który już w 1972 r. zastosował me-
tody inżynierii genetycznej do modyfikacji bakterii Pseudomonas, był Chakrabarta – 
patent US nr 4 259 444 [1972]. Otrzymał mikroorganizm zdolny do biodegradacji wę-
glowodorów zanieczyszczających środowisko w wyniku np. awarii tankowców. Dzięki 
osiągnięciom inżynierii genetycznej w latach osiemdziesiątych ubiegłego wieku uzy-
skano zmodyfikowane ludzkim genem, odpowiedzialnym za produkcję insuliny, ko-
mórki drożdży piekarskich i bakterie E. coli, które zostały następnie wykorzystane do 
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Spożywczych, Uniwersytet Ekonomiczny we Wrocławiu, ul. Komandorska 118-120, 53-345 
Wrocław, e-mail: marek.kramarz@ue.wroc.pl 
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produkcji insuliny [Keen i in. 1980]. W 1998 r. Office of Naval Research opatentowało 
genetycznie zmodyfikowany mikroorganizm niszczący odpadowy poliuretan, metale, 
plastyki, gumę i paliwa. Wyniki tych badań zostały jednak utajnione. 

Pierwszym transgenicznym produktem żywnościowym, wprowadzonym w USA do 
obrotu handlowego w 1994 roku przez firmę Calgene, były pomidory o nazwie handlo-
wej Flavr Savr [Kramer i Redenbaugh 1994]. Pomidory te dłużej zachowywały świe-
żość, były większe i bardziej czerwone oraz łatwiejsze w transporcie. Do genomu po-
midora Flavr Savr wprowadzono odwrócony gen poligalakturonazy – enzymu rozkłada-
jącego ścianę komórkową, odpowiedzialnego za proces dojrzewania i mięknięcia owo-
cu. RNA powstałe w wyniku transkrypcji odwróconego genu łączyło się komplemen-
tarnie z transkryptem prawidłowego genu PG, co uniemożliwiało przyłączenie się rybo-
somu, i ostatecznie syntezę enzymu. 

Uważa się, że pomidory transgeniczne są bardziej wartościowe, ponieważ nie są 
zrywane z krzaka w stadium dojrzałości przemysłowej, ale w momencie gdy są jeszcze 
twarde i zielone. W tym samym roku otrzymano w Campbell Institute for Research and 
Technology w Davis transgeniczne pomidory o podwyższonej zawartości suchej masy, 
pozwalające uzyskać więcej koncentratu [Martineau i in. 1995]. Jako wektora wprowa-
dzającego do rośliny gen ipt, kodującego transferazę izopentenylu, który odpowiada za 
szybszy wzrost masy, użyto symbiotycznego szczepu Agrobacterium tumefaciens [de la 
Riva i in. 1998]. Pomidory mają nie tylko większą masę (przeciętnie o 10%), ale odzna-
czają się też wyższą zawartością cukrów i kwasów organicznych. 

TRADYCYJNE I NOWOCZESNE TECHNIKI 
MODYFIKACJI GENETYCZNYCH 

Od tysięcy lat rolnicy i hodowcy dążą do uzyskiwania udoskonalonych odmian ro-
ślin i zwierząt, stosując metody krzyżowania, czy hybrydyzacji. W rezultacie tych, 
najczęściej przypadkowych, pozalaboratoryjnych doświadczeń w zakresie kombinacji 
genetycznych i selekcji najlepszych osobników, dzisiejsze rośliny uprawne są zdecy-
dowanie inne od ich historycznych odpowiedników. Przodek kukurydzy w niczym nie 
przypomina współczesnej rośliny. Truskawka powstała w wyniku skrzyżowania po-
ziomki amerykańskiej z dziką truskawką, a jej dorodne i słodkie owoce zdecydowanie 
nie przypominają tych z pierwotnej dzikiej rośliny [Darrow 1966]. 

Współczesne techniki modyfikacji genetycznych oparte na metodach inżynierii ge-
netycznej, odznaczają się kilkoma zasadniczymi zaletami. Dają możliwość wykorzysta-
nia bakterii, po wprowadzeniu do ich komórek genu eukariotycznego w uproszczonej 
formie, jako fabryk wytwarzających oczekiwany produkt białkowy. Wprowadzenie 
obcego genu do komórki zwierzęcej jest ważne dla badania działania genu i może być 
podstawą terapii genowej. Rośliny są często wzbogacane w dodatkowe geny, dzięki 
czemu mogą nabierać odporności na szkodniki lub warunki środowiska, albo produko-
wać w większej ilości składniki odżywcze. Manipulacje genami eukariotycznymi sta-
wiają jednakże przed współczesną biotechnologią wiele problemów natury etycznej 
[Berg i in. 2007]. 

Strategie transformacji genetycznej są zróżnicowane, ogólnie można podzielić je na 
techniki wektorowe i bezwektorowe (bezpośrednie). W metodach wektorowych wyko-
rzystuje się organizm pośredniczący (wektor), przenoszący transgen do komórki biorcy. 
Komórki zwierzęce transformuje się między innymi przy użyciu wirusów. W przypadku 
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roślin często używany jest do transformacji plazmid Ti. Jest on izolowany z powszech-
nie występujących bakterii glebowych Agrobacterium tumefaciens, które zakażają ro-
śliny i wprowadzają do nich obce geny. Pochodne plazmidu Ti mogą być używane jako 
wektory do wprowadzania obcych genów do komórek roślinnych [de la Riva i in. 1998]. 
W technikach bezpośrednich stosuje się szereg różnych metod ułatwiających transge-
nowi pokonanie bariery, jaką jest błona komórkowa biorcy. Elektroporacja, czyli prze-
nikanie DNA wspomagane impulsem elektrycznym, metody biolistyczne – gene gun, 
wstrzykiwanie DNA do jądra – mikroiniekcja, makroiniekcja, środki zwiększające 
przepuszczalność błony komórkowej, np. glikol polietylenowy [How Bacillus…2000]. 

ŚWIATOWE TENDENCJE W PRODUKCJI 
ŻYWNOŚCI TRANSGENICZNEJ 

W ciągu 10 lat areał uprawny roślin transgenicznych na świecie wzrósł z 44 do po-
nad 100 mln ha, w tym ponad 70% to uprawy w USA, gdzie 90% produkcji roślinnej 
stanowią rośliny genetycznie modyfikowane. W USA hoduje się prawie 75% wszyst-
kich transgenicznych roślin na świecie, których odmiany powstały w laboratoriach 
wielkich przedsiębiorstw biotechnologicznych, jak Monsanto, Pionner, Cargill, Basf. 
Koncerny te oferują swoje chronione licznymi patentami produkty krajom rozwijającym 
się, odczuwającym deficyt żywności i przewidują wzrost swoich obrotów do poziomu 
200 mld dolarów.  

Cele modyfikacji genetycznych organizmów, których efektem są nowe produkty 
transgeniczne, w tym przede wszystkim żywność, trafiające następnie do obrotu handlo-
wego, są różnorodne, wśród których można wyróżnić [Twardowska i Twardowski 1997]: 
1. Konieczność wzrostu produkcji żywności w związku z wysokim tempem przyrostu 

ludności, przede wszystkim w krajach południowej półkuli. Charakterystyczne jest, 
że bogate i dysponujące nadmiarem żywności kraje Europy nie są zainteresowane 
we wprowadzaniu upraw roślin genetycznie modyfikowanych. 

2. Wzrost odporności roślin na zarazy i szkodniki, czyli wzrost odporności na stresy 
biotyczne. Do większości genetycznie modyfikowanych roślin wbudowuje się gen 
bakterii Bacillus thuringensis kodujący substancję toksyczną dla insektów. Bakteria 
ta jest całkowicie nieszkodliwa dla człowieka, badania nie wykazały również nega-
tywnego wpływu produkowanych przez nią endotoksyn na ludzi [How Bacillus…  
2000]. Rośliny mające gen, odpowiedzialny za produkcję endotoksyn nie wymagają 
stosowania insektycydów. 

3. Wzrost odporności roślin na herbicydy o szerokim spektrum działania. Dotyczy to 
głównie kukurydzy, soi i rzepaku, ziemniaków. Firma Monsanto opracowała trans-
geniczną soję odporną na działanie produkowanego przez siebie herbicydu oraz 
ziemniaki zawierające toksynę BT, na których nie żeruje stonka. Genetyczna mody-
fikacja kukurydzy uodparnia ją na groźnego szkodnika roślin łodygowatych, zwa-
nego European corn borer, bo przybyłego do USA z Europy. Agr Evo i Ciba-Geigy 
produkują kukurydzę odporną na wytwarzane przez te firmy uniwersalne herbicy-
dy. Uprawa takiej kukurydzy jest łatwiejsza i mniej pracochłonna, przy czym 
przyjmuje się, że jest przez to średnio o 20% tańsza niż uprawa roślin niemodyfi-
kowanych. Ma to szczególne znaczenie w przypadku produkcji biopaliwa na przy-
kład z rzepaku, wpływając znacząco na cenę biodiesla. 
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4. Wzrost tolerancji na niekorzystne warunki środowiska. Taka modyfikacja roślin 
umożliwia ich uprawę na terenach skażonych chemicznie, zasolonych, zanieczysz-
czonych metalami ciężkimi – fitoremediacja. Możliwa jest również uprawa roślin 
genetycznie modyfikowanych niewrażliwych na warunki pogodowe, odpornych na 
tzw. stresy abiotyczne: suszę (np. pszenica) lub niskie temperatury (truskawki). 
W konsekwencji produkcję żywności można przybliżyć konsumentowi, obniżając 
dzięki temu koszty transportu i straty żywności. 

5. Modyfikacja mikroorganizmów do efektywniejszej produkcji żywności lub metabo-
litów uzyskiwanych w przemyśle np. farmaceutycznym. Genetycznie modyfikowa-
na chymozyna z drożdży zastępuje podpuszczkę, tradycyjnie izolowaną z żołądków 
cieląt, stosowana do ścinania mleka w procesie produkcji sera. Transplantacja genu 
STA2 z jednego ze szczepów drożdży gorzelnicznych, odpowiedzialnego za roz-
kład dekstryn, do drożdży piwowarskich, pozwoliła na lepsze wykorzystanie nie-
asymilowanych cukrów z podłoża, dekstryn powstających w procesie zacierania 
słodu. Zmodyfikowane drożdże są stosowane w browarze w Nutfield w Wielkiej 
Brytanii i pozwalają otrzymać jasne piwo, dolnej fermentacji, o większej o 1% za-
wartości alkoholu, charakteryzujące się pełnym smakiem, z lekko owocowym aro-
matem. Przemysł 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 groźna dla ludzi – bytuje w warun-
kach naturalnych w przewodzie pokarmowym a wyprodukowana insulina ma 
w pełni właściwości enzymu ludzkiego [Keen i in. 1980]. 

6. Produkcja żywności o wyższych wartościach. Opracowano nową odmianę ryżu – 
Golden rice, z myślą o dzieciach azjatyckich cierpiących na niedobór witaminy A, 
z transplantowanym genem z żonkila, podnoszącym poziom beta-karotenu. Ryż ma 
ponadto złocisty kolor, wywołujący pozytywny odbiór u klientów [Beyer i in. 2002]. 

7. Wzrost odporności roślin na warunki i czas składowania, transport, ciemnienie 
pouderzeniowe, opóźnienie okresu dojrzewania, zwłaszcza owoców. Poprawia to 
wartość odżywczą i sensoryczną produktów żywnościowych przez zmniejszenie 
strat białek, niezbędnych aminokwasów, witamin, składników mineralnych oraz po-
lepszenie składu kwasów tłuszczowych. 

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

Pierwsze uregulowania prawne pojawiły się w Polsce w 1997 roku w postaci zmiany 
ustawy o ochronie i kształtowaniu środowiska, a na skutek obligatoryjnego dostosowa-
nia przepisów naszego prawa do wymogów unijnych [Dyrektywa Parlamentu…2001] 
została uchwalona ustawa z 22.06.2001 o organizmach genetycznie modyfikowanych 
[Ustawa…2001]. Ustawa reguluje kwestie zamkniętego wykorzystania GMO, zamie-
rzonego uwolnienia do środowiska w celach innych niż wprowadzanie produktów do 
obrotu, wywóz za granicę i tranzyt produktów GMO, postanowienia organów admini-
stracji rządowej wobec spraw GMO. Wprowadzenie produktu zawierającego GMO do 
obrotu handlowego na terytorium Polski wymaga zezwolenia ministra środowiska na 
czas określony – nie dłuższy niż 10 lat. Zezwolenie jest niezbędne, jeśli udział GMO 
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w produkcie jest większy niż 1% masy produktu. Spod jurysdykcji tej ustawy zostały 
wyłączone kwestie dotyczące genomu człowieka i zagadnienie dotyczące własności 
intelektualnej [Ustawa…2001]. 

Wprowadzanie do środowiska i obrotu handlowego organizmów genetycznie mody-
fikowanych i produktów, w tym żywnościowych, transgenicznych wywołuje kontro-
wersje pomiędzy zwolennikami i przeciwnikami GMO. Jednakże stanowisko rządu 
z 18.11.2008 dotyczące organizmów genetycznie modyfikowanych wydaje się jedno-
stronnie zbyt daleko idące i zajęte pod naciskiem tej części opinii publicznej, która jest 
przeciwna GMO [Rozporządzenie Parlamentu…1997]. Rząd opowiada się za prowa-
dzeniem prac nad zamkniętym użyciem GMO, ale jednocześnie podkreśla dążenie do 
uzyskania przez Polskę statusu kraju wolnego od GMO, za zakazem wprowadzania do 
obrotu GMO (żywność, pasze lub inne produkty) oraz uprawy roślin genetycznie mody-
fikowanych. Jednocześnie rząd potwierdza wolę respektowania przepisów unijnych 
w zakresie GMO jako nadrzędnych ponad ustaleniami krajowymi, zaznaczając, że na 
forum Unii Europejskiej będzie wyrażał negatywne stanowisko, głosując przeciw wpro-
wadzeniu do obrotu z możliwością uprawy nowych roślin genetycznie modyfikowanych. 

Reperkusje zasady „Polska wolna od GMO” są najlepiej widoczne na przykładzie 
katastrofalnego wpływu ewentualnego zakazu użycia roślin genetycznie modyfikowa-
nych w produkcji pasz, który miał wejść w życie 12.08.2008, na hodowlę drobiu, trzody 
chlewnej i bydła. Podstawowym składnikiem pasz przemysłowych jest śruta sojowa 
importowana z trzech krajów: Argentyny, Brazylii i USA. W USA i Argentynie całość 
upraw soi, a w Brazylii większość stanowią odmiany genetycznie modyfikowane. 
W konsekwencji 95% światowego eksportu śruty sojowej i nasion soi stanowią produk-
ty GMO. Polska importuje rocznie 2 mln ton soi, przede wszystkim z Argentyny (90%), 
a więc prawie w całości wykorzystujemy śrutę sojową GMO. A zatem realizując zasadę 
„Polska wolna od GMO” należałoby zaimportować 2 mln ton śruty sojowej non-GMO, 
o 20% droższej i trudno dostępnej na rynkach światowych. W tym stanie rzeczy nie-
uchronny jest wzrost popytu na śrutę sojową wolną od GMO, co spowoduje, zgodnie 
z prawami rynku, wzrost cen pasz, ich niedobór i w konsekwencji drastyczny wzrost 
cen mięsa i jego przetworów oraz import tańszego mięsa z krajów UE wyprodukowa-
nego na bazie pasz z GMO. 

Świadomość grożących skutków zakazu stosowania pasz GMO spowodowała 
wprowadzenie 5-letniego moratorium do 12.08.2012 r., zezwalającego na używanie 
roślin genetycznie modyfikowanych do produkcji pasz. 

ZNAKOWANIE ŻYWNOŚCI 

Organizacje ekologiczne na czele z Greenpeace, prowadzą szeroko zakrojoną kam-
panię pod hasłem STOP – GMO, przeciw wprowadzaniu go do środowiska i obrotu 
handlowego. Wydaje się, że wyjściem z ustawicznego konfliktu pomiędzy zwolenni-
kami i przeciwnikami, jest prowadzenie akcji informacyjnej, w tym czytelne znakowa-
nie wyrobów zawierających GMO. W USA nie ma obowiązku znakowania genetycznie 
modyfikowanej żywności, ale niektórzy producenci robią to celowo, ponieważ jest 
grupa konsumentów poszukująca na półkach sklepowych właśnie takich produktów. 
Grupa ta jest słusznie przekonana, że wyroby zawierające GMO są bezpieczniejsze od 
żywności konwencjonalnej, ponieważ zawierają mniej chemicznych zanieczyszczeń, są 
gruntownie przetestowane i przebadane pod względem ewentualnej szkodliwości dla 
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zdrowia. Amerykanie od lat konsumują zmodyfikowane genetycznie pomidory, soję, 
ziemniaki i kukurydzę. Argentyna jest przykładem kraju,  który, ze względów ekono-
micznych, wdraża produkcję GMO i wprowadza do środowiska (tylko w 1997 r. doko-
nano 80 komercyjnych wprowadzeń GMO do środowiska). 

W Unii Europejskiej jest nakaz odpowiedniego oznakowania produktów zawierają-
cych obce geny, które zostały wprowadzone do rośliny w celu jej ulepszenia. Jeśli zaś 
produkty białkowe wprowadzonych genów zostały wyeliminowane w czasie obróbki 
przemysłowej i nie są bezpośrednio obecne w sprzedawanym produkcie, nie ma ko-
nieczności znakowania go. Na przykład nie znakuje się cukru otrzymanego z modyfi-
kowanych genetycznie buraków cukrowych, oleju uzyskanego z rzepaku genetycznie 
modyfikowanego, ale trzeba znakować soję, kukurydzę oraz wszelkie ich przetwory 
[Rozporządzenie …1997, 1998, 2000]. Polska ustawa z 11.05.2001 dostosowana do 
przepisów rozporządzenia Parlamentu Europejskiego i Rady nr 258/97 określa jako 
nową żywność (novel food): substancje i mieszaniny zawierające lub składające się 
z genetycznie zmodyfikowanych organizmów. Nowa żywość, która zawiera GMO, 
powinna być dodatkowo oznakowana na etykietach w następujący sposób: „produkt ten 
zawiera organizmy genetycznie modyfikowane” lub w przypadku gdy składniki żywno-
ści genetycznie zmodyfikowanej zawierają białko lub DNA z organizmów genetycznie 
zmodyfikowanych powinna być umieszczona przy tym składniku informacja „gene-
tycznie zmodyfikowana”. Obowiązek znakowania żywności nie dotyczy takiej, która 
zawiera mniej niż 1% GMO lub produktów uzyskanych z GMO [Ustawa z 2001]. 

PODSUMOWANIE 

Podczas gdy świat z początkiem XXI w. zmierza w kierunku rozwoju dziedziny na-
uki jaką jest biotechnologia, akcentując potrzebę komercjalizacji prac także w zakresie 
GMO, w Polsce prowadzona jest kampania przeciwko każdej próbie wprowadzania 
GMO zarówno do środowiska, czy do obrotu handlowego. Nie ma znaczenia fakt, że od 
wielu lat kupujemy produkty GMO albo zawierające składniki genetycznie modyfiko-
wanej żywności (pomidory, soja, kukurydza, izolaty białkowe z soi w produktach mię-
snych). Pomijając stanowisko ośrodków opiniujących takich jak PAN, środowiska wyż-
szych uczelni i wydziałów specjalizujących się w badaniach w zakresie biotechnologii, 
biologii, hodowli roślin, zwierząt, chemii i technologii żywności (w tym pasz), władze 
przyjęły pod naciskiem niekompetentnych zrzeszeń oraz koalicji, populistyczne hasło 
dla swoich poczynań „Polska wolna od GMO” [Ramowe stanowisko…2008]. Pomimo 
przewidywalnych i wymiernych korzyści płynących z modyfikowania genomu organi-
zmów, występują liczne kontrowersje rozpowszechniane przez sceptyków i przeciwni-
ków ingerowania w informację genetyczną organizmów przez człowieka. Spektakularne 
akcje prowadzone przez członków Greenpeace i innych organizacji ‘Anty-GMO’ mają 
wzbudzać publiczną niechęć i brak akceptacji w stosunku do produktów opatrzonych 
oznaczeniem ‘modyfikowane genetycznie’. Dość powszechne stało się zjawisko polega-
jące na wywoływaniu wśród społeczeństwa europejskiego lęku przed produktami bio-
technologicznymi, chociaż nie ma żadnych dowodów, poza pojedynczymi przypadka-
mi, uczuleń na białko. Geny wprowadzone do roślin są w całości trawione przez nasz 
organizm, podobnie jak kwasy nukleinowe z tradycyjnych materiałów roślinnych. Nie 
ma zatem możliwości wbudowania do organizmu ludzkiego obcych genów konsumo-
wanych z żywnością transgeniczną. Istnieją natomiast zasadnicze kontrargumenty opu-
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blikowane na przykład we wrześniu 2008 przez Wspólnotowe Centrum Badawcze 
(JRC) wykazujące, że nie ma żadnych przesłanek o szkodliwości żywności modyfiko-
wanej genetycznie dla zdrowia ludzi i zwierząt. Pomimo prowadzonych badań w Polsce 
w zakresie GMO i rokujących sukces wyników tych poszukiwań, nie ma w perspekty-
wie możliwości ich komercjalizacji, w warunkach oficjalnego obowiązywania hasła 
„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-
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POŚREDNIE WYKORZYSTANIE DROŻDŻY 
YARROWIA LIPOLYTICA DO POPRAWY CECH 
SENSORYCZNYCH SERÓW NISKOTŁUSZCZOWYCH* 

Marek Szołtysik, Marta Pokora, Emilia Sławska,  
Joanna Niedbalska, Anna Dąbrowska, Xymena Połomska, 
Maria Wojtatowicz, Józefa Chrzanowska 1 
Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 

Streszczenie. W badaniach oceniano możliwość poprawy cech jakościowych serów 
o obniżonej do 30% zawartości tłuszczu w suchej masie poprzez dodatek preparatu sma-
kowo-zapachowego otrzymanego z udziałem drożdży Yarrowia lipolytica JII1c. Preparat 
przygotowano poprzez zaszczepienie wydzielonej z mleka parakazeiny kulturą drożdżową 
do uzyskania końcowego stężenia 108 j.t.k. · g-1 i poddanie jej czterodniowej inkubacji 
w temp. 30°C. Homogenny preparat po uprzednim spasteryzowaniu wprowadzono w ilo-
ści 3% do mleka serowarskiego, z którego następnie wyprodukowano sery zawierające 1,5 
i 3% soli i poddano je 8-tygodniowemu dojrzewaniu. Przebieg procesu dojrzewania śle-
dzono na podstawie analiz zmian podstawowego składu chemicznego oraz zmian degra-
dacyjnych białek i tłuszczu. Przeprowadzone badania wykazały, że w serach, do których 
wprowadzono preparat, zaszły głębsze przemiany degradacyjne ich głównych składników 
niż w serach kontrolnych. W serach zawierających 1,5% soli były one większe niż w se-
rach o 3,3% zawartości soli. Efektem tych przemian w serach była wyższa zawartość 
drobnocząsteczkowych związków azotowych, wolnych kwasów tłuszczowych oraz lot-
nych związków zapachowych. Przeprowadzona po zakończeniu dojrzewania ocena orga-
noleptyczna potwierdziła, że zastosowanie preparatu wpłynęło na zmianę cech jakościo-
wych serów niskotłuszczowych. 

Słowa kluczowe: drożdże, Yarrowia lipolytica, parakazeina, degradacja, sery niskotłusz-
czowe, dojrzewanie 

                                                           
*Praca wykonana w ramach projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego Nr N N312213036. 
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WSTĘP 

Sery dojrzewające stanowią wartościowy produkt w żywieniu człowieka, dostarcza-
jący wielu składników budulcowych oraz posiadających różne funkcje regulacyjne. 
Cechuje je wysoka zawartość pełnowartościowego białka oraz wapnia o dużej biodo-
stępności [McSweeney i in. 2000]. Zawierają one też znaczne ilości fosforu, potasu 
i magnezu oraz niektórych witamin [Kunachowicz i in. 2005]. Jednak ze względu na 
wysoką zawartość tłuszczu są produktami bardzo kalorycznymi. Jest to przyczyną male-
jącego zainteresowania tymi produktami konsumentów, którzy mają coraz większą 
świadomość tego, że spożywanie żywności niskokalorycznej może ograniczać ryzyko 
występowania chorób dietozależnych [Küçüköner i in. 2006]. Przemysł mleczarski, 
chcąc sprostać wymaganiom konsumentów, rozwija i modyfikuje technologię produkcji 
serów m.in. poprzez wytwarzanie serów niskotłuszczowych. Jednak ze względu na fakt, 
iż tłuszcz w serach nie pełni jedynie roli składnika odżywczego, ale jest czynnikiem 
kształtującym ich cechy sensoryczne i funkcjonalne, sery niskotłuszczowe wykazują 
ubogi profil smakowo-zapachowy [Ritvanen 2005, Liu i in. 2008, Rogers i in. 2009]. 
Rozwiązaniem tego problemu może być wprowadzanie różnorodnych modyfikacji 
w ich procesie technologicznym. Szczególnie zadowalające efekty uzyskano, stosując 
dodatek kultur wspomagających lub enzymów pochodzenia mikrobiologicznego [Azar-
nia i in. 2006, Hassan i in. 2007]. Jako kultury wspomagające przydatne okazały się 
niektóre gatunki drożdży naturalnie zasiedlające produkty mleczarskie, np.: Debaryo-
myces hansenii, Y. lipolytica, które cechuje wysoka aktywność zewnątrzkomórkowych 
enzymów hydrolitycznych, dzięki czemu mogą one uczestniczyć w kształtowaniu cech 
smakowo-zapachowych serów [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, że kom-
pleksową poprawę cech jakościowych serów niskotłuszczowych można osiągnąć przez 
wprowadzenie preparatu smakowo-zapachowego lub tzw. enzymatycznie modyfikowane-
go sera, który uzyskuje się na drodze głębokiej hydrolizy białek i tłuszczu mlecznego pod 
wpływem proteaz i lipaz [Noronha i in. 2008]. Preparat taki stanowi źródło prekursorów 
związków smakowo-zapachowych sera w postaci: niskocząsteczkowych peptydów, wol-
nych aminokwasów i wolnych kwasów tłuszczowych [Hannon i in. 2006]. 

Celem pracy było określenie możliwości podwyższenia atrakcyjności sensorycznej 
serów niskotłuszczowych przy wykorzystaniu preparatu zdegradowanej, z udziałem 
kultury drożdży Y. lipolytica JII1c, parakazeiny. 

MATERIAŁ I METODY 

Przygotowanie kultury drożdży: drożdże Y lipolytica JII1c namnożono w podłożu 
YCG zawierającym (g · l-1): ekstrakt drożdżowy – 1,7; kazeinę – 2,0; glukozę – 10. Po 
48 godz. hodowli prowadzonej w temp. 28°C metodą wstrząsaną odwirowano biomasę, 
którą następnie wprowadzono do preparatu parakazeiny w ilości 108 j.t.k. · g-1. 

Oznaczanie ogólnej liczby drożdży: wykonano na podłożu OGY agar, o składzie 
(g · l-1): ekstrakt drożdżowy (Difco)-5; glukoza-20; agar (Difco)-15; chlorowodorek 
oksytetracykliny (Merck)-0,1. Płytki inkubowano 3 dni w temp. 30°C. 

Przygotowanie preparatu smakowo-zapachowego wg procedury Wyder i Puhan 
[1999]: do parakazeiny wydzielonej przy użyciu podpuszczki (Ch. Hansen) z mleka mi-
krofiltrowanego o zawartości tłuszczu 2% i spasteryzowanej w temp. 85°C przez 15 min, 
wprowadzono w warunkach sterylnych kulturę drożdży i poddano inkubacji w temp. 30°C 
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przez okres 4 dni. Bezpośrednio po zaszczepieniu, a także po zakończeniu inkubacji pre-
paratu parakazeinowego z Y. lipolytica, oznaczono liczbę drożdży, podstawowy skład 
chemiczny, kwasowość oraz zawartość produktów degradacji białek i tłuszczu. 

Produkcja serów: sery niskotłuszczowe typu holenderskiego o zawartości tłuszczu 
30% w s.m. oraz soli 1,5 i 3,3% produkowano w warunkach laboratoryjnych w dwóch 
seriach z mleka poddanego niskiej pasteryzacji. Jako kulturę starterową zastosowano 
szczepionkę kwasząco-aromatyzującą mezofilnych paciorkowców mlekowych (Chr. 
Hansen). Przy produkcji serów doświadczalnych do mleka serowarskiego wprowadzono 
preparat smakowo-zapachowy w ilości 3%. Kontroli poddano sery produkowane bez 
dodatku preparatu. Proces dojrzewania serów trwał 8 tygodni w temp. 15°C, przy wil-
gotności względnej powietrza 85%. 

Poziom proteolizy w preparacie smakowo-zapachowym oraz serze oceniono poprzez 
analizy zawartości azotu rozpuszczalnego w wodzie (WSN) wg Kuchroo i Fox [1982], 
wolnych grup aminowych oznaczanych przy użyciu 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). Stopień zaawansowania procesów proteolizy 
śledzono także metodą elektroforezy w żelu poliakrylamidowym wg Andrews [1983]. 

Poziom lipolizy oceniono, analizując zawartości wolnych kwasów tłuszczowych 
(WKT) wydzielonych z preparatu smakowo-zapachowego i sera wg Deeth i in. [1983] 
i oznaczanych metodą chromatografii gazowej w aparacie firmy Agilent Technologies 
zaopatrzonym w detektor masowy (GC/MS). Rozdział prowadzono w warunkach: kolum-
na 60 m×250 μm×0,25 μm, temperatura kolumny 70°C (5 min) do 240°C (4°C/min), gaz 
nośny hel. 

Analiza lotnych związków. Związki zapachowe ekstrahowano z wodnego homoge-
natu sera (1:1 w/v) metodą mikroekstrakcji do fazy stałej (SPME). Rozdział prowadzo-
no metodą GC/MS, stosując następujące  warunki: kolumna 60 m×250 µm×0,25 µm, 
temperatura kolumny 40°C (5 min) do 240°C (4°C/min), gaz nośny – hel (20 cm3/s), 
split 1:1. Identyfikację analizowanych związków lotnych wykonano na podstawie anali-
zy porównawczej widm masowych z komercyjną biblioteką widm NIST. 

Ocenę organoleptyczną wyprodukowanych serów przeprowadzono po zakończeniu 
dojrzewania. Obejmowała ona następujące wyróżniki jakościowe: zapach, smak, sło-
ność, konsystencja i tekstura. Oceny dokonał 10-osobowy zespół w skali 5-punktowej. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

W podstawowym składzie chemicznym preparatu parakazeiny zaszczepionym droż-
dżami Y. lipolytica JII1c zawartość suchej masy wynosiła 24,8%, w tym białka 12,8% 
i tłuszczu 7,4%. W preparacie po 4 dniach inkubacji nastąpił nieznaczny wzrost liczeb-
ności komórek drożdży z 1,2×108 do 7,3×108 j.t.k.· g-1. Towarzyszył mu też przyrost 
zawartości produktów degradacji białek i tłuszczu (tab. 1). Poziom azotu rozpuszczalne-
go wyrażonego jako procent azotu ogólnego zwiększył się w preparacie ok. 12-krotnie 
i wyniósł po tym czasie 36,35%. Natomiast zawartość wolnych grup aminowych we 
frakcji rozpuszczalnej w wodzie i kwasie fosfowolframowym osiągnęły poziom odpo-
wiednio 6782 i 751 µM Gly/100 g. Uzyskane wyniki potwierdzają wysoką aktywność 
proteolityczną drożdży Y. lipolytica, które przejawiają zdolność syntezy pozakomórko-
wych proteaz aktywnych zarówno w środowisku kwaśnym, 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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zawartości wolnych kwasów tłuszczowych z 591 do 2666 mg·kg-1 świadczy też o inten- 
sywnych zmianach lipolitycznych zachodzących w preparacie parakazeinowym. Jest to 
konsekwencją działania zewnątrzkomórkowych lipaz uwalnianych przez drożdże 
Y. lipolytica. Inni autorzy [Guerzoni i in. 2001, Lanciotti i in. 2005, Czajgucka i in. 2006] 
stwierdzali również, że drożdże Y. lipolytica w środowisku sera generują znaczne ilości 
wolnych kwasów tłuszczowych, które w istotnym stopniu wpływają na kształtowanie 
pożądanych cech smakowo-zapachowych tych produktów. 

Tabela 1. Zawartość produktów degradacji białek i tłuszczu w preparacie parakazeinowym na 
początku i po 4 dniach inkubacji z drożdżami Y. lipolytica JII1c 

Table  1. Contents of protein and fat degradation products at the beginning and after 4 days of  
incubation of yeast Y. lipolytica JII1c with paracasein preparation 

Parametr 
Parameter 

Czas inkubacji [dni] 
Incubation time [days] 

0 4 
WSN [% azotu ogólnego] 
WSN [% total nitrogen] 3,17 ± 0,22 36,35 ± 0,11 
Wolne grupy aminowe – we frakcji rozpuszczalnej w H2O 
Free amino groups – in water soluble fraction [µM Gly/100 g] 921 ± 18 6982 ± 191 
Wolne grupy aminowe – we frakcji rozpuszczalnej w PTA 
Free amino groups – in PTA 
soluble fraction [µM Gly/100 g] 

0 751 ± 31 

WKT[mg·kg-1] 
FFA 591± 29 2666 ± 44 

±SD (odchylenie standardowe) – standard deviation 
 

Uzyskany preparat zdegradowanej parakazeiny jako preparat smakowo-zapachowy 
wykorzystano, po termicznej inaktywacji drożdży, do produkcji serów o obniżonej do 
30% zawartości tłuszczu. Sery te zawierały sól w stężeniu 1,5 i 3,3%. Po 8 tygodniach 
dojrzewania ich podstawowy skład chemiczny był zbliżony (tab. 2). Sery o wyższym 
stopniu zasolenia różniły się o ok. 1–1,5% większej ilości suchej masy i o pH = 5,94 od 
serów zawierających 1,5% soli i o pH = 6,19. Natomiast zawartości białka i tłuszczu 
w suchej masie badanych serów wyniosły ok. 30%. 

Tabela 2. Podstawowy skład chemiczny i pH serów niskotłuszczowych 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 

Ser [% NaCl] 
Cheese 

Sucha masa 
[%] 

Dry matter 

Białko 
[%] 

Protein 

Tłuszcz 
[%] 
Fat 

pH 

Kontrolny [1,5] 
Control  49,9±0,19 29,49±0,26 30,9 ± 0,12 5,62±0,05 

Doświadczalny [1,5] 
Experimental  51,0±0,03 30,29±0,25 30,5 ± 0,17 6,19±0,10 

Kontrolny [3,3] 
Control  51,81±0,11 29,46±0,21 32,1 ± 0,08 5,41±0,08 

Doświadczalny [3,3] 
Experimental  52,47±0,05 30,21±0,20 31,4 ± 0,11 5,94±0,08 

 ±SD (odchylenie standardowe) – standard deviation 
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Poziom proteolizy w serach w kolejnych okresach dojrzewania określono na pod-
stawie oznaczeń zawartości azotu rozpuszczalnego w wodzie (rys. 1). W serach otrzy-
manych z dodatkiem preparatu zdegradowanej parakazeiny odnotowano wyższy stopień 
rozkładu białek w porównaniu do serów kontrolnych. W 8 tygodniu dojrzewania zawar-
tość WSN w serach o zawartości soli 1,5 i 3,3% wyniosła odpowiednio 39,54 i 37,67%, 
podczas gdy w serach kontrolnych stanowiła odpowiednio 14,75 i 11,85% azotu ogól-
nego. Zawartość wolnych grup aminowych we frakcji rozpuszczalnej w wodzie oraz we 
frakcji rozpuszczalnej w kwasie fosfowolframowym (PTA) była również wyższa 
w serach zawierających preparat parakazeinowy (rys. 2). W serach o niższej zawartości 
soli wynosiła odpowiednio 9905 i 5631 µM Gly/100 g, a w serach o wyższym nasoleniu 
8986 µM Gly/100 g i 4697 µM Gly/100 g. 

 

 
Rys. 1. Zmiany zawartości WSN w serach podczas dojrzewania (K – ser kontrolny, D – ser do-

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

cheese) 
 
Wyniki uzyskane metodą elektroforezy w żelu poliakrylamidowym potwierdziły 

głębszy rozkład białek w tych serach (rys. 3). Po 8 tygodniach stwierdzono w nich 
niemal całkowity zanik frakcji αs1- i β-kazeiny. W serach kontrolnych natomiast nie 
notowano widocznych zmian degradacyjnych kazeiny. W przeprowadzonych badaniach 
zaznaczyły się wyraźnie różnice w poziomie proteolizy w zależności od stężenia NaCl 
w serach. Należy to tłumaczyć tym, że wzrost zawartości soli związany z obniżeniem 
aktywności wody wpływa hamująco na procesy biochemiczne zachodzące podczas doj-
rzewania serów, tak proteolizy jak i lipolizy [McSweeney i Sousa 2000, Sousa i in. 2001]. 

Po ośmiotygodniowym dojrzewaniu w badanych serach stwierdzono też wyższy 
poziom wolnych kwasów tłuszczowych (WKT) niż w serach kontrolnych otrzymanych 
bez dodatku preparatu parakazeinowego (tab. 3). W serach o stężeniu 1,5% soli ich 
zawartość wynosiła 1965,6 mg/kg, a w serach zawierających 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 zawartości wolnych grup aminowych (WGA) we frakcji rozpuszczalnej w wodzie 

i PTA w serach podczas dojrzewania (K – ser kontrolny, D – ser doświadczalny) 
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) 
 
 
 

 
Czas [tyg.] – Time [weeks] 

0       4        8         0       4       8        0       4        8        0      4        8 

 
K 1,5%  D 1,5%  K 3,3%  D 3,3% 

Rys. 3. Rozdział elektroforetyczny białek serów podczas dojrzewania (K – ser kontrolny, D – ser 
doświadczalny) 

Fig. 3. Protein degradation in cheeses during ripening (K – control cheese, D – experimental 
cheese) 
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Tabela 3. Zawartość wolnych kwasów tłuszczowych (WKT) w serach po 8 tygodniach dojrzewania 
Table  3. Concentration of free fatty acids (FFA) contents in cheeses after 8 weeks of ripening 

Ser [% NaCl] 
Cheese 

WKT [mg · kg-1] 
FFA 

Suma 
Total 

C4 C6 C8 C10 C12 C14 C16 C18:0 C18:1 C18:2  

Kontrolny [1,5] 
Control 

45,3 28,4 23,1 43,5 64,3 164,2 195,2 123,6 278,3 56,3 1022,2 

Doświadczalny [1,5] 
Experimental 

79,6 52,5 63,7 93,8 234,5 367,4 239,4 395,0 345,6 94,1 1965,6 

Kontrolny [3,3] 
Control 

34,8 23,5 19,8 37,6 58,9 145,6 178,5 112,6 235,6 34,7 881,6 

Doświadczalny [3,3] 
Experimental 

67,4 54,5 64,5 91,1 227,3 298,7 225,8 267,8 195,2 84,4 1576,7 

 
W badanych serach na najwyższym poziomie uwalniane były długołańcuchowe 

kwasy tłuszczowe: kwas mirystynowy (C14), palmitynowy (C16), stearynowy (C18:0) 
i oleinowy (C18:1). Krótko- i średniołańcuchowe kwasy tłuszczowe, takie jak: masłowy 
(C4), kapronowy (C6), kaprylowy (C8), kaprynowy (C10) i laurynowy (C12) uwalniane 
były w mniejszych ilościach. Mniejszy ogólnie udział tych kwasów w serach dojrzewa-
jących w porównaniu do długołańcuchowych kwasów tłuszczowych potwierdzają Col-
lins i in. [2003]. Jakkolwiek krótko- i średniołańcuchowe kwasy tłuszczowe mają naj-
większy udział w tworzeniu cech smakowo-zapachowych serów spośród wszystkich 
kwasów tłuszczowych obecnych w serze. Powstające w wyniku lipolizy tłuszczu 
mlecznego WKT nie tylko uczestniczą w tworzeniu cech smakowo-zapachowych 
serów, ale też są prekursorami licznych związków nadających aromat takich jak: mety-
loketony, estry, laktony, alkohole [Delgado i in. 2009; McSweeney i Sousa 2000, Collins 
i in. 2003, Szołtysik i in. 2008]. 

W analizie lotnych związków zapachowych po wcześniejszej ekstrakcji do fazy 
stałej odnotowano obecność związków z grupy ketonów, alkoholi, kwasów karboksy-
lowych, estrów i alkanów (tab. 4). Najwyższe stężenie lotnych związków zapacho-
wych stwierdzono w serach, do których wprowadzono preparat parakazeinowy pod-
dany inkubacji z komórkami drożdży Y. lipolytica JII1c. W liczbie zidentyfikowanych 
związków dominowały kwasy karboksylowe i ketony. Ich udział procentowy po za-
kończeniu dojrzewania wynosił odpowiednio: 70,23 i 13,57% w serach o stężeniu 
NaCl 1,5%, natomiast w serach zawierających 3,3% NaCl 48,19 i 8,43%. Najwięcej 
przy tym wśród kwasów było kwasu kaprylowego, a wśród ketonów: 2-heptanonu 
i undekanonu. 

W analizie organoleptycznej sery wzbogacone preparatem zdegradowanej paraka-
zeiny zostały ocenione wyżej pod względem konsystencji i tekstury niż cech smako-
wo-zapachowych (tab. 5). Jakkolwiek sery z dodatkiem preparatu o stężeniu chlorku 
sodu 1,5%, uzyskały wyższe noty za smak i zapach niż sery bardziej nasolone. Inni 
autorzy stwierdzali również, że sery o obniżonej zawartości soli na skutek intensywniej-
szego przebiegu dojrzewania cechują lepsze walory smakowo-zapachowe [Wiśniewska 
 i 1999]. Niższa ocena tych serów w porównaniu z serami kontrolnymi wynikała 
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z gorzkiego ich posmaku. Przyczyną mogły być zbyt daleko posunięte procesy degra-
dacji białek i uwalnianie gorzkich peptydów [Sousa i in. 2001, Ferreira i Viljoean 
2003]. Według Pluty i in. [2006] sery niskotłuszczowe przy stosunkowo dużej zawar-
tości wody (47–48%) powinny dojrzewać krócej, aby nie pogorszyły się ich cechy w 
ostatnim okresie dojrzewania. 

Tabela 4. Udział procentowy lotnych związków zapachowych w serach (kontrolnych – K i do- 
świadczalnych – 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 

Związek 
Compound 

Ser [%NaCl] 
Cheese 

K 1,5 
C 1,5 

D 1,5 
E 1,5 

K3,3 
C 3,3 

D 3,3 
E 3,3 

Ketony 
Ketones 

2-heptanon – 10,90 22,19 9,58 
2-nonanon 16,63 1,70 7,98 – 
2-undekanon 
2-undecanon – 3,12 – 3,47 

4-metyloheksanon 
4-methylhexanon – 0,89 – 0,63 

Alkohole 
Alkohols 1-nonanol 20,60 1,63 4,62 1,69 

Kwasy 
karboksy-
lowe 
Carboxylic 
acids 

kwas masłowy 
butyric acid 36,22 6,16 14,48 6,67 

kwas kapronowy 
capronic acid 26,55 10,81 – 22,79 

kwas kaprylowy 
caprylic acid – 52,45 – 37,62 

kwas kaprynowy 
caprynic acid – 5,24 – 10,14 

kwas palmitynowy 
palmitic acid – 0,58 – – 

kwas stearynowy 
stearic acid – 0,65 – 0,99 

Estry 
Esters 

ester etylowy kwasu 
masłowego 
butanoic acid etyl ester

– 3,88 – – 

ester trimetylowy 
kwasu undekanowego 
undecanioc acid trime-
thyl ester 

– 0,89 – – 

Alkany 
Alcanes 

eikozan 
eicosane – – 8,07 – 

heksakozan 
hecsacosane – 1,10 42,67 6,41 
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Tabela 5. Ocena organoleptyczna serów po 8 tygodniach dojrzewania 
Table 5. Organoleptic evaluation of cheeses after 8 weeks of ripening 

Ser [% NaCl] 
Cheese 

Parametr/punkty 
Parameter/points Ogółem 

Total zapach 
smell 

smak 
taste 

słoność 
saltnes 

konsystencja
consistence 

tekstura 
texture 

Kontrolny [1,5] 
Control  4,4 3,8 4,3 3,4 3,4 19,3 

Doświadczalny [1,5] 
Experimental  3,3 3,6 4,1 4,3 4,2 19,5 

Kontrolny [3,3] 
Control 4,5 3,7 3,1 3,8 3,5 18,6 

Doświadczalny [3,3] 
Experimental  3,1 3,2 3,3 4 4,2 17,9 

WNIOSKI 

1. Szczep Y. lipolytica JII1c ze względu na wysoką aktywność hydrolityczną może 
być wykorzystany do przygotowania atrakcyjnego dla serowarstwa preparatu smakowo- 
-zapachowego, jakkolwiek warunki jego przygotowania (zwłaszcza czas inkubacji) 
powinny być zmienione. 

2. Wprowadzenie preparatu zdegradowanej przez drożdże Y. lipolytica JII1c paraka-
zeiny do serów o obniżonej zawartości tłuszczu wpływa na intensyfikację przemian 
biochemicznych zachodzących podczas ich dojrzewania. 

3. Stopień nasolenia serów ma wpływ na poziom degradacji białek i tłuszczu oraz 
powstawanie lotnych związków zapachowych. 

4. Poprawa cech sensorycznych serów niskotłuszczowych przy użyciu preparatu 
zdegradowanej przez drożdże Y. lipolytica JII1c parakazeiny wymaga optymalizacji tak 
dawki tego preparatu, jak i czasu dojrzewania serów. 
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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 JII1c. The preparation was prepared by in-
troduction of yeast culture to paracasein at concentration 108 cfu·g-1 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. 
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Zaakceptowano do druku – Accepted for print: 15.12.2009 

Do cytowania – For citation: Szołtysik M., Pokora M., Sławska E., Niedbalska J., Dąbrowska A., 
Połomska X., Wojtatowicz M., Chrzanowska J., 2009. Pośrednie wykorzystanie drożdży Yarro-
wia lipolytica do poprawy cech sensorycznych serów niskotłuszczowych. Acta Sci. Pol. Biotech-
nol. 8(4), 13–24. 



 Acta Sci. Pol., Biotechnologia  8(4) 2009, 25-36 

WZROST Z SACHAROZY KLONÓW DROŻDŻY 
YARROWIA LIPOLYTICA Z GENEM INWERTAZY 
Z SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

Ewa Walczak, Małgorzata Robak1 
Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 

Streszczenie. Celem badań była ocena wzrostu potencjalnych producentów heterologicz-
nych białek: klonów Suc+ drożdży Yarrowia lipolytica A-101. Wzrost z sacharozy oce-
niano dla 26 transformantów, dla szczepu wyjściowego (dzikiego) A-101 i referencyjnego 
rekombinowanego szczepu W29 ura3-302. Badane transformanty różniły się zdolnością 
do wzrostu z sacharozy (długość trwania lag fazy, moment osiągnięcia fazy stacjonarnej 
wzrostu). Natomiast bez względu na typ przeprowadzonej modyfikacji nie odnotowano 
różnic we wzroście z fruktozy i glukozy. Oceniano także wpływ początkowego pH ho-
dowli (6,8) oraz dodatku peptonu (0,1 i 0,01%) na indukcję promotora XPR2. Wykazano, 
że KLON1 oraz KLON10 wyrastają obficie z sacharozy już przy minimalnej dawce pep-
tonu (0,01%). Z kolei stabilizacja pH w początkowym okresie wzrostu na poziomie 6,8 
wpłynęła pozytywnie na przebieg hodowli. Nawet w podłożu zawierającym 30% sacharo-
zy, pomimo dłuższej lag fazy, klony wyrastały lepiej z buforem niż bez. 

Słowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, Suc+Ura+, Suc+Ura-, sacharoza, XPR2, Bioscreen C 

WSTĘP 

Obecnie wiodącymi gatunkami, wykorzystywanymi w badaniach nad produkcją he-
terologicznych białek, są: 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-
jącym popularność jako gospodarz w produkcji obcych białek. W oparciu o różne sys-
temy ekspresji szczepy Y. lipolytica mogą wydzielać na litr podłoża nawet kilka gra-
mów białek, pochodzących od bakterii, grzybów, roślin lub ssaków, w tym ludzi [Juret-
zek i in. 2001, Nicaud i in. 2002]. 

Od lat 80. intensywnie rozwijają się badania dotyczące udoskonalenia szczepów 
Y. lipolytica, w celu wydajnej produkcji heterologicznych białek. Dotychczas opisano 
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50-375 Wrocław, e-mail: malgorzata.robak@up.wroc.pl 



E. Walczak, M. Robak 

Acta Sci. Pol.
 

26

zaledwie 16 rekombinowanych szczepów Y. lipolytica, potencjalnych producentów 
obcych białek. Szczepy te posiadają markery genetyczne, głównie w postaci auksotrofii 
leucynowej i uranylowej, umożliwiające dalszą selekcję transformantów [Madzak i in. 
2005]. 

Stosunkowo łatwą selekcję producentów heterologicznych białek z wklonowanym 
obcym genem stanowi zdolność do utylizacji nietypowych dla tego gatunku źródeł 
węgla. Jednym z nich jest sacharoza, ulegająca hydrolizie pod wpływem inwertazy, 
enzymu kodowanego przez gen SUC2 u S. cerevisiae. Dzięki zdolności do wzrostu 
z sacharozy, rekombinowane szczepy Y. lipolytica mogą wykorzystywać substraty za-
wierające sacharozę (niehydrolizowana melasa, cukier spożywczy i inne) [Nicaud i in. 
1989, Wojtatowicz i in. 1997]. Taką zdolność do wzrostu z sacharozy wykazuje zaled-
wie osiem rekombinowanych szczepów Y. lipolytica [Madzak i in. 2005]. 

Rekombinowane szczepy należące do tego gatunku drożdży znacznie różnią się wy-
dajnością produkcji obcych białek. Na wydajność produkcji heterologicznego białka 
wpływa wydajność ekspresji genów (siła promotora, regulacja transkrypcji i translacji), 
potranslacyjne modyfikacje oraz sposób wydzielania białka [Watson i in. 2008]. Stosowa-
nie indukcyjnych promotorów umożliwia kontrolę zarówno momentu, jak i poziomu 
ekspresji genu. Promotor XPR2, wykorzystany w wielu projektach zakładających produk-
cję heterologicznych białek, jest najlepiej poznanym i najczęściej stosowanym spośród 
znanych promotorów Y. lipolytica [Nicaud i in. 1989, Hamsa i in. 1994, Park i in. 1997]. 

Pomimo pozyskania przez niezależne laboratoria szczepów będących potencjalnymi 
producentami obcych białek wciąż poszukiwani są nowi gospodarze, pochodzący od 
szczepów dzikich izolowanych z naturalnych źródeł. Takim szczepem jest izobat 
Y. lipolytica A-101 zdeponowany w kolekcji kultur w Katedrze Biotechnologii i Mikro-
biologii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, który poddano trans-
formacji, uzyskując liczne klony o fenotypie Suc+ [Walczak i in. 2007a,b]. 

Celem pracy była ocena zdolności do wzrostu z sacharozy, glukozy i fruktozy klo-
nów Y. lipolytica o fenotypie Suc+Ura+ oraz Suc+Ura- posiadających gen inwertazy 
z S. cerevisiae. Analizowano także wpływ dodatku peptonu w dawce 0,1 i 0,01% oraz 
buforu fosforanowego o pH 6,8 jako czynników indykujących promotor XPR2, warun-
kującego ekspresję genu SUC2.  

MATERIAŁ I METODY 

Mikroorganizmy. Przedmiotem badań było 26 zmodyfikowanych genetycznie szcze-
pów drożdży Yarrowia lipolytica, otrzymanych na drodze transformacji szczepu dzikiego 
Y. lipolytica A-101 (MATA,Ura+Suc-) ekspresyjną kasetą drożdżową z plazmidu 
pINA302. Kaseta drożdżowa integrująca w obrębie genu URA3, zawierała sekwencję 
genu SUC2 drożdży S. cerevisiae znajdującego się pod kontrolą promotora indukcyjnego 
i terminatora genu XPR2 drożdży Y. lipolytica. Pozyskane klony wykazywały fenotyp 
Suc+Ura- lub Suc+Ura+ i były wynikiem integracji kasety drożdżowej odpowiednio 
w homologiczne lub przypadkowe (heterologiczne) miejsce genomu. Zestawione w tabeli 1 
szczepy drożdży otrzymano w 2007 roku [Walczak i in. 2007a,b]. 

Mikrohodowle prowadzono w analizatorze Bioscreen C, umożliwiającym wykona-
nie równolegle 200 mikrohodowli oraz pomiar gęstości optycznej (OD420-580 nm) co 15 
min. Do mikrostudzienek kasety wprowadzono 300 μl podłoża płynnego z tiaminą 
(MMT). Źródło węgla stanowiła 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. 
No. 

Szczep Y .lipolytica 
Strain Y .lipolytica 

Genotyp 
Genotype 

Fenotyp 
Phenotype 

1. A-101 WT MATA URA3 Suc-Ura+ 

2. W 29 ura3-302 ref. MATA, ura3-302:pXPR2::SUC2 Suc+Ura- 

3. A-101 A18 MATA,  ura3-302:pXPR2::SUC2 

Suc+Ura- 4. A-101 B55-3 MATA,  ura3-302:pXPR2::SUC2 

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 

Suc+Ura+ 

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 

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 

Suc+Ura+ 

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 

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 podłoża 0,1 lub 0,01% peptonu oraz w wy-
branych wariantach hodowli 50 mM bufor fosforanowy o pH 6,8. Uracyl (20 mg · l-1) 
dodawano w hodowli klonów niezdolnych do syntezy uracylu (fenotyp Ura-). Inokulum 
(50 μl) stanowiła 24-godz. hodowla wstrząsana drożdży, prowadzona w podłożu YPG, 
w temp. 28°C, standaryzowana w sterylnym płynie fizjologicznym do gęstości zawiera-
jącej około 4 · 106 komórek w mL. Gęstość wyznaczono z równania krzywej zależności 
OD550 od ilości komórek obecnych w 1 ml. Komórki drożdży liczono w komorze Tho-
ma, zliczając komórki w trzech preparatach mikrobiologicznych. Hodowlę prowadzono 
w temp. 25°C, przez 72–96 godz., przy ciągłym wstrząsaniu. Każdy wariant hodowli 
wykonano w trzech powtórzeniach. Kontrolę czystości stanowiło 300 μL podłoża bez 
inokulum. Zastosowanie programu BioLink umożliwiło śledzenie krzywych wzrostu w 
trakcie prowadzenia hodowli. Dla wybranych klonów i wariantów podłoża wyznaczo-
no: maksymalny przyrost OD w czasie (ΔODmax, h-1), plon biomasy (ODmax), czas trwa-
nia lag fazy (h) oraz czas wzrostu (h). 

Oznaczenie glukozy, fruktozy i sacharozy. Cukry oznaczano metodą HPLC na ko-
lumnie Animex HPX 87H połączonej z detektorem RI w temperaturze pokojowej. 
Szybkość przepływu fazy ciekłej  (0,01N H2SO4) wynosiła 0,6 ml · h-1. Ubytek substra-
tu (sacharozy) oraz przyrost i ubytek produktów (glukozy i fruktozy) obliczono 
z powierzchni piku, w odniesieniu do standardów [Rywińska 2008]. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Wszystkie badane klony o fenotypie Suc+Ura+ wykazywały zbliżone wartości plonu 
biomasy w mikrohodowli prowadzonej w podłożu MMT z 1% glukozy (rys. 1). Pewne 
zróżnicowanie widoczne było w długości trwania lag fazy poszczególnych szczepów. 
Najwyższy plon biomasy (1,78), przy najkrótszym czasie lag fazy (4 h) oraz maksymal-
nej szybkości wzrostu równej 0,091 h-1 odnotowano dla genotypu transformanta 
KLON10. Najdłuższy czas lag fazy (~24 h) odnotowano dla szczepu referencyjnego 
W29ura3-302 oraz dla szczepu KLON1. Ten ostatni oraz B56-5 wyrastały najlepiej 
w podłożu MMT z 1% sacharozy i 0,1% peptonu, osiągając podobną ilość biomasy 
(OD = odpowiednio 1,13 i 1,14), przy maksymalnym przyroście OD w czasie: 0,12 h-1 

i 0,057 h-1 (rys. 1). Krzywe wzrostu pozostałych klonów miały przebieg liniowy, a mak-
symalny plon biomasy nie przekroczył 0,7 (OD). Szczep wyjściowy nie wyrastał 
w warunkach doświadczenia. 

W odrębnym doświadczeniu stwierdzono, że poszczególne klony o fenotypie Suc+Ura+ 
w zróżnicowany sposób wyrastają w podłożu MMT z 1% sacharozy i 0,1% peptonu 
(rys. 2). Oceniano wzrost szczepu wyjściowego oraz 13 klonów. Krzywe sporządzone 
dla większości transformantów, a zwłaszcza dla KLON10, obrazują liniowy wzrost 
drożdży i wskazują jednocześnie na zróżnicowany metabolizm szczepów. Tym razem 
najwyższy plon biomasy odnotowano dla  KLON1 i KLON10. Wynosił on 1,48 i 1,55 
wartości OD, przy maksymalnym przyroście w czasie 0,11 h-1 i 0,06 h-1, odpowiednio 
dla pierwszego i drugiego z opisywanych klonów. Wartość maksymalnej szybkości 
wzrostu szczepu KLON1, wyznaczona w dwóch doświadczeniach była podobna (0,12 h-1 
oraz 0,11 h-1). Niemniej szybkość wzrostu transformantów była ponad dwukrotnie niż-
sza niż wartość wyznaczona przez Robak [2007] dla szczepu wyjściowego (dzikiego) 
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A-101 i jego mutantów octanowych wyrastających w podłożu MMT z glukozą. Szczep 
dziki (A-101) oraz mutanty octanowe w zróżnicowany sposób wyrastały także w podło-
żu z glicerolem, octanem sodu, etanolem. Zatem nieukierunkowane zmiany w genomie, 
czyli mutacje spowodowane naświetlaniem w UV, prowadzą do pozyskania szczepów 
o zróżnicowanych właściwościach metabolicznych. Możliwe jest, że obserwowane 
różnice we wzroście pozyskanych klonów o fenotypie Suc+, uzyskanych po transforma-
cji jednego szczepu wyjściowego tą samą sekwencją, mogły być spowodowane integra-
cją kasety w odmienne miejsca genomu. Może to być związane z wpływem „sąsiedz-
twa” różnych sekwencji na regulację ekspresji genu inwertazy lub obecnością dwóch 
kopii wprowadzonego genu SUC2 potwierdzoną w badaniach dla B56-5 (wyniki przy-
gotowywane do druku). Efektem tego może być zróżnicowana indukcja promotora 
XPR2 u różnych szczepów. Bez peptonu klony Y. lipolytica z genem inwertazy nie są 
zdolne do wzrostu w podłożu z sacharozą. Indukcję peptonem promotora XPR2 odno-
towali już w 1989 roku Nicaud i in., a potwierdzili Blanchin-Roland i in. [1994] oraz 
Madzak i in. [2000], wykazując jednocześnie wpływ pH na regulacje jego ekspresji.  

 

Szczep – Strain 

1.   Y. lipolytica A-101 B7-6 

2.   Y. lipolytica A-101 B10A-5 

3.   Y. lipolytica A-101 B14-6 

4.   Y. lipolytica A-101 B56-5 

5.   Y. lipolytica A-101 B58-2 

6.   Y. lipolytica A-101 B59-3 

7.   Y. lipolytica A-101 B60-4 

8.   Y. lipolytica A-101 B61-5 

9.   Y. lipolytica A-101 B62-1 

10. Y. lipolytica A-101 KLON 1 

11. Y. lipolytica A-101 KLON 10 

12. Y. lipolytica A-101  W29 

      ura3-302 

Rys. 1. Wzrost klonów o fenotypie Suc+Ura+ na podłożu MMT z 1% glukozy oraz z 1% sacharo-
zy i 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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Szczep – Strain 

1.   Y. lipolytica A-101 WT 

2.   Y. lipolytica A-101 KLON 1 

3.   Y. lipolytica A-101 KLON 10 

4.   Y. lipolytica A-101 KLON 11 

5.   Y. lipolytica A-101 KLON 12 

6.   Y. lipolytica A-101 KLON 14 

7.   Y. lipolytica A-101 KLON 17 

8.   Y. lipolytica A-101 KLON 19 

9.   Y. lipolytica A-101 KLON 26 

10. Y. lipolytica A-101 KLON 29 

11. Y. lipolytica A-101 KLON 34 

12. Y. lipolytica A-101 KLON 35 

13. Y. lipolytica A-101 KLON 38 

14. Y. lipolytica A-101 KLON 41 

Rys. 2. Wzrost wybranych szczepów o fenotypie Suc+Ura+ na podłożu MMT z 1% sacharozy oraz 
0,1 lub 0,01% peptonu 

Fig. 2. Growth of Suc+Ura+ selected strains on MMT medium with 1% sucrose and 0,1 or 0,01% 
peptone 
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Rys. 3. Wzrost klonów o fenotypie Suc+Ura- na podłożu MMT z 0,1% peptonu, 1% sacharozy 
i uracylem 

Fig.  3. Growth of Suc+Ura- strains on MMT medium with 0,1% peptone, 1% sucrose and uracil 
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Wadą stosowania tego promotora w produkcji białka prowadzonej na skalę przemy-
słową jest konieczność regulacji jego aktywności, wymagająca obecności peptonu lub 
utrzymania odpowiedniego pH środowiska. Dlatego dąży się do pozyskania klonów, 
u których już minimalna dawka peptonu warunkuje aktywność promotora. W przypad-
ku badanych transformantów zastosowano dwie dawki peptonu: 0,01 i 0,1%. Z danych 
przedstawionych na rysunku 2 wynika, że przy dawce 0,1% wyrastają wszystkie klony, 
a niektórym do wzrostu z sacharozy wystarcza już 0,01% peptonu. Zatem dla pozyska-
nych klonów wystarczająca dawka induktora jest od 1,7 do 50 razy mniejsza, niż dawka 
odnotowana przez innych badaczy [Nicaud i in. 1989, Förster i in. 2007]. W niezależ-
nych badaniach stwierdzili oni, że niezbędna dawka peptonu, warunkująca ekspresję 
inwertazy wynosi od 0,17 do 0,5%. W warunkach doświadczenia przy 0,01% dodatku 
peptonu dobrze wyrastały dwa  transformanty: KLON1 i KLON10. Wysoki był plon 
biomasy (odpowiednio 1,69 i 1,65 OD) i zadowalający przyrost OD w czasie (odpo-
wiednio 0,11  i 0,094 h-1)  (rys. 2). Czas trwania lag fazy dla KLON1 był taki sam jak 
w hodowli z 0,1% peptonu, a dla KLON10 był krótszy o ponad 3 godziny. Wydaje się 
więc, że promotor XPR2 u tych dwóch klonów  jest w inny sposób regulowany niż 
u pozostałych transformantów, które przy 0,01% peptonu nie były zdolne do wzrostu 
z sacharozy. Prawdopodobnie indukcja samego promotora u tych klonów jest głównie 
wynikiem działania pH, a mniej peptonu. Podobne spostrzeżenia odnotowali Förster 
i in. [2007]. 

W kolejnym doświadczeniu analizowano wzrost w podłożu MMT z 1% sacharozy 
i 0,1% peptonu klonów o fenotypie Suc+Ura-. Wyrastały one słabiej z sacharozy niż 
klony o fenotypie Suc+Ura+ (rys. 3). Najwyższy plon biomasy, równy 1,09 OD, przy 
średnim maksymalnym przyroście OD 0,054 h-1, stwierdzono dla szczepu referencyjne-
go W29ura3-302. Spośród pozyskanych transformantów najwyższy plon biomasy (OD 
0,751), największy maksymalny przyrost OD w czasie (0,072 h–1) i najkrótszy okres lag 
fazy (4 h) odnotowano dla klonu B55-3. Pozostałe klony wyrastały słabiej i nie osiągnę-
ły stacjonarnej fazy wzrostu.  

Kolejną mikrohodowlę prowadzono dla szczepu wyjściowego, klonów o fenotypie 
Suc+Ura+ (B56-5) oraz Suc+Ura- (A18 oraz  B57-4). Jako źródło węgla zastosowano 1% 
sacharozy, 1% fruktozy lub 1% glukozy. Jednolity wzrost klonów odnotowano na pod-
łożu z 1% glukozy oraz 1% fruktozy (rys. 4). Szczep wyjściowy (dziki) oraz  B57-4 
wyrastały najlepiej z glukozy, osiągając plon biomasy (OD) 1,67 i 1,64. Dla pozosta-
łych klonów wartość ta była minimalnie niższa. Dla wszystkich szczepów oraz rodzica 
można zaobserwować, że wzrost logarytmiczny transformantów trwał 12–24 godzin 
hodowli na glukozie i 18–30 h hodowli na fruktozie, co świadczy o tym, że przeprowa-
dzone modyfikacje nie wpłynęły na szybkość wykorzystania glukozy i fruktozy. Nato-
miast przeprowadzona analiza ponownie wykazała zróżnicowaną zdolność wybranych 
klonów do hydrolizy sacharozy (rys. 4). Szczep B56-5 osiągał największy plon biomasy 
oraz wykazywał największy 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 następnym cyklu mikrohodowli analizowano wpływ buforu fosforanowego 
pH 6,8 na plon biomasy, szybkość przyrostu OD oraz długość lag fazy szczepu wyj-
ściowego i trzech klonów o fenotypie Suc+Ura+: KLON1, B56-5 oraz B60-4. 
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Szczep – Strain 

1. Y. lipolytica A-101 WT 

2. Y. lipolytica A-101 B56-5 

3. Y. lipolytica A-101 A18 

4. Y. lipolytica A-101 B57-4 

Rys. 4. Wzrost wybranych klonów na podłożach 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 podłoże MMT z sacharozą w ilości od 1 do 30%, z 0,1% dodatkiem pep-
tonu oraz buforem fosforanowym pH 6,8. Obecność buforu pozytywnie wpłynęła na 
plon biomasy uzyskanej w podłożu z różnymi dawkami  sacharozy. Wszystkie klony 
wyrastały lepiej w zbuforowanym podłożu (rys. 5). Nie odnotowano znacznych zmian 
we wzroście w podłożu zawierającym od 1 do 10% sacharozy, a największy plon bio-
masy (OD = 1,493) uzyskano dla KLON1 w podłożu z 5% sacharozy. Dopiero przy 20 
i 30% dawce źródła węgla obserwowano niższy wzrost klonów. W podłożu bez dodatku 
buforu fosforanowego pH 6,8 najwyższy plon biomasy (OD = 1,281) uzyskano dla  

M M T Sacharoza 1% Pe pton 0,1% 

0

0,25

0,5

0,75

1

1,25

1,5

1,75

2

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90
czas  [h]

O
D

 [4
20

 - 
58

0 
nm

] 1

2

3

4

M M T Glukoza 1% 

0
0,25

0,5
0,75

1
1,25

1,5
1,75

2

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90
czas  [h]

O
D

 [4
20

 - 
58

0 
nm

] 1

2

3

4

M M T Fruktoza 1% 

0
0,25

0,5
0,75

1

1,25
1,5

1,75
2

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90
czas  [h]

O
D

 [4
20

 - 
58

0 
nm

] 1

2

3

4

2

1

czas [h] – time 

czas [h] – time

czas [h] – time 

– 
– 

– 

Sucrose            Peptone 

Glucose 

Fructose 



Wzrost z sacharozy klonów drożdży… 

Biotechnologia 8(4) 2009 
 

33

B56-5 w podłożu z 10% sacharozy, w którym także pozostałe szczepy wyrastały najle-
piej. Największy wpływ obecności buforu na plon biomasy dla wszystkich klonów 
odnotowano w podłożu z 1 i 5% sacharozy. Odnotowano aż 0,7 punktu różnicy OD. 
Natomiast jednocześnie ze wzrostem stężenia sacharozy malał wpływ buforu na plon 
biomasy. Prawdopodobnie zastosowany układ buforowy był za słaby w stosunku do  
ilości wydzielanego kwasu cytrynowego i obserwowano zahamowanie wzrostu droż-
dży. Drożdże te są znane z biosyntezy cytrynianu, znacznie zakwaszającego podłoże 
[Wojtatowicz i in. 1997]. 
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Rys. 5. Wzrost klonów o fenotypie Suc+Ura+ na podłożu 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 wpływ obecności buforu fosforanowego o pH 6,8 na szyb-
kość wzrostu i to bez względu na stężenie sacharozy w podłożu. W zbuforowanym 
podłożu MMT szybkość przyrostu OD dla KLON1 i B56-5 rosła wraz z gradacją stęże-
nia sacharozy, osiągając maksymalną wartość w podłożu z 20% sacharozy (odpowied-
nio 0,076 i 0,124 h-1) (rys. 5). Dla szczepu B60-4 maksymalną szybkość przyrostu OD 
odnotowano w podłożu z 5% sacharozy (0,096 h-1). W przypadku drożdży hodowanych 
w podłożu bez buforu fosforanowego, maksymalne szybkości przyrostu OD były mniej-
sze i to bez względu na stężenie źródła węgla. Najwyższe wartości przyrostu OD (0,088 
i 0,08 h-1) odnotowano przy 1 i 5% sacharozy, odpowiednio dla KLON1 oraz B56-5. 

Dodatek buforu miał także wpływ na długość trwania lag fazy klonów. Obecność 
buforu fosforanowego spowodowała wydłużenie lag fazy dla wszystkich klonów (rys. 5). 
Jedynie klon B60-4 w podłożu z 10% sacharozy miał krótszy czas lag fazy niż w podło-
żu bez buforu. W podłożu MMT bez dodatku buforu czas lag fazy był zdecydowanie 
krótszy, a wzrost stężenia sacharozy powodował jego wydłużenie do 10–12 godzin. 
Największe różnice w czasie trwania lag fazy (8–11 h), ze względu na obecność lub 
brak buforu obserwowano w podłożu z 5 i 20% sacharozy. 

WNIOSKI 

1. Transformanty drożdży Yarrowia lipolytica A-101 o fenotypie Suc+Ura+ oraz 
Suc+Ura- w różny sposób wyrastały z sacharozy. Wynika to prawdopodobnie z integra-
cji ekspresyjnej kasety drożdżowej w różne miejsca genomu oraz odmiennej indukcji 
promotora XPR2. 

2. Dwa klony o fenotypie Suc+Ura+ wyrastały z sacharozy, przy nie opisanej dotąd 
bardzo niskiej dawce peptonu (0,01%). Dla pozostałych klonów niezbędne było stoso-
wanie dziesięciokrotnie większej dawki induktora. 

3. Stwierdzono także, że w zbuforowanym środowisku (pH 6,8) komórki intensyw-
nie się dzieliły, nie osiągając stacjonarnej fazy wzrostu. 

4. Badane klony nie różniły się we wzroście z glukozy oraz fruktozy. Wprowadzone 
modyfikacje genetyczne nie wpłynęły na komórkowy metabolizm tych źródeł węgla. 
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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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