
Fettanre icherung in Rhodotorula  gracil is .  

Von 

Marta Blinc und B. Ho~evar. 

Aus dem Chemisehen Ins t i tu t  der Ak~deraie der  Wissenschaften in Lubljana.  

Mit 1 Abbfldung. 

(Eingelangt am 22. Juli  1953. Vorgelegt in der Sitzung am 8. Okt. 1953.) 

Rhodotorula gracilis wurde auf InvertzuckerlSsungen unter  
Verwendung verschiedener Stickstoffquellen und teilweise in 
Gegenwart yon Zinkionen gezogen. Die besten Resul ta te  err 
g~ben sieh mit  Asparagins~ure, welehe sowohl in bezug auf 
den Fe t tgeha l t  der  Hefe als aueh in bezug auf den Fe t t -  
koeffizienten und die Raumausnutzung alle anderen stickstoff- 
hMtigen N~hrstoffe welt fibertrifft.  Es wurden die hbchsten 
bisher mitgetei l ten Fe t tausbeu ten  von fiber 74% Fe t tgeha l t  
in der  Hefe und ein Fettkoeffizient  yon 21 erzielt. 

Das Best reben,  den Metabol i smus  yon  Mikroorganismen zur F e t t -  
gewinnung auszuwer ten ,  geht  bekarmt l ich  auf den  ers ten  Wel tk r i eg  
zuriick.  Lindner h a t  Endomices vernalis auszuwer ten  versucht ,  L. von 
Portheim und  M. Samec zogen Mucor stoloni/er auf Sulf i tablauge.  Wegen  
der  technisehen Schwier igkei ten  und  dem Feh len  einer R e n t a b i l i t a t  h a t  
das  P rob l em des Mikrobenfe t tes  nur  l angsame Fo r t s c h r i t t e  gemach t ;  
im zwei ten  Wel tk r i eg  haben  sehwedische Forscher  wesent l iche und  
en tsche idende  ErfoIgc erziel t  1. 

H. Lundin  gelang es, du rch  passende  Ku l tu r f i i h rung  in Rhodotorula 
gracilis einen F e t t g e h a l t  yon  60 bis 63% und  13~o Eiwei~ m i t  e inem 
Fe t tkoe f f i z i en ten  bis zu 18 zu erzielen 2. 

Wi r  h a b e n  die Versuche yon  Lundin  wieder  aufgenommen,  einersei ts  
um die l~eproduz ie rbarke i t  bei  fo r t l au fendem Kul t i v i e r en  zu t iberpri ifen,  

1 L. Enebo, L. G. Anderson und H. Lundin, Arch. Biochemistry 11, 383 
(1946). 

-" Li teratur i ibers icht  siehe bei t t .  Lundin, Jahrb .  Hochschule f. Boden- 
kul tur  ~, 410 (1948). - -  H. Bernhauer, Fe t t e  u. Seifen 52, 203 (1950). - -  
R. Kunze, Mitt. VersuehsanstMt f. d. G~rungsgewerbe Nr. 3/4 (1950). 

73a 



1128 Mar ia  Blinc und B. Ho6evar:  [Mh. Chem., Bd. 84 

anderse i t s  um eine eventuel le  wei tere  Steigerung des Fe t t ge ha l t e s  dieser 
Here zu erzwingen. 

F i i r  unsere  Versuche dien~e uns R h o d o t o r u l a  gracil is ,  welche wh" 
aus  dem I n s t i t u t  fiir Lebensmi t t e l chemie  an der  Kungl .  t ekn i ska  Hogsko lan  
in S tockholm erha t ten  haben.  F/Jr des  t )ber lassen  der  R e i n k u l t u r  s ind 
wir den  Her ren  H. Lundin  und  E. Tornquist zu grol~em Danke  ver-  
pf l ichtet .  

Als S t r i chku l tu r  auf Bierwi i rze-Agar  3 gezogen, h a t  die Here bei  
zweiwSchenthchem ~ b e r i m p f e n  innerha lb  yon drei  J a h r e n  ihre volle 
Virulenz be ibehal ten .  Die K u l t u r e n  haben  die charak te r i s t i sche  rote  
Farbe ,  zeigen ihren  schSnen Fe t tg lanz ,  d i e  Zellen s ind oval  ve rd ick t  
und  en tha l t en  reichlich Fe t t t rSpfchen .  

Die Stammkul turen  hielten wir in Eprouvet ten  auf einem der genannten 
Nahrsubstrate .  Der Inha l t  je einer Eprouvet te  wurde mit  ausgekochtem 
Leitungswasser in einem 500-ccm-Erlenmeyer-Kolben mit  100ecru der  
jeweils gew~hlten N~hrfliissigkeit gesptilt  und 40 his 60 Stdn. bei 22 bis 
26~ geseh/ittelt.  Bei gut  gef/ihrten Versuchen sollen in dieser Zeit min- 
destens 60% des verfiigbaren Zuckers verbraucht  women sein. Die gebildete 
dicke Suspension diente als Impfmasse ffir die eigentliche Zucht. Je  30 ccm 
devon /iber~rugen wir in 1000-eem-Kolben mit  je 300 ccm N~hrlOsung. Die 
verschlossenen Gef~2e wurden in einem t~aume yon 22 bis 26 ~ auf einer 
Sehiittelmaschine gesehiittelt.  Diese wurde von tins gleichzeitig und unab- 
h~ngig yon Bernhauer 4 dtnlchgebildet. Sie fal~te je nach der Kolbengr6/~e 
15 oder 30 Gef~l~e und konnte im Thermosta ten oder ha freien Raum ver- 
wendet werden. Bei tier erw~ihnten Flfissigkeitsraenge war  ztu" Erzielung 
tier bes~en Fe~twerte t ro tz  des Sehiittelns eine Beliiftung notwendig. Zu 
diesem Behufe waren die KoIben mi t  einem Stopfen versctflossen, durch 
welchen ein Rohr  bis knapp zur Oberfl/~ehe der Fliissigkeit (nicht in diese), 
ehl zweites bis unter  den Stopfen reieh~e. Dureh das erste Rohr  wurde 
filtrierte Luft  eingeblasen. Den Verlauf der  Fermenta t ion  verfolgten wir 
dutch makroskopische und mikroskopische Beobachtung, durch Messung 
des Triibungsgrades, Best immung des pig  und des Zuekers. 

Ale gi inst igs te  Fe rmen t i e rungsze i t  fanden wir 70 Stdn.  s. I n  dieser  
Zei t  waren  mehr  als 80% Zucker  ve rb rauch t .  Als organisches S u b s t r a t  
d ien te  uns Inve r t zucke r  in der  K o n z e n t r a t i o n  4 bis 6%,  welchen wir  
se]bst bere i te t  haben.  Var i ie r t  haben  wir  die Zusammense tzung  der  
anorganischen  Nghrstoffe.  F i i h r end  waren  die Erkenn tn i s se  fr / iherer  
Forscher ,  dab  die Anre icherung  yon  F e t t  an  ein niedriges  Verh~ltnis  
yon  N : C gebunden  ist .  W i r  hiel ten es in  den  Grenzen I : 75 bis 1 : I00. 
W]r  gingen von der  Lundinschen Kombina~ion  

s Zusarnmensetzung des Nghrsubst ra ts :  1. 2 g  Agar, 0,1 g Ammon-  
sulfat, 0,1 g sek. Kaliumphosphat. ,  5 ccm Bierwfirze, 1 his 2 g  Glukose, 
100 g Wasser.  2. 2 g Agar, 0,1 g Asparagin,  0,2 g sek. Kal iumphosphat ,  
5 ccm Bierwfirze, 2 g  Glukose, 100g Wasser.  p H  = 5 bis 7 (mit NaOig 
eingestellt). 

4 K.  Bernha,uer und J.  Rauch, Biochem. Z. 320, 36 (1950). 
H. Lundin, J.  Ins t i tu te  Brewing 18, Nr. 6 (1950). 
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Iuvertzucker . . . . . . . . . . . . .  40--60 g/1 
Ammonsulfat  . . . . . . . . . . . .  0,5--1 g/l 
KI-I2PO 4 . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5--1 g/1 
~agnesiumsulfat  �9 7 H~O ..  1 g/1 
Natriumehlorid . . . . . . . . . .  0,5 g/1 
Kalziumchlorid.  6 HeO . . .  0,5 1 
Ferrichlorid �9 6 H20 . . . . . .  0,005 1 
Bierwiirze . . . . . . . . . . . . . . .  25 cem/1 
pH 4,5 

aus. Da nach unseren friiheren Erfahrungen die Anwesenheit kleiner 
Mengen von Zinkionen ffir die Fettbildung gOnstig sind, setzten wir in 
der Mehrzahl der Versuche auch Zinksulfat in der Menge der N~hrlSsung 
zu. In  dieser i~nderten wir die Stickstoffquelle. 

Es ist bekannt,  dal~ w~hrend des Wachstums der Rhodotorula gracilis 

d~s Substrat,  welches Ammonsulfat  enth~lt, sauer wird. Gegen Ende 
der Ggrung erreicht die Kulturfliissigkeit einen Sguerungsgrad yon 
p H  ~ 2,2. 

Organisehe Stickstoffverbindungen, wie z. B. Itarnstoff,  Harns~ture 
oder Asparagin, wie sie unter anderem yon D. Ekstr'dm und F. Sandgren ~ 
verwendet worden sind, wirken mehr oder weniger automatiseh neutrali- 
sierend. In  Gegenwart yon t tarnstoff  sinkt des p H  merklieh, Harns~ure 
und Asparagin aber halten des anfangs eingestellte p H  w~hrend der 
ganzen Kulturdauer  fast  unver~ndert  lest. 

Ganz eigens verhiflt sieh Asparagins~ure. Bei sonst gleichbleibenden 
Versuehsbedingungen steigt das p H  w~hrend des Waehstums unserer 
Here stetig an. Wenn die Hauptmenge des Zuckers verbr~ucht ist, 
erreicht es den Wert  7,2. Man ist dadurch zwar aus dem Bereieh der 
optimalen Sauerung herausgekommen, doch scheint gerade des all- 
m~hliche Nachlassen der optimalen S~uerung einen Anla[~ iiir eine 
weitere Fettablagerung zu bflden. Auf diese Weise erhielten wir einen 
HSchstgehalt an Fet t  yon 76% der Trockensubstanz, neben 13% EiweiB. 
Bei einer Ausbeute yon 29,2 g Hefesubstanz je 100 g Zucker entspricht 
dies einem Fettkoeffizienten yon 22 und einem EiweiBkoeffizienten 
von 3,8. So weir uns bekannt  ist, sind dies die h6chsten bisher be0bachte- 
ten Fettausbeuten. 

Experimenteller TeiL 

Den Invertzucker bereiteten wir nach der iibliehen Methode. Eine 50%ige 
L6stmg yon Saccharose wurde dureh Zusatz yon 25%iger Schwefels~ure 
auf ein pH ~ 2 gebracht, 2 Stdn. auf 80 ~ erhitzt, das Reaktionsgemiseh 
mi~ Kalkmilch neutralisiert (pH ---- 6) und des Calciumsulfat abdekantiert. 

6 D. Ekstr6ra und F. Sandgren, European Brewery Convention Congress 
1951, S. 178. - -  F. Sandgren, D. Ekstr6m und N. Nielsen, Acta Chem. Seand. 4, 
1311 (1950). 
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Die Zuvlcerbestimmung ffihrten wir n~eh Bertrand 7 durch, die Stickato]]- 
bestimmung naeh der Semimikromethode yon K]eldahl. Die Azidit~t mal3en 
wir potentiometriseh mit  einer Glaselektrode. 

Ftir die Er]assung dos ganzen Fettes ist es Bedingtmg, dal3 des ZellmateriM 
restlos zerstSrt wird. 

Zu diesem Behufe zerkleinerten wir portionenweise je 2 g getrocknete 
Hefe (3 bis 5% Feuchtigkeit) unter  Zusatz der gleichen Menge Quarzsand 
zu einem feinen Pulver, erhitzten sic mit 25 ecru 10~oiger Salzs~ure in einer 
Porzellanschale unter stetem 
Umriihren 1/2 Std. bis zum 
leichten Sieden. Durch Varia- 
t ion der S&urekonzentration 
in den Grenzen yon 5 bis 15% 
und der Hydrolysendauer von 
*/~ bis 2 Stdn. haben wir uns 
iiberzeugt, dal3 die angegebe- 
nen Bedingungen die besten 
Fettresultate geben. Das hy- 
drolysierte Material ~vurde 
filtriert, der Filterriiekstand, 
weleher unter  anderem aueh 
des Fe t t  enth~lt, wurde bis 
zum Versehwinden der sauren 
Reakt ion (Methylorunge) mit  
kal tem destillierten Wasser 
gewasehen. Uber  die Masse, 
welehe mit  einer Infrarot-  
Glfihlampe bestrahlt  wurde, 
wurde mit  einem kleinen Ven- 
t i lator Luft  geblasen. Schliel~- 
lich wurde im Vakuum-Trok- 

cczz Zbsorpl/oz 

~'~o t ,~', 
ff ",, / 

I ",/ 
,-21 /,, 

t ' , ,  
'-'I/ ',,, 
Z 101 .~ '., ..~, 

10 20 ,30 ~ 50 60 70 80 O0 100 
Z~2b/~fl#sze// /~ Std. 

Abb. 1. Triibungsgrad und Zuckergehalt w~ihrend 
des Wachstums der Rhodotorula. 

kenschrank bei 60 ~ getrocknet und im Soxhlet-Apparat mit tiber Calcium- 
ehlorid getroeknetem J~ther extrahiert.  

Die nephelometrische Kontrolle der Hefebildung ist ein bequemer Behelf, 
den Gang der Kul tur  zu verfolgen. Im  Lange-Kolorimeter, in welehem wir 
die jeweils zu untersuchende Kulturfliissigkeit mit  der Ausgangsl5sung 
verglichen, erhielten wir Resultate,  wie sie aus Abb. 1 zu ersehen sind. 

Einen iJ-berblick fiber die Resultate gibt die Tabelle 1. In  dieser be- 
deuten die kleiner gedruekten Zahlen die Niedrigst- und H6chstwerte, die 
anderen Zahlen die Mittelwerte. Man sieht des starke Ansteigen des Fett-  
gehaltes und des Fettkoeffizienten bei Verwendung des Asparagins und 
besonders der Asparagins~ure. Auch die l%aumausnutzung ist bei Verwendung 
der Asparaginsaure bei weitem die beste. 

Berl-Lunge, Chemisch-technische Untersuchungsmethoden, Bd. V, 1934, 
S. 27. 


