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OPTYMALIZACJA WARUNKOW BIOSYNTEZY WYBRANYCH
KAROTENOIDOW PRZEZ DROZDZE Z RODZAJU RHODOTORULA

Streszczenie

Woprowadzenie. Karotenoidy to zrdznicowana grupa pigmentowych zwigzkow izoprenoidowych.
Obecnie komercyjnie pozyskiwane sa gtdwnie z roslin lub na drodze syntezy chemicznej, z ktorej uzyski-
wanych jest 80 + 90 % zwiazkow. Jednakze syntetyczne karotenoidy, w duzych dawkach, moga by¢ szko-
dliwe dla zdrowia ludzkiego, a odpady powstajace w procesie ich produkcji stanowig zagrozenie dla $ro-
dowiska. Alternatywa dla odpowiednikow syntezy chemicznej jest wykorzystanie produkcji
mikrobiologicznej w celu pozyskania karotenoidow o wysokiej aktywnosci biologicznej, ktére moga
stanowi¢ naturalny i funkcjonalny dodatek w réznych gateziach przemystu. W zwigzku z tym celem badan
byta optymalizacja warunkow hodowli i biosyntezy wybranych frakcji karotenoidow przez szczepy Rho-
dotorula. Hodowle drozdzy prowadzono w kolbach 100 cm® w ktérych przygotowywano 50 cm® podloza
YPG ze stalym wytrzasaniem i dostgpem Swiatta. W regulacji biosyntezy karotenoidéw uwzgledniono
wplyw takich czynnikow, jak: temperatura, pH oraz stosunek wegla do azotu. W celu ilosciowego i jako-
sciowego oznaczenia frakcji karotenoidow wykorzystano metode¢ spektrofotometryczna.

Wyniki i wnioski: Wykazano wptyw temperatury, stosunku C/N oraz pH na ilo$ci pozyskanej bioma-
sy. Zmiana warunkéw pH determinowata istotne roznice w oznaczanych frakcjach karotenoidowych
niezaleznie od szczepu. Ponadto zastosowanie skrajnych wartosci pH nie wplynglo na zahamowanie wzro-
stu oraz syntezy karotenoidow, wskazujac na adaptacj¢ Rhodotorula sp. do stresogennych warunkow
srodowiska. W zaleznos$ci od warunkéw hodowli oznaczano zmienny przyrost biomasy badanych szcze-
péw, co warunkowalo wplyw na przebieg krzywej logarytmicznego wzrostu drozdzy. Analiza wptywu
czynnikow fizykochemicznych umozliwita wyznaczenie warunkéw hodowli sprzyjajacych produkcji
karotenoidow.

Stowa kluczowe: naturalne barwniki, karotenoidy, drozdze, Rhodotorula sp.

Whprowadzenie

Karotenoidy to zréznicowana grupa pigmentowych zwigzkéw izoprenoidowych
0 szerokim zakresie aktywnosci biologicznej. Najczgsciej stosowany podziat karoteno-
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idow oparty jest na budowie chemicznej. Podstawowe Kryterium tego podziatu stanowi
wystepowanie w strukturze atomoéw wegla i wodoru Iub wegla, wodoru oraz tlenu.
Ogolny podziat wskazuje na karoteny bedace weglowodorami oraz ksantofile zawiera-
jace polarne grupy [8]. Prowadzone badania umozliwity odkrycie ponad tysigca natu-
ralnych karotenoidow pochodzacych z roslin, mikroalg, grzybow i bakterii [19, 30].
Coraz wigksze zapotrzebowanie na karotenoidy w réznych dziatach przemyshu wymu-
sito poszukiwanie alternatywnych zrddel, ktore poza efektywno$cig produkcji zapew-
nia¢ bedg bezpieczenstwo ich pozyskiwania i stosowania [16].

Komercyjne pozyskiwanie karotenoidow oparte jest przede wszystkim na synte-
zie chemicznej, co stanowi ponad 73 % zapotrzebowania rynku. Pozyskiwanie ich
Z naturalnych Zrodet — roslin, zwierzat i bakterii jest ciagle ograniczone, aczkolwiek
obserwuje sie staty wzrost zapotrzebowania na karotenoidy niesyntetyczne, co zapew-
ne wynika ze stalego zainteresowania konsumentéw produktami naturalnymi. Biotech-
nologiczne rozwigzania ukierunkowane na produkcje naturalnych karotenoidow,
w tym ze zrodet mikrobiologicznych, przyczynity si¢ do opracowania technologii bez-
piecznej dla srodowiska, a uzyskane produkty charakteryzujg sie przede wszystkim
stabilnoscia, lepszymi wlasciwosci biologicznymi oraz nizszym potencjalem toksycz-
nym. Cechy te przyczynily si¢ do coraz powszechniejszego wykorzystywania tych
zwigzkéw jako funkcjonalnych dodatkow w roznych galeziach przemystu, m.in.
W przetworstwie zywnos$ci. Ponadto synteza karotenoidéw przez mikroorganizmy cha-
rakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia, co zwigzane jest m.in. z ich zdolnos$ciami adapta-
cji do panujacych warunkéw srodowiska [17].

Rhodotorula sp. jest przedstawicielem tzw. oleistych drozdzy wykazujacych
zdolnos¢ do produkcji lipidow, egzopolisacharyddéw oraz karotenoidow. Gléwnag ko-
rzyscig wykorzystania izolatow z tego rodzaju jest szybko$¢ przystosowania si¢ do
warunkow $rodowiska, co wigze si¢ z dostosowaniem aparatu enzymatycznego i wy-
korzystaniem dostepnych sktadnikow odzywczych [31]. Ponadto produkowane frakcje
karotenoidow wykazuja dzialanie bioaktywne, wplywajac na eliminacj¢ stresu oksyda-
cyjnego [7]. Okoto 70 % karotenoidow produkowanych przez gatunki z rodzaju Rho-
dotorula sp. stanowi f—karoten. Jest to zwigzek o pomaranczowo-zoltej barwie posia-
dajacy 9 sprz¢zonych wigzan w tancuchu polienowy i 2 w pier$cieniach B-jonowych,
co powoduje jego podatnos¢ na utlenienie [8]. Neutralizacja wolnych rodnikéw przez
te pigmenty chroni organizmy zywe przed ich szkodliwym dziataniem, czgsto prowa-
dzacym do mutagenezy. Kolejnym metabolitem wtdornym wytwarzanym przez drozdze
jest y—karoten, ktory stanowi izomer B—karotenu. Bioaktywne wlasciwosci tej frakcji
karotenoidow wynikajg z obecnosci grupy retinylowej, jednakze sg one nizsze niz
B—karotenu [23]. Oprocz wspomnianych karotenoidéw przedstawiciele rodzaju Rhodo-
torula syntetyzuja rowniez torulen, ktory jest syntetyzowany z y—karotenu. Torulen
stanowi prowitaming witaminy A, jednoczesnie wykazujac wyzsza aktywno$¢ antyok-
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sydacyjna niz B—karoten. Zdolno$¢ wiagzania czasteczek tlenu przez frakcje karotenoi-
dow umozliwia ich zastosowanie jako naturalnych dodatkow do Zywnosci ograniczaja-
cych procesy utleniania. Ponadto badania wykazaty ich dziatanie przeciwdrobnoustro-
jowe, co moze mie¢ wpltyw na proliferacj¢ drobnoustrojow patogennych w zywnosci
[15, 26].

W zwiazku z tym celem badan byta optymalizacja warunkéw hodowli oraz bio-
syntezy wybranych frakcji karotenoidow przez szczepy Rhodotorula, jako potencjal-
nych dodatkéw do zywnos$ci. Analizie poddano wptyw czynnikéw fizykochemicznych
na intensywnos$¢ produkcji biomasy, procentowy udziat frakcji oraz calkowite st¢zenie
karotenoidow.

Materialy i metody badan
Pochodzenie szczepow

W badaniach wykorzystano szczepy drozdzy karotenoidalnych pochodzace ze
srodowiska przemystowego jednej z mleczarni w Polsce. Szczepy izolowano z produk-
tu gotowego mozzarella (szczep M-66) oraz z wody technologicznej (szczep M-78).

Metody izolacji szczepow

Produkt gotowy w postaci kulki mozzarella poddano analizie zgodnie z PN-EN
ISO 6611:2007 [24] przy zastosowaniu podtoza Sabouard (pepton mikrobiologiczny
1,0 %, glukoza 4,0 %, agar 1,5 %; Oxoid, Wielka Brytania). Inkubacje prowadzono
w 25 °C przez 5 dni.

Analize prob wody technologicznej wykonano metoda filtracji membranowej
przy uzyciu filtréw celulozowych o wielkosci poréw 0,45 um (Merck, Niemcy). Inku-
bacje prowadzono na podtozu OGA (ekstrakt drozdzowy 0,5 %, glukoza 2,0 %, oksy-
tetracyklina 0,01 %, agar bakteriologiczny 1,5 %; Biokar, Francja) w temperaturze
25 °C przez 5 dni.

Selekcja i identyfikacja wyizolowanych szczepow drozdzy

Wstepnej selekcji szczepéw dokonywano na podstawie barwy kolonii wyrostych
na podtozach hodowlanych. Z wyrostych kolonii na podtozu YM Agar (ekstrakt droz-
dzowy 0,3 %, ckstrakt stodowy 0,3 %, pepton bakteriologiczny 0,5 %, dekstroza
1,0 %, agar 2,0 %; Difco, USA) wykonywano preparaty mikroskopowe barwione me-
toda Loefflera. Charakterystyka morfologiczna komoérek drozdzy, tj. ksztalt, sposob
paczkowania, wystepowanie pseudostrzgpek, byly uzupehieniem do identyfikacji bio-
chemicznej, w ktorej wykorzystano testy API ID 32C (bioMérieux, Francja). Testy
przeprowadzono zgodnie z procedurg wskazang przez producenta a uzyskane wyniki
odczytywano za pomoca automatycznego Systemu komputerowego VITEK ATB
(bioMérieux, Francja).
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Ocena wptywu wybranych czynnikow na synteze karotenoidow

W celu przeprowadzenia wszystkich do§wiadczen wykorzystano wyselekcjono-
wane szczepy drozdzy o stalym inokulum ODgy = 0,02 + 0,01. Pomiaru OD dokony-
wano w BioPhotometer (Eppendorf, Niemcy). Hodowle prowadzono w kolbach
100 cm* w ktorych przygotowywano 50 cm® podtoza YPG (glukoza 2 %, pepton 1 %,
ekstrakt drozdzowy 1 %) ze statym wytrzasaniem 120 obr./min. i dostgpem $wiatta [5].
Hodowle inkubowano przez 5 dni przy zachowaniu réznych warunkéw temperaturo-
wych: 20 °C, 25 °C i 30 °C oraz pH 3,0; 5,0; 7,0; 9,0.

W przypadku oceny wplywu stosunku wegla do azotu (C/N) w kolbach 100 cm®
przygotowywano 50 cm® podloza w Basal Medium - BM ((NH,),SOs — 0,5 %,
MgSQO, - 7H,0 — 0,05 %, ekstrakt drozdzowy — 0,1 %, KH,PO, — 0,64 %; K,HPO, —
0,64 %). Do pozywki BM dodawano rézne stgzenia glukozy, tak aby uzyskac stosunek
C/N, odpowiednio: 1,0; 2,5; 10 i 20. Hodowle prowadzono w wyzej opisanych warun-
kach, wykorzystujac optymalng temperature i pH dla produkcji karotenoidow.

We wszystkich wariantach badawczych prowadzono kontrole przyrostu biomasy
poprzez pomiar spektrofotometryczny OD wykonywany przy diugosci fali 600 nm.
W tym celu wykorzystano BioPhotometer (Eppendorf, Niemcy).

Proces ekstrakcji karotenoidow

W celu wyekstrahowania karotenoidow syntetyzowanych przez szczepy drozdzy
postepowano zgodnie z metodg Kot i wsp. [15] (Metoda I) z wykorzystaniem roztworu
NaCl w koncowej fazie ekstrakcji. Zastosowano réwniez modyfikacj¢ wiasng, nie
uwzgledniajac dodatku NaCl, co umozliwito eliminacj¢ fatszywie dodatnich wynikow
(Metoda I1).

Z kazdego wariantu badawczego do falkonéw pobierano 10 ml hodowli, a na-
stepnie odwirowywano (8000 obr./min. przez 15 min). Supernatant umieszczono
w osobnym falkonie w celu oceny ewentualnych pozostatosci karotenoidéw. Pelet
przemywano dwukrotnie wodg destylowana, uwzgledniajac wskazane wyzej parametry
procesu wirowania. Osad zawieszono w 1 ml DMSO (dimetylosulfotlenek; Oxoid,
Wielka Brytania), ktory wczesniej ogrzewano przez 2 h w temperaturze 55 °C [12]. Po
dodaniu kulek szklanych (Sigma, USA) powtarzano etap wirowania (8 000 obr./min.
przez 10 min). Nastepnie dodano 2 ml mieszaniny acetonu (Stanlab, Polska) 1 96 %
alkoholu etanolowego (ChemLand, Polska) i wytrzgsano przez 5 min. Probki pozosta-
wiono na 10 min w celu sedymentacji biomasy. Proces ekstrakcji prowadzono do mo-
mentu uzyskania biatego/szarego koloru biomasy [15].

Oznaczenie frakcji karotenoidow

W celu ilosciowego i jakosciowego oznaczenia frakcji karotenoidow mierzono
absorbancje uzyskanych ekstraktow za pomocg spektrofotometru BioSpectrometer
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basic (Eppendorf, Niemcy). Calkowita zawartos¢ karotenoidow (VC) wyrazona
w mg/dm? cieczy hodowlanej wyliczono zgodnie z metoda Chena i wsp. (2006) [4].
W zalezno$ci od oznaczanej frakcji karotenoidow zastosowano roézne dlugosci fali oraz
obliczono odpowiednie molowe wspotczynniki ekstynkcji na podstawie kalkulatora
molowego wspolczynnika ekstyncji [3]. W badaniach oznaczono frakcje nalezace do
karotenoéw, tj. torulen, y-karoten, B-karoten oraz nalezaca do ksantofili astaksantyne.
Ponadto oznaczono catkowita zawartos¢ ksantofili. Nastepnie wyznaczono catkowita
zawarto$¢ karotenoidow (TF) wyrazong w pg/g suchej masy komoérek drozdzy zgodnie
z metoda Rodriguez i wsp. (2023) [25].

Oznaczanie zawartosci suchej masy

Suchg mase oznaczano w falkonach, ktore uprzednio suszono przez 2 dni w tem-
peraturze 50 °C. Po zwazeniu falkonéw wprowadzono 10 ml kazdej z hodowli i wiro-
wano 8 000 obr/min przez 10 min. Supernatant zlewano, a biomas¢ w falkonach su-
szono w temperaturze 50 °C. Falkony wazono co 2 dni do momentu nieistotnych

roznic w wadze. Wyniki przedstawiono w gramach suchej masy na litr pozywki
(g/dm®) [24].

Pomiar barwy

Barwa kolonii drozdzy oraz uzyskanego peletu po hodowli byta ustalana na pod-
stawie tablic barw Munsella (1972) [11].

Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia powtdrzono trzykrotnie, a dane wyrazono jako warto$¢
srednig + odchylenie standardowe (SD). Istotnos¢ statystyczng wyznaczano za pomoca
analizy wariancji (jedno- i dwuczynnikowa ANOVA), a nastgpnie testu Tukeya.
Wszystkie analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica w wersji
13.03 (StatSoft Polska, Polska). Poréwnane warto$ci uznano za znaczaco rdzne
przy p < 0,05. Korelacje migdzy zmiennymi oceniono za pomocg wspotczynnika kore-
lacji Pearsona (r) na poziomie istotnosci o = 0,05.

Wyniki

Wyizolowane szczepy roznity si¢ pod wzgledem morfologicznym. Kolonie
szczepu M-78 posiadaty nieregularny ksztalt, rozlewajac si¢ po ptytce w przeciwien-
stwie do szczepu M-66, ktorego kolonie byty okragte i mniejsze. Barwg kolonii przy-
porzadkowano do oznaczenia 5.0R 7/8 (szczep M-78) oraz 5.0R 7/6 (szczep M-66).
Z probek sera mozarella jak i wody technologicznej wyizolowano szczepy Rhodotoru-
la glutinis. Identyfikacja biochemiczna wykazata zblizone zdolnosci asymilacji zwigz-
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kow chemicznych. Jednakze Rhodotorula M-66 wykazywata zdolnos$¢ rozktadu galak-
tozy, DL-kwasu mlekowego oraz sorbitolu w przeciwienstwie do Rhodotorula M-78.

Proces ekstrakcji karotenoidow

Zastosowanie roznych metod ekstrakcji wykazato istotne statystycznie rdznice
przy p < 0,05 w oznaczanej absorbancji. Niezaleznie od temperatury wyniki pomiaru
absorbancji ekstraktu uzyskanego metoda I byly wyzsze niz przy zastosowaniu metody
II. Najwigksze istotne statystycznie roéznice oznaczono w 25 °C w obu badanych
szczepach (tabela 1).

Tabelal. Poroéwnanie pomiaréw absorbancji w zalezno$ci od zastosowanej metody ekstrakcji oraz
warunkow inkubacji

Table 1.  Comparison of absorbance measurements depending on the extraction method used and incu-
bation conditions

Absorbancja / Absorbance Szczepy Rhodotorula / Rhodotorula strains
500 nm M-78 | M-66
Metoda / Method 20 °C
I 0,127° £ 0,005 0,253" 0,030
I 0,025 + 0,001 0,088 + 0,012
25°C
I 1,385" + 0,013 2,712 + 0,008
I 0,065? + 0,003 0,021% + 0,001
30°C
I 0,579° + 0,006 0,223" + 0,003
I 0,033%+ 0,001 0,015% + 0,002

Objasnienia: / Explanatory notes:

warto$ci sg $rednimi + odchylenie standardowe z trzech powtorzonych oznaczen; *° — érednie z roznymi
matymi literami w tej samej kolumnie réznig si¢ istotnie przy p < 0,05; wszystkie dane zostaty wyrazone
jako s$rednia + odchylenie standardowe (SD) / values are mean + standard deviation of three repeated
determinations; *® — means with different lowercase letters in the same column are significantly different
at p <0.05. All data was expressed as mean + standard deviation (SD).

Ocena wptywu wybranych czynnikow na synteze karotenoidow

Najwyzsze ilo$ci biomasy oznaczono w temperaturze 20 °C, a najnizsze w 25 °C
w obu badanych szczepach. Nie wykazano korelacji migdzy wzrostem temperatury
oraz biomasa a oznaczanym TF. Izolowane frakcje karotenoidowe roznity si¢ istotnie
statystycznie w zalezno$ci od zastosowanej temperatury (tabela 2). Dominujaca frakcja
u szczepu M-78 byta astaksantyna, ktora stanowita 21,93 % oznaczanych karotenoi-
doéw. Wraz ze wzrostem stezenia karotenoidow oznaczano wyzszy parametr VC.
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Tabela2. Wplyw temperatury hodowli na wytwarzang biomasg i karotenoidy
Table 2.  Effect of culture temperature on biomass and carotenoids produced

Wzrost i produkcja Szczepy Rhodotorula / Rhodotorula strains
karotenoidow / Growth and M-66 M-78

production of carotenoids 20 °C 25 °C 30 °C 20 °C 25 °C 30 °C

CBC [g/dm®] 4,61 1,13 1,45 4,32 0,46 1,96
Barwa peletu (Munsell) /| 1 50 6/10 | 10.0R 7/8 | 7.5YR 8/6 | 10.0R 7/6 | 10.0R 7/6 | 7.5YR 7/4

Pellet color
VC [mg/dm®] 0,66 0,16 0,11 0,06 0,25 0,08
TF [pg/g s.m.] 143,20 139,40 77,60 14,50 353,30 42,10
Frakcje karotenoidowe [%] / Carotenoid fractions [%]
Torulen 18,45 17,64 17,6 11,29 19,27 13,90
Astaksantyna / Astaxanthin 18,35 19,00 20,3 11,40 21,93 20,20

Ksantofile ogotem / Total

18,05 19,37 18,1 10,84 19,37 20,00

xanthophylls
y-karoten / carotene 17,34 18,60 18,6 6,70 18,60 22,60
B-karoten / carotene 13,88 19,09 16,5 5,34 19,09 22,60

Objasnienia: / Explanatory notes:

CBC — zawarto$¢ suchej masy komoérek drozdzy [g/dm®]; VC — catkowita zawarto$é¢ karotenoidow
w cieczy hodowlanej [pg/dm®]; TF — calkowita zawarto§é karotenoidow [pg/g s.m.] / CBC — yeast cell dry
weight content [g/dm®]; VC — total carotenoid content in the culture liquid [pg/dm®]; TF — total carotenoid
content [pg/g DM].

Nie wykazano korelacji pomigdzy wzrostem pH a ilo$cig biomasy i stezeniem
ekstrahowanych karotenoidow. Najwyzsze ilosci karotenoidéw oznaczono w odmien-
nych warunkach hodowlanych tj. przy pH 5,0 dla szczepu M-66 oraz pH 7,0 dla szcze-
pu M-78. Odczyn pH podtoza hodowlanego miat istotnie statystycznie wptyw na uzy-
skane frakcje karotenoidéw (p < 0,05). Ponadto w hodowli szczepu M-78 o pH 5,0
obserwowano dominacj¢ B-karotenu, ktory stanowit 22,18 % izolowanych karotenoi-
dow (tabela 3). W przypadku szczepu M-78 wzrost pH wpltywat na zmiang barwy pele-
tu w kierunku zoétci. Barwa peletu szczepu M-66 utrzymywala si¢ w palecie barw r6-
zowo-czerwonych.

Monitoring zmian pH w hodowli po czasie inkubacji wykazat istotne statystycz-
nie roznice (p < 0,05) pomigdzy szczepami we wszystkich badanych wariantach (tabela
4). Ponadto wykazano znaczny spadek pH w hodowli o startowym pH 9,0 niezaleznie
od badanego szczepu. Natomiast przy pH 5,0 i pH 7,0 obserwowano wzrost pH ho-
dowli po inkubacji dla szczepu M-78, odwrotnie niz dla szczepu M-66. Najmniejsze
roznice pH (po 96 h inkubacji) oznaczono przy pH 3,0.
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Tabela3. Wptyw pH hodowli na wytwarzang biomasg i karotenoidy
Table 3. Effect of culture pH on biomass and carotenoids produced

- Warost Szczepy Rhodotorula / Rhodotorula strains
i produkcja karo-
tenoidoéw / Growth M-66 M-78
and carotenoid
oroduction 30 | 50 | 70 | 90 | 30 5,0 70 9,0
CBC [g/dm3] 1,14 1,89 4,32 4,25 2,18 1,59 1,42 1,81
B(";‘\;I"l‘l’ﬁspe?l';t/“ 50R | 10.0R | 10.0R | 100R | 100R | 7.5YR | 75YR | 75YR
6/10 718 716 6/8 716 8/6 8/6 8/6
Pellet color
VC [mg/dma] 0,36 1,01 1,03 0,77 0,71 0,28 0,49 0,49

TF [pg/g s.m.] 315,80 | 531,70 | 237,80 | 180,00 | 326,80 | 174,50 343,30 269,30
Frakcje karotenoidowe [%] / Carotenoid fractions [%]
Torulen 18,01 17,91 | 18,16 | 16,43 18,39 15,26 13,84 17,92

Astaksantyna /
Astaxanthin

19,00 18,29 | 18,59 | 17,14 | 19,40 17,46 16,08 19,88

Ksantofile ogotem

/ Total xan- 1816 | 1807 | 1838 | 1633 | 1896 | 1727 | 1639 | 2026
thophylls

Y'kamtege/ carote- |\ 4705 | 1694 | 17,93 | 1423 | 1821 | 17,60 16,31 20,04

p-karoten / 1432 | 1453 | 1630 | 11,04 | 1648 | 2218 | 1380 | 2056
carotene

Objasnienia: / Explanatory notes:

CBC — zawarto$¢ suchej masy komorek drozdzy [g/dm®]; VC — calkowita zawarto$¢ karotenoidow
w cieczy hodowlanej [pug/dm®]; TF — calkowita zawartosé karotenoidow [ug/g s.m.] / CBC — yeast cell dry
weight content [g/dm®]; VC — total carotenoid content in the culture liquid [pg/dm®]; TF — total carotenoid
content [pug/g DM].

Tabela 4. Zmiana pH podtoza hodowlanego po inkubacji
Table 4. Change in pH of the culture medium after incubation

Iniial substate pr 0y | 39 50 70 90
Szczep / Strains pH po 96 h / pH after 96 h
M-78 3,038+ 0,02 6,90° + 0,01 7,72° £ 0,00 7,81°+0,02
M-66 3,14° £ 0,03 4,64% + 0,02 5,557+ 0,01 6,987+ 0,01

Objasnienia: / Explanatory notes:

Wartosci sg $rednimi + odchylenie standardowe z trzech powtoérzonych oznaczen; & _ ¢rednie z réznymi
matymi literami w tej samej kolumnie r6znia si¢ istotnie przy p < 0,05; wszystkie dane zostaly wyrazone
jako srednia + odchylenie standardowe (SD) / Values are mean + standard deviation of three repeated
determinations; *° — means with different lowercase letters in the same column are significantly different
at p <0.05. All data was expressed as mean + standard deviation (SD).
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Wzrost stosunku C/N korelowal ze wzrostem stezenia biomasy w przypadku
szczepu M-66. W hodowli szczepu M-78 nie wykazano ww. zalezno$ci, a najwyzsza
biomase¢ oznaczono przy C/N 10. Najwyzsze st¢zenie TF dla szczepu M-66 oznaczono
przy C/N 2,5. W przypadku Rhodotorula M-78 wzrost stosunku C/N korelowat ze
wzrostem TF. Niezaleznie od wariantu hodowli wykazano najnizsza procentows za-
warto$¢ B-karotenu dla szczepu M-66. Zmiana warunkéw hodowli nie wptyneta istot-
nie na barwg peletu uzyskanego w hodowli Rhodotorula M-78 (tabela 5).

Tabela 5. Wptyw stosunku C/N na wytwarzang biomase i karotenoidy

Table 5. Effect of C/N ratio on biomass and carotenoids produced
Wzrost i produkcja Szczepy Rhodotorula / Rhodotorula strains
karotenoidow / Growth M-66 M-78
and production of
carotenoids 2,5 10 20 2,5 10 20
CBC [g/dm?] 2,98 4,25 5,72 1,63 2,64 2,01
Barwa peletu (Munsell) | ¢ oo 6/10 | 10R7/8 | 5.0YR5/10 | 10R7/4 | 10R7/6 | 10R7/6
/ Pellet colour
VC [mg/dm? 0,76 0,37 0,55 0,16 0,37 0,57
TF [pg/g s.m.] 254,20 86,50 95,70 96,60 139,20 283,60
Frakcje karotenoidowe [%] / Carotenoid fractions [%]
Torulen 16,77 16,92 18,13 21,01 19,81 19,27
Astaksantyna / 15,99 15,90 16,92 21,72 20,17 20,50
Astaxanthin
Ksantofile ogotem / 14,57 13,04 15,39 20,29 19,76 20,13
Total xanthophylls
y-karoten / carotene 13,08 9,87 13,76 18,60 19,36 19,58
[B-karoten / carotene 8,50 8,57 8,11 18,18 17,53 20,09

Objasnienia: / Explanatory notes:

CBC — zawartos¢ suchej masy komorek drozdzy [g/dm®]; VC — catkowita zawartos¢ karotenoidow
w cieczy hodowlanej [ug/dm®]; TF — catkowita zawartoé karotenoidow [ug/g s.m.] / CBC — yeast cell dry
weight content [g/dm?]; VC — total carotenoid content in the culture liquid [pg/dm®]; TF — total carotenoid
content [ug/g DM].

Analiza przyrostu biomasy w poszczegdlnych temperaturach wykazata istotne
statystycznie roznice przy p < 0,05 w obu badanych szczepach. Dopiero po 48 h ozna-
czono istotne statystycznie réznice przyrostu biomasy szczepu M-66 w kazdym wa-
riancie temperaturowym hodowli (tabela 6). Niezaleznie od stosunku C/N Rhodotorula
M-66 po 96 h hodowli znajdowata si¢ w fazie logarytmicznego wzrostu, a ggstos¢ op-
tyczna nie rdznila si¢ istotnie statystycznie pomiedzy stosunkiem C/N 10 i 20.

Szczep M-78 wykazywat istotne statystycznie réznice przyrostu biomasy w za-
leznos$ci od temperatury po 48 h (tabela 7). Wraz z uptywem czasu hodowli przy pH
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9,0 obserwowano spadek przyrostu biomasy dla szczepu M-78 (tabela 7). Natomiast
dla szczepu M-66 w pH 9,0 oznaczono najwyzsze OD (tabela 6). Niezaleznie od sto-
sunku C/N po 96 h hodowli szczep M-78 wykazywal istotne statystycznie roznice

przyrostu biomasy (tabela 7).

Tabela 6. Wplyw czynnikow na przyrost biomasy u Rhodotorula M-66

Table 6. Influence of factors on biomass growth in Rhodotorula M-66
Absorbancja/
Absorbance Oh 24 h 48 h 72h 96 h
7\600 nm
Temperatura/ Temperature [°C]
20 0,011%4 £ 0,001 | 1,658 £ 0,004 | 9,683 + 0,032 | 12,407°° + 0,032 | 14,750 + 0,017
25 0,017%4 £ 0,006 | 1,540 £ 0,007 | 5,597%+ 0,007 | 7,377°°+0,025 | 8,610 + 0,069
30 0,013% + 0,002 |2,167°® + 0,012 | 6,680°° + 0,026 | 5,763 +0,188 | 2,422°°+0,016
pH
3,0 0,011% + 0,001 | 0,068 + 0,004 | 1,963 £ 0,009 | 3,820° £0,026 | 5,580%°° + 0,072
5,0 0,010 £ 0,001 | 0,506 £ 0,004 | 2,887°C+0,025 | 12,713°® £ 0,031 | 14,993% + 0,087
7,0 0,010 £ 0,002 | 0,895 + 0,005 | 13,057°C + 0,068 | 15,240% + 0,017 | 14,750°° £ 0,070
9,0 0,016™ + 0,002 | 0,241 + 0,002 | 5,637+ 0,023 | 8,670°5£0,070 | 7,790 + 0,066
CIN
2,5 0,036* + 0,001 |0,798* +0,002 | 9,958°+0,015 | 10,773° +1,201 |12,877°° + 0,051
10 0,023*4 £ 0,001 | 0,520% + 0,007 | 9,287°®+0,032 | 10,917°° + 0,015 |11,483% + 0,065
20 0,038%4 £ 0,002 | 0,305 + 0,001 | 6,943 +0,012 | 8,730 +0,052 |11,400%° + 0,072

Objasnienia: / Explanatory notes:
Wartosci sa $rednig £+ odchylenie standardowe z trzech powtdrzonych oznaczen;
matymi literami w tej samej kolumnie rdznig si¢ istotnie przy p < 0,0

5' AB,CE

ab,cd

— $rednie z roznymi
— $rednie z r6znymi wielki-

mi literami w tym samym wierszu roznig si¢ istotnie przy p < 0,05 / Values are mean + standard deviation

of three repeated determinations;
significantly different at p < 0.05.

nificantly different at p < 0.05.

Dyskusja

abcd
ABCE

means with different lowercase letters in the same column are
— means with different uppercase letters in the same row are sig-

Rhodotorula jest jednym z najczeSciej izolowanych rodzajow drozdzy ze $rodo-

wiska mleczarni. Istotny wplyw na taki stan majg sprzyjajace warunki zwigzane z bo-
gatym zrodlem sktadnikéw odzywczych w surowcach mleczarskich. Geronikou 1 wsp.
[9] izolowali Rhodotorula sp. z resztek twarogu, natomiast Yadav i wsp. [30] — z jo-
gurtu, mleka w puszcze oraz powietrza, co wskazuje na rozprzestrzenianie si¢ tego
rodzaju w $rodowisku okotoprodukcyjnym. Powyzsze obserwacje potwierdzaja
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Tabela7. Wplyw czynnikow na przyrost biomasy u Rhodotorula M-78

Table 7. Influence of factors on biomass growth in Rhodotorula M-78
Absorbancja/
Absorbance Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
XGOO nm
Temperatura/ Temperature [°C]
20 0,010 £ 0,002 | 1,790°® £ 0,010 | 9,677 £ 0,040 | 12,010°° + 0,026 | 13,253 + 0,012
25 0,025 £ 0,002 | 1,192°® £ 0,013 | 5,523°° £ 0,032 | 8,627° £ 0,084 | 5,027° + 0,031
30 0,060* £ 0,005 | 2,500°®® £ 0,010 | 5,900°® £ 0,010 | 7,903+ 0,071 | 5,057 £ 0,025
pH
3,0 0,013 + 0,002 | 1,647 + 0,005 | 7,530° + 0,036 | 9,867%° + 0,080 |11,073% +0,038
5,0 0,025% £ 0,001 | 1,627°® + 0,003 | 7,923"° + 0,081 | 9,183% +0,067 | 7,167 +0,142
7,0 0,027% £ 0,002 | 2,207°® £ 0,038 | 2,648° + 0,019 | 4,240° +0,072 | 3,510°° + 0,312
9,0 0,017 + 0,002 | 0,908% + 0,002 | 3,390°° £ 0,036 | 3,533*°® +0,061 | 0,511% + 0,003
CIN
2,5 0,032%4 £ 0,002 | 0,781°% + 0,005 | 5,987°° £ 0,031 | 6,490° + 0,017 | 5,037°° £ 0,006
10 0,022*A £ 0,003 | 0,514*® £ 0,060 | 5,447° £ 0,025 | 6,567°F+0,049 | 6,110°° 0,053
20 0,027% £ 0,001 | 0,444%® £ 0,003 | 3,560° £ 0,052 | 5,230 £ 0,036 | 4,403%° +0,042

Objasnienia: / Explanatory notes:

Warto$ci sg $rednig + odchylenie standardowe z trzech powtérzonych oznaczen; ® bc,d
mi matymi literami w tej samej kolumnie réznig sig istotnie przy p < 0,05;~ 8 ¢ E
wielkimi literami w tym samym wierszu roznig si¢ istotnie przy p < 0,05 / Values are mean + standard
deviation of three repeated determinations; * ™ © ¢ — means with different lowercase letters in the same
column are significantly different at p < 0.05; * & © E_ means with different uppercase letters in the same
row are significantly different at p < 0.05.

— §rednie z r6zny-
— $rednie z ré6znymi

rowniez wyniki uzyskane w niniejszych badaniach. Izolowane szczepy réznily sig
istotnie fenotypowo, co moze wskazywac¢ na duze zréznicowanie wewnatrzgatunkowe
R. glutinis. Nie mozna wykluczy¢ obecnosci szczepéw wewnatrzzaktadowych, ktore
charakteryzowaty si¢ potyskujacymi koloniami i w zaleznosci od szczepu roznily si¢
strukturg — od §luzowatej do lekko zwartej. Podobnie jak w badaniach Sovljanski
i wsp. [28], kolonie Rhodotorula M-66 réwniez byly zwarte i btyszczace.

Profil enzymatyczny jest uzalezniony od szczepu drozdzy oraz zrodta jego po-
chodzenia. Sovljanski i wsp. [28] wykazali zdolnoéé¢ R. glutinis do asymilacji sacharo-
zy, maltozy oraz rafinozy, a brak rozktadu inozytolu podobnie jak u badanych szcze-
pow. Inozytol korzystnie wplywa na wydajnos¢ fermentacji, przyrost biomasy oraz
adaptacje do warunkéw hodowli. Takiej cechy nie potwierdzono dla szczepow wyko-
rzystanych w niniejszym badaniu, podobnie jak dla izolatéw analizowanych przez
Allahkarami i wsp. [1]. Jednakze dla badanych szczepow gléwnym Zrodiem wegla
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byty: D-glukoza, D-sacharoza i D-rafinoza podobnie jak szczepy izolowane przez
Sovljanski i wsp. [28].

Niektore mikroorganizmy, w tym drozdze, wykazuja zdolno$¢ do wytwarzania
polimeréw zewnatrzkomorkowych okreslanych jako EPS (egzopolisacharydy). Biora
one udziat w tworzeniu biofilmow jednoczesnie petnigc funkcje ochronne przed czyn-
nikami stresogennymi $rodowiska [10]. Egzopolimery drozdzy tworzg roztwory koloi-
dalne, ktore mogty przyczyni¢ si¢ do braku sedymentacji czasteczek roztworu NaCl,
wplywajac na wzrost gestosci optycznej zawiesiny. Ma to istotne znaczenie dla metody
wykorzystywanej w ekstrakcji karotenoidow. W koncowym etapie procesu ekstrakcji
wykorzystywano 20-procentowy roztwor NaCl, ktory wedlug zrodet literaturowych
utatwienia sedymentacje pozostato$ci biomasy (Metoda I) [17]. W przypadku izolowa-
nych szczepow nie obserwowano tego zjawiska. Po wprowadzeniu modyfikacji wia-
snej, eliminujgcej m.in. zastosowanie roztworu NaCl (Metoda II), obserwowano istotne
statystycznie roznice (przy p < 0,05) w absorbancji ekstraktow niezaleznie od szczepu
i warunkow inkubacji (tabela 1), co wskazuje na mozliwa obecno$¢ egzopolisachary-
doéw. Zastosowana modyfikacja umozliwita wyeliminowanie fatszywie dodatnich wy-
nikéw.

Ocena wplywu wybranych czynnikow na synteze karotenoidow

Wplyw temperatury na synteze karotenoidow zalezy od mikroorganizmu i zasto-
sowanego substratu [8]. Wzrost temperatury inkubacji obnizat wydajno$¢ biosyntezy
stezenia karotenoidow wewnatrzkomérkowych (TF) przez Rhodotorula M-66, co mo-
gto by¢ spowodowane stworzeniem stresogennych warunkow (tabela 2). W przypadku
Rhodotorula M-78 temperature 25 °C wyznaczono jako optymalng do syntezy TF.
Jednakze Zhao i wsp. [32] najwyzsze stezenie TF oznaczali w temperaturze 28 °C,
natomiast najnizsze w 20 °C. Malisorn i Suntornsuk [18] po zoptymalizowaniu wpty-
wu temperatury na produkcje karotenoidow u R. glutinis najwyzsze TF uzyskali
w temperaturach 29 °C i 30 °C.

Podobnie jak w badaniach, ktore prowadzili Amr i wsp. [2], nie wykazano korela-
cji pomigdzy wzrostem biomasy szczepow wykorzystywanych w badaniach a synteza
karotenoidow. Najwyzszy przyrost biomasy obserwowano w 20 °C i wynosit 4,61 oraz
4,32 g/dm?® odpowiednio dla szczepu M-66 i M-78. Tkacova i wsp. [29] uzyskali dwu-
krotnie wyzsze wartosci w temperaturze 25 °C. Temperatura wptywa na ekspresj¢ syn-
tetazy PB-karotenu i torulenu, co wiaze si¢ z regulacjg aktywnosci szlakéw produkcji
karotenoidow. Wiele badan wskazuje na wzrost zawartosci torulenu oraz f-karotenu
w niskich temperaturach (5+20°C). W przypadku szczepu M-66 potwierdzono
wspomniang zalezno$¢, w przeciwienstwie do szczepu M-78. Wskazuje to na duze
zroznicowanie metaboliczne pomigdzy szczepami rodzaju Rhodotorula. Podobnie jak
wskazywali Amr i wsp. [2], takze w niniejszych badanach wykazano wplyw tempera-
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tury hodowli na zmiang¢ koloru peletu. Ustalono, ze w 30 °C pelet miat kolor z palety
z6kci, ktory jest charakterystyczny dla frakcji karotenow, co odzwierciedla najwyzszy
procentowy udziat frakcji y- i B- karotenu (tabela 2). Odcien peletu szczepu M-78,
niezaleznie od pH, przyporzadkowano do barwy roézowo-pomaranczowej. Wyzsza
procentowa zawarto$¢ torulenu moze wyjasnia¢ uzyskang barwe (tabela 3).

Po osiagnigciu fazy stacjonarnej dochodzi do ekspresji enzymdw uczestniczacych
we wtéornym metabolizmie, w tym odpowiedzialnych za synteze karotenoidéow. Ko-
rzystne warunki srodowiska nie zaburzajg ich aktywnosci, umozliwiajac wydajng pro-
dukcje zwiazkow karotenoidowych. Srodowisko o pH 7,0 dla wiekszosci drobnoustro-
jow stanowi optymalny czynnik do rozwoju. Badania wskazuja, ze warto$¢ pH 7,0 jest
optymalna zaréwno do wzrostu jak i produkcji karotenoidéw. Jednakze dla Rhodotoru-
la M-66 najwicksza biomase uzyskano w hodowli przy pH 7,0, natomiast w pH 5,0
uzyskano najwyzsze ilosci karotenoidow — 531,70 pg/g s.m. (tabela 3), co stanowi
trzykrotnie wyzsze wartos$ci niz oznaczone przez Allahkarami i wsp. [1]. Alkalizacja
srodowiska moze wptywac¢ na szlaki metaboliczne drozdzy oraz ekspresje gendéw ko-
dujacych enzymy rozktadajace m.in. glukoze. Wowcezas moze dochodzi¢ do nadmier-
nej syntezy polisacharydow, zmniejszajacej produkcje karotenoidow [27], co obser-
wowano w przypadku szczepu M-78. Najnizsze ilosci karotenoidow dla szczepu M-66
uzyskano w hodowli prowadzonej przy pH 9,0. Jednakze w tych samych warunkach
hodowli dla szczepu M-78 oznaczono dwukrotnie wyzsze ilosci karotenoidow niz
w przypadku szczepu M-66, co $wiadczy o adaptacji szczepu M-78 do warunkow alka-
licznych i braku wptywu na biosyntezg metabolitow wtornych. Niskie pH nie inhibito-
wato wzrostu biomasy oraz produkcji karotenoidéw. W pH 3,0 sucha mas¢ oznaczono
na poziomie 1,14 oraz 2,18 g /dm? odpowiednio dla szczepéw M-66 i M-78 (tabela 3).
Co wiecej, niektore badania wskazuja, ze szczepy Rhodotorula maja zdolnos¢ produk-
cji biomasy o stezeniu 5,89 g/dm® w srodowisku kwasowym [5].

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano zdolno§¢ badanych szczepoéw
do samoregulacji pH. Ustalono szczepozalezne obnizenie wyjsciowego pH pozywki
29,0 do 6,98 (szczep M-66) i 7,81 (szczep M-78). Miato to wplyw na neutralizacje
stresogennych warunkow, tym samym zapobiegajac m.in. destabilizacji §ciany komor-
kowej oraz szlakow metabolicznych. Naturalna zdolno$¢ drozdzy do regulacji pH $ro-
dowiska nastepuje poprzez aktywne uwalnianie protonéw (H") za posrednictwem AT-
Pazy btony komodrkowej. Alkalizacja $srodowiska zaburza prac¢ ATPazy, jednakze
w niektorych szczepach wykazano stabilizacje tych kompleksow, a nawet wzrost ich
aktywnosci [6]. W przypadku szczepu M-78 przy pH 5,0 oraz 7,0 obserwuje si¢ jego
wzrost po inkubacji w przeciwienstwie do szczepu M-66 (tabela 4). Utrzymanie ho-
meostazy pH cytozolu umozliwia rowniez obecno$¢ transporterow kationow alkalicz-
nych takich jak Na* oraz K*. Taki mechanizm reakcji mozna rozwaza¢ w przypadku
szczepu M-66, ktory prowadzit do utrzymania odpowiedniej dynamiki przestrzennej
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komorki oraz aktywnosci szlakéw metabolicznych [20]. Obecnos¢ kationow w podtozu
hodowlanym moze determinowaé warunki stymulujace biosynteze karotenoidow. Kot
i wsp. [14] obserwowali wzrost catkowitej zawartosci karotenoidow wraz ze wzrostem
koncentracji jonow glinu. W hodowli Rhodotorula M-66 o wyjsciowym pH 7,0 odno-
towano jego spadek (tabela 4). Jednakze w opisanych powyzej warunkach uzyskano
najwyzsze ilo$ci biomasy (tabela 3), co wiagze sie ze wzrostem stezenia CO, uwalnia-
nego w trakcie procesu fermentacji. W pH 7,0 CO, reaguje z wodg tworzagc HCOg', €O
moze powodowaé obnizenie pH [21].

Stosunek C/N stanowi kolejny czynnik regulacji biosyntezy karotenoidow przez
drozdze. Podobnie jak u Amr i wsp. [2] zaobserwowano wzrost suchej masy wraz ze
wzrostem stosunku C/N w szczepie M-66. W przypadku szczepu M-78 nie zaobser-
wowano takiej zaleznosci, a najwyzsze ilo$ci biomasy oznaczono przy C/N 10 (tabela
5). Wzrost stosunku C/N, a tym samym zawartosci glukozy stanowigcej gtowne zrédto
wegla w hodowli, moze wskazywa¢ na wystepowanie efektu Crabtree w przypadku
szczepu M-66. U przedstawicieli rodzaju Rhodotorula zazwyczaj nie obserwuje sie
wspomnianego zjawiska, jednakze wystepuja szczepy, ktore wytwarzaja alkohol ety-
lowy wptywajacy na obnizenie wydajnosci syntezy karotenoidow [1].

Kontrola ggstosci optycznej (OD) wykazata istotny wptyw warunkéw hodowli na
tempo namnazania si¢ drozdzy w obu badanych szczepach Rhodotorula. Najintensyw-
niejsze tempo przyrostu biomasy obserwowano w temperaturze 30 °C, co zaobserwo-
wali réwniez Zhao i wsp. [32]. Rdznice w przebiegu przyrostu biomasy miedzy bada-
nymi szczepami w réznych temperaturach moga by¢ zwigzane ze zmiang czasu jednej
generacji komoérek drozdzy oraz dlugosci trwania fazy logarytmicznego wzrostu. Po-
nadto temperatura istotnie wplywa na zmian¢ tempa zachodzacych proceséw metabo-
licznych, co umozliwia regulacje przebiegu krzywej logarytmicznego wzrostu [20, 22].
Regulacja pH hodowli w obu badanych szczepach umozliwita wyodrebnienie warun-
kow sprzyjajacych wzrostowi biomasy komorek drozdzy. W przypadku szczepu M-66
bylo to srodowisko obojetne (pH 7,0). Zakwaszenie $rodowiska stanowito czynnik
stymulujacy wzrost szczepu M-78, co wykazaly istotne statystycznie rdéznice w przyro-
$cie biomasy niezaleznie od czasu i pH hodowli (tabela 7) w przeciwienstwie do alka-
lizacji srodowiska. Wraz z uptywem czasu hodowli szczepu M-78 przy pH 9,0 obser-
wowano spadek przyrostu biomasy, co moze by¢ zwigzane z reakcjg na stresogenne
warunki hodowli i istotnym wpltywem na cykl komoérkowy drozdzy. Na przebieg
krzywej logarytmicznego wzrostu maja wptyw rowniez kationy, co wykazali Kieliszek
i wsp. [13] prowadzac hodowle R. mucilaginosa z suplementacja kationéw selenu.
Szczep M-78 wykazywal wolniejszy przyrost biomasy i osiagal fazg zamierania po
96 h inkubacji niezaleznie od stosunku C/N w przeciwienstwie do szczepu M-66 (tabe-
la 6 1 7). Wysoka zawarto$¢ wegla w pozywce mogla stanowi¢ czynnik ograniczajgcy
przyrost biomasy, skracajac faz¢ logarytmicznego wzrostu. Osiagniecie fazy zamiera-
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nia przez mikroorganizmy zwigzane jest z fragmentacja $ciany komorkowej, a tym
samym uwolnieniem wewnatrzkomoérkowych metabolitow, w tym karotenoidow.
W przypadku szczepu M-78, najnizsze OD oznaczono przy stosunku C/N 20, co kore-
lowato z najwyzszym st¢zeniem zewnatrzkomorkowych karotenoidow (VC), ktore
mogly zosta¢ uwolnione podczas fragmentacji $ciany komorkowej drozdzy.

Whioski

1.

(1]

(2]

W badaniach wykazano wplyw temperatur (20 °C, 25 °C i 30 °C) na ilosci pozy-
skanej biomasy szczepow. Nie wykazano natomiast korelacji pomigdzy wzrostem
biomasy a stezeniem pozyskiwanych karotenoidéw. Wraz ze wzrostem temperatu-
ry inkubacji obserwowano zmiang koloru peletu w kierunku zdéfci.

Zmiana warunkoéw pH determinowata istotne roéznice w oznaczanych frakcjach
karotenoidowych niezaleznie od szczepu. Jednakze badane szczepy nie wykazywa-
ly inhibicji biosyntezy karotenoidéw w skrajnych warto$ciach pH tj. pH 3,0 oraz
pH 9,0, co wskazuje na ich zdolno$¢ adaptacji do warunkéw $rodowiska. Ponadto
zasadowe Srodowisko hodowli stymulowalo namnazanie biomasy szczepu M-66,
uzyskujac 4,25 g/dm®.

Zmiana stosunku wegla do azotu w szczepie M-78 wplyneta na procentowy udziat
poziomu B-karotenu oraz biomasy w obu badanych szczepach. Jednakze maksy-
malng biomase uzyskano przy odmiennym stosunku C/N niz najwyzsze stezenie
karotenoidow. W zaleznos$ci od warunkéw hodowli oznaczano zmienny przyrost
biomasy badanych szczepow, co warunkowato wpltyw na przebieg krzywej loga-
rytmicznego wzrostu drozdzy.

Badanie wplywu czynnikow fizykochemicznych umozliwito wyodrebnienie opty-
malnych warunkéw do syntezy karotenoidow. Najwyzszy poziom karotenoidow
uzyskano w temperaturze 20 °C, pH 5,0 i C/N 1,0 dla Rhodotorula M-66
(531,70 pg/g s.m.), natomiast dla Rhodotorula M-78 w warunkach 25°C, pH 6,0
oraz C/N 1,0 (353,30 ug/g s.m.). Ponadto dla szczepu M-78 oznaczono dominacje
astaksantyny wsrdd badanych frakcji karotenoidow. Badane szczepy Rhodotorula
stanowig wydajne zrodto karotenoidéw, ktére w przysztosci moga by¢ wykorzy-
stywane jako naturalne i bioaktywne dodatki w roznych gateziach przemystu.
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OPTIMIZATION OF BIOSYNTHESIS CONDITIONS OF SELECTED CAROTENOIDS
BY RHODOTORULA YEASTS

Summary

Introduction: Carotenoids are a diverse group of pigmented isoprenoid compounds. They are now
commercially extracted mainly from plants or by a chemical synthesis, from which 80-90 % of compounds
are obtained. However, synthetic carotenoids, if provided in huge amounts, can be harmful to human
health, whereas waste generated in their production process poses an environmental risk. An alternative to
the equivalent of a chemical synthesis is to use microbial production to obtain carotenoids with a high
biological activity, which could be a natural and functional additive in various industries. Therefore, the
aim of the study was to optimize the culture conditions and biosynthesis of selected carotenoid fractions
by Rhodotorula strains. Yeast culture was developed in 100 cm? flasks in which 50 cm® of YPG medium
was prepared with constant shaking and access to light. The regulation of carotenoid biosynthesis took into
account the influence of the following factors: temperature, pH and a carbon/nitrogen ratio. A spectropho-
tometric method was used to determine the fraction of carotenoids in terms of quantity and quality.

Results and conclusions: The effects of temperature, C/N ratio and pH on the amount of biomass ob-
tained were demonstrated. Changing pH conditions determined significant differences in the determined
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carotenoid fractions regardless of a strain. Moreover, the application of extreme pH values did not inhibit
the growth or synthesis of carotenoids, pointing to the adaptation of Rhodotorula sp. to stressful environ-
mental conditions. A variable increase in biomass of the strains tested was found depending on the culture
conditions, which affected the logarithmic growth curve of the yeast. An analysis of the influence of phys-
icochemical factors allowed for the identification of culture conditions favorable for carotenoid produc-
tion.

Key words: natural pigments, carotenoids, yeast, Rhodotorula sp.5



