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Summary: Biosynthesis of carotenoids, including B-carotene, is an area of continuous scien-
tific research due to their valuable pro-health properties and high coloring power. This paper
presents an overview of the Rhodotorula spp. culture, esp. methods and conditions applied in
carotenoids’ production. In this paper the influence of combined cultures, pH, temperature,
carbon sources, the proportion of carbon atoms to nitrogen, concentrations of micro- and
macronutrient sources, oxidative stress, UV and VIS radiation as well as culturing methods
for carotenogenesis in yeast cells of Rhodotorula spp. was characterized. The list of yeast
species from the genus Rhodotorula, which naturally synthesize carotenoids, was presented.

Keywords: carotenoids, B-carotene, Rhodotorula spp.

Streszczenie: Biosynteza karotenoidow, w tym B-karotenu, jest obszarem ciagglych badan
naukowych ze wzgledu na ich cenne wiasciwosci prozdrowotne i duza sile barwigca.
W niniejszej pracy przedstawiono przeglad metod oraz warunkéw hodowli drozdzy
Rhodotorula spp., prowadzonych w celu otrzymywania karotenoidow. Omoéwiono wpltyw
hodowli skojarzonych, pH, temperatury, zrodet wegla, proporcji atomow wegla do azotu,
stezen zroédetl mikro- i makroelementow, stresu oksydacyjnego, promieniowania UV 1 VIS
oraz metody hodowli na proces karotenogenezy w komorkach drozdzy Rhodotorula spp.
Przedstawiono wykaz gatunkow drozdzy z rodzaju Rhodotorula, ktore naturalnie syntetyzuja
karotenoidy.

Stowa kluczowe: karotenoidy, B-karoten, Rhodotorula spp.
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1. Wstep

B-karoten nalezy do nieutlenionych karotenoidow. Wykazuje duzg bioaktywnosé
1 jest powszechnie stosowany w medycynie. Przez wzglad na wlasciwosci prozdro-
wotne B-karoten jest cennym dodatkiem do zywnosci. Jego znaczenie przemystowe
wynika rowniez z wlasnosci barwigcych.

B-karoten jest metabolitem wtdrnym, syntetyzowanym zaré6wno przez rosliny
wyzsze, jak i przez drobnoustroje. Biosynteza B-karotenu z udziatem bakterii, droz-
dzy 1 plesni jest w ostatnim czasie obszarem licznych badan naukowych. Wérod
drobnoustrojow wykorzystywanych w pracach badawczych najczgsciej wymienia
sie plesnie Blakeslea trispora oraz drozdze z rodzaju Sporobolomyces, Rhodotorula
i Phaffia, ktore odznaczaja si¢ wysoka szybkoscig biosyntezy. Badania naukowe sa
ukierunkowane na zwigkszenie szybkosci i wydajnosci biosyntezy produktu. Ze
wzgledu na fatwo$¢ prowadzenia hodowli i ekstrakcji barwnika na szczegdlng uwa-
ge zastuguja drozdze z rodzaju Rhodotorula.

2. Badania nad produktywnoscia biosyntezy p-karotenu
i karotenoidow przez wybrane gatunki drozdzy
Rhodotorula spp.

W pracach badawczych poswieconych studiom nad biosynteza B-karotenu z udzia-
tem drozdzy stosowano dotychczas wiele szczepow. Wykaz gatunkéw drozdzy syn-
tetyzujacych P-karoten zostal przedstawiony w tab. 1. Sposréd wymienionych
gatunkow najwicksza grupe stanowia drozdze z rodzaju Rhodotorula.

W hodowlach drozdzy z rodzaju Rhodotorula wyizolowanych w regionie Patago-
nii najwigkszg szybko$cia objetosciowa (1444 ug dm=h') i whasciwa (301 pg g'h')
produkcji karotenoidéw charakteryzowaty si¢ hodowle drozdzy Rhodotorula rubra
(mucilaginosa) CRUB 0064. W tych hodowlach autorzy uzyskiwali ogdlng zawar-
to$¢ karotenoidow w zakresie od 60 pg g ' syntetyzowang przez szczepy naturalnie
wystepujgce w przyrodzie do 301 pg g m"l otrzymywanych w hodowlach zmutowa-
nych szczepoéw. W hodowlach charakteryzujacych si¢ wyzszym stezeniem biomasy
w podtozu hodowlanym badacze uzyskali nizsza zawarto$¢ karotenoidoéw [Libkind,
van Brook 2006; Aksu, Eren 2005].

W hodowlach z uzyciem szczepu R. mucilaginosa-137 uzyskano najwigksza za-
warto$¢ B-karotenu (P, = 16,0 ug g_ ') i karotenoidow (P, . = 69,0 pg g ') przy
stezeniu biomasy rownym 8,6 g dm=[Maldonade i in. 2008]. Zesp6t Chanchay i in.
w hodowlach drozdzy R. rubra uzyskat zréznicowana zawarto$¢ karotenoidoéw (od
12,39 do 164,54 pg g ') w zaleznosci od zrodta wegla [Chanchay i in. 2012]. Na-
tomiast zespot Cutzu 1 in. przy stezeniu biomasy R. rubra réwnym 11,37 g dm
otrzymat og6lng zawarto$¢ karotenoidow o wartosci 0,26 mg g ' [Cutzu i in. 2013].

W hodowlach zmutowanych drozdzy R. glutnis-32 otrzymano najwyzsza kofico-
wa zawartos¢ B-karotenu (3,94 mg g ') i karotenoidow (4,93 mg g__ ') przy steze-
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niu biomasy roéwnym 26,0 g dm=. W tych hodowlach najwigksza obj¢tosciowa szyb-
ko$¢ produkcji B-karotenu nastgpita w pdzniej fazie logarytmicznej wzrostu biomasy
drozdzy i wynosita 7,25 mg dm? h'! [Bhosale, Gadre 2001a]. Natomiast Buzzini
i Martini, prowadzac hodowle z zastosowaniem tego samego gatunku drozdzy,
otrzymali koncowe stezenie biomasy rowne 6,5 g dm?, w ktorej zawartos¢ B-karotenu
wynosita 84,21 pg g ', a zawartos¢ wszystkich karotenoidéw byta réwna
915,4 pg g ' [Buzzini, Martini 2000].

Zesp(')iACutzu i1in., prowadzac dobor szczepu sposrod rodzaju Rhodotorula, Rho-
dospiridium oraz Sporobolomyces, najlepsze wyniki pod wzglgdem zawartosci karo-

Tabela 1. Wykaz gatunkow drozdzy Rhodotorula spp. syntetyzujacych karotenoidy
Table 1. List of yeast species from Rhodotorula spp., which synthesize carotenoids

Gatunki drozdzy/Yeast species Zrodto/Source
Rhodotorula acheniorum Nasrabadi, Razavi 2011]
Rhodotorula glutinis Bhosale Gadre 2001a]

Bhosale, Gadre 2001b]
Bhosale, Gadre 2002]
Braunwald i in. 2013]
Buzzini 2001]
Buzzml Martini 2000]

[

[

[

[

[

[

[

[

[Frengovalm 2004]
[Latha i in. 2005]
[Maldonade i in. 2008]
[Malisorn, Suntornsuk 2008]
]Saenge i in. 2011]
[Sinisa i in. 2013]
[Zhang i in. 2014]
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[

Rhodotorula gracilis Vijayalakshmi i in. 1999]
Somashekar, Joseph 2000]
Buzzini i in. 2005]
Maldonade i in. 2008]
Maldonade i in. 2008]
Patino-Vera i in. 2005]
Aksu, Eren 2005]
Chanchay i in. 2012]
Cutzu i in. 2013]
Frengova i in. 2004]
Libkind i van Brook 2006]
Maldonade i in. 2008]
Moline i in. 2010]
Simova i in. 2003]
Sinisa i in. 2013]

Rhodotorula graminis

Rhodotorula minuta

Rhodotorula rubra
(mucilaginosa)

Zrodto: opracowanie wiasne.
Source: authors’ own study.
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tenoidow uzyskat w hodowlach drozdzy R. glutinis (0,43 mg g_ ') przy st¢zeniu
biomasy rownym 10,5 g dm? [Cutzu i in. 2013]. Podobne wyniki badan uzyskat zespot
Maldonade i in., ktéory w hodowlach drozdzy R. glutinis otrzymat najwicksza zawar-
to$¢ p-karotenu (57,0 pg g '), a zawarto$¢ karotenoidow wynosita 132,0 pg g -
[Maldonade i in. 2008]. W badaniach prowadzonych przez zesp6t Latha nad biosyn-
teza karotenoidow przez szczep R. glutinis DFR-PDY w optymalnym wariancie za-
warto$¢ karotenoidow byta réwna 1,11 mg g__ ' przy stezeniu biomasy w wysokosci
9,0 g dm? [Latha i in. 2005]. Zblizone wyniki otrzymat Sinisa, prowadzac hodowle
R. glutinis, w ktorych koficowa zawarto$¢ -karotenu wynosita 1197,4 ug g ' przy
stezeniu biomasy 9,72 g dm™ [Sinisa i in. 2013]. Natomiast w hodowlach tych droz-
dzy zespot Saenge i in. otrzymat stezenie karotenoidow rowne 125,75 mg dm
i stezenie biomasy wynoszace 8,17 g dm™ [Saenge i in. 2011].

Zawartos¢ P-karotenu uzyskana przez Ferrao i Garga w hodowlach drozdzy
R. graminis RC04 zawierata si¢ w przedziale od 29 do 150 ug g ', co wskazuje na
duzy potencjal metaboliczny tych drozdzy w zakresie biosyntezy -karotenu [Fer-
rao, Garg 2011].

W pracach nad biosyntezg karotenoidow przez drozdze R. acheniorum uzyskano
koncowg zawarto$¢ B-karotenu wynoszacg 11,28 mg g ' i karotenoidéw réwna
12,25 mg g _“'[Nasrabadi i in. 2011]. h

Zastosowanie R. gracilis CFR-1AU w biosyntezie karotenoidow pozwolito uzy-
ska¢ ogolng zawarto$¢ karotenoidéw réwng 26 mg g ' przy niskim stezeniu bio-
masy w podtozu hodowlanym wynoszgcym 2,4 ¢ dm [Somashekar, Joseph 2000].

3. Wplyw hodowli skojarzonych bakterii i drozdzy
na biosynteze¢ p-karotenu i karotenoidow

W literaturze mozna znalez¢ przyktady hodowli skojarzonych drozdzy z rodzaju
Rhodotorula oraz innych drobnoustrojow, w tym bakterii i drozdzy. W skojarzonych
hodowlach drozdzy R. glutinis i bakterii Lactobacillus helvetius koncowa zawartos$¢
B-karotenu wynosita 43,68 ug g !, przy czym koncowa zawarto$¢ karotenoidow
wynosita 268,0 ug g ', a stezenie biomasy byto rowne 9,2 g dm™ [Frengova i in.
1997]. Inny wariant zaktadal skojarzong hodowle okresowa drozdzy R. rubra i Kluy-
veromyces lactis w serwatce wzbogaconej makroelementami. W warunkach opty-
malnych catkowita zawarto$¢ karotenoidow zwigkszyta si¢ do 421,0 ug g ', jed-
nak zawarto$¢ B-karotenu wynosita tylko 31,0 pg g ' przy stezeniu biomasy
réwnym 17,7 g dm? [Frengova i in. 2004].

W hodowlach skojarzonych drozdzy R. rubra i bakterii L. casei uzyskano naj-
wigksza koncowg zawarto$¢ B-karotenu rowng 0,27 mg g ' przy ogolnej zawartosci
karotenoidéw na poziomie 0,45 mg g -'i stezeniu biomasy réwnym 27,0 g dm™
[Simova i in. 2003]. Natomiast skojarzenie hodowli R. glutinis i D. castelli umozliwi-
to otrzymanie stgzenia karotenoidéow roéwnego 9,5 mg dm?, przy czym 74% stanowi-
fa torularodyna, a torulen i B-karoten pozostawaty w mniejszosci [Buzzini 2001].
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4. Wplyw warunkow hodowli
na biosynteze p-karotenu i karotenoidow

4.1. Zrodla wegla

W badaniach nad biosynteza -karotenu z udziatem drozdzy stosowano rézne zrodta
wegla, jednak dominujacym i referencyjnym zrédtem byta glukoza [Maldonade i in.
2008; Libkind, van Brook 2006; Bhosale, Gadre 2001a]. Stezenie glukozy w podto-
zach hodowlanych siegato 4%, a zawarto$¢ B-karotenu uzyskiwana w tych hodow-
lach zawierata si¢ w przedziale od 16 ug g "'do 3,94 mgg_ -\

Wyniki badan nad wptywem roznych sacharydow na biosyntez¢ B-karotenu
w hodowlach drozdzy R. glutinis DFR-PDY wykazaty, ze w podtozach hodowla-
nych zawierajgcych monosacharydy oraz disacharydy, najwicksza zawartos¢ karote-
noidéw, wynoszaca srednio 1,10 mg g -, a takze najwigksze stgZenie biomasy sie-
gajace ok. 11,0 g dm™ uzyskano z zastosowaniem fruktozy, glukozy i sacharozy
o stezeniu 3% w podtozu hodowlanym [Latha i in. 2005].

Wykazano, ze w hodowlach okresowych drozdzy R. rubra w podlozu zawiera-
jacym glukoz¢ w ilosci 10 g dm™ drozdze te produkujag wigcej karotenoidow
(15,63 pg g ') w porownaniu z hodowlami prowadzonymi w podtozach zawiera-
jacych sacharozg (12,39 ug g ') o tym samym stezeniu [Chanchay i in. 2012].

Wsrdd mieszanych zrodet wegla taczono glukoze z glicerolem. Zaobserwowa-
no, ze drozdze z rodzaju Rhodotorula asymilowaly glicerol, zar6wno w potaczeniu
z glukoza, jak i jako samodzielne zrodto wegla. W hodowlach drozdzy R. rubra naj-
wigkszg zawarto$¢ B-karotenu (564,8 pg g ') i karotenoidow (1469,1 pg g ')
uzyskano w hodowlach, w ktérych stezenia glukozy i glicerolu wynosity po 2%,
natomiast w hodowlach R. glutinis zawarto$¢ karotenoidow rowng 19443 pg g -
otrzymano przy l-procentowym stezeniu glicerolu technicznego i 3-procentowym
stezeniu glukozy w podtozu hodowlanym [Sinisa i in. 2013].

Zastosowanie glicerolu odpadowego (9,5% w podtozu) jako samodzielnego zro-
dta wegla w hodowlach R. glutinis pozwolito otrzymac¢ zawarto$¢ karotenoidéw na
poziomie 21,63 mg g -'. Znacznie nizszg zawarto$¢ karotenoidow (1,99 mg g ')
uzyskano w przypadku zastosowania glicerolu odpadowego (10% w podtozu) w ho-
dowlach drozdzy R. mucilaginosa [Cutzu i in. 2013].

W literaturze znajduja si¢ przyktady zastosowan produktow ubocznych z roz-
nych galezi przemystu spozywczego i produkcji biodiesla w procesie biosyntezy
B-karotenu [Chanchay i in. 2012; Marova i in. 2012b; Nasrabadi i in. 2011; Aksu,
Eren 2005; Frengova i in. 2004; Simova i in. 2004; Buzzini 2001; Buzzini, Martini
2000; Frengova i in. 1997].

Zbadano wptyw moszczu winogron, syropu glukozowego, melasy buraczane;j,
maki sojowej i maki kukurydzianej na produkcje karotenoidéw przez drozdze
R. glutinis. Najwyzsza zawarto$¢ karotenoidow (915,4 ug g ') zanotowano z zasto-
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sowaniem moszczu winogronowego, natomiast w hodowlach zawierajacych syrop
glukozowy nie stwierdzono obecnos$ci -karotenu [Buzzini, Martini 2000].

W badaniach nad przydatnos$cia soku z trzciny cukrowej, melasy oraz odcieku
z produkcji cukru zawierajacego 54% (m/m) sacharozy w biosyntezie karotenoidow
przez R. rubra uzyskano niewielkie stezenie karotenoidow [Banzatto i in. 2013].

W hodowlach drozdzy R. mucilaginosa prowadzonych w podtozach zawierajg-
cych laktoze z serwatki o stezeniu 13,2 g dm? uzyskano wyzsza zawartos¢ karoteno-
idow (35 mg g ') niz w przypadku zastosowania melasy buraczanej (21,19 mg g ')
lub glukozy (13,94 mg g ') o jednakowym stezeniu w podtozu hodowlanym (2%)
[Aksu, Eren 2005].

W okresowych hodowlach skojarzonych R. glutinis i bakterii L. helvetius zawiera-
jacych serwatke o stezeniach od 35,0 do 70,0 g dm™ uzyskano najwyzsza zawarto$¢
B-karotenu (37,2 pg g ') w podiozach, w ktérych stezenie laktozy zawartej
w serwatce wynosito 42,0 g dm? [Frengova i in. 1997]. Inny wariant zaktadat skoja-
rzong hodowle okresowa drozdzy R. rubra i K. lactis w podtozach zawierajacych lak-
toze z serwatki o stezeniu 50,0 g dm?, w ktorym uzyskano wyzszg zawarto$¢ B-karotenu
(133,0 ug g '), a ogolna zawartos¢ karotenoidow wyniosta 421,0 ug g _-'. Obnizenie
stezenia laktozy do 35,0 g dm™ skutkowatlo obnizeniem stezenia biomasy i karoteno-
idow. Wyzsze stezenie laktozy (70,0 g dm™) sprzyjato nagromadzaniu biomasy, jednak
stezenie karotenoidow w suchej masie drozdzy byto od 1,5 do 2 razy nizsze niz
w wariancie hodowli zawierajacym 50,0 g dm laktozy [Frengova i in. 2004].

Serwatke stosowano rowniez w hodowlach drozdzy R. acheniorum oraz skoja-
rzonych hodowlach drozdzy R. rubra i bakterii L. casei [Nasrabadi i in. 2011; Simo-
vaiin. 2004].

W badaniach stosowano takze dodatek serwatki liofilizowanej lub pozbawione;j
protein oraz ekstrakt ziemniaczany o jednakowych stgzeniach wynoszacych 7,0 g/dm’
[Marova i in. 2012b]. Analiza wynikow wykazata, ze w hodowlach drozdzy R. glu-
tinis CCY 20-2-26 najwickszy wplyw na szybkos¢ biosyntezy -karotenu miata ser-
watka pozbawiona protein. Zawartos¢ B-karotenu uzyskana w hodowli R. glutinis
CCY 20-2-26 byta rowna 1268,5 ng g ..

s.m.

4.2. Stosunek liczby atoméw wegla do azotu w pozywce

Analizie poddano réwniez wptyw wzajemnych proporcji atomow wegla i azotu na
biosynteze B-karotenu, karotenoidow oraz biomasy w hodowlach drozdzy Rhodoto-
rula spp. [Braunwald i in. 2013; Ferrao, Garg 2011; Saenge i in. 2011; Somashekar,
Joseph 2000].

Wyniki badan wskazujg na optymalny stosunek atomow wegla do atomoéw azotu
wynoszacy 10:1 [El-Bannai in. 2012; Somashekar, Joseph 2000; Ferrao, Garg 2011].

W badaniach prowadzonych przez zesp6t Braunwald i in. autorzy wykazali
wzrost zawarto$ci karotenoidow w hodowlach drozdzy R. glutinis, w ktérych stosu-
nek atomow wegla do azotu byt duzy. Zbyt niskie stgzenie azotu prowadzito do ob-
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nizenia zawartos$ci karotenoidoéw. Z tego wzgledu optymalny stosunek zrodet wegla
do azotu C:N ustalono na 70:1 [Braunwald i in. 2013]. Podobne wyniki uzyskat ze-
spot Saenge i in. w hodowlach drozdzy R. glutinis TISTR 5159, w ktorych optymal-
na wzajemna proporcja atomoéw wegla i azotu wyniosta 85:1 [Saenge i in. 2011].

4.3. Stezenia mikro- i makroelementow oraz zrédla azotu

W badaniach nad biosynteza B-karotenu istotnym zagadnieniem jest dobor stezen
mikro- i makroelementdéw oraz zrédet azotu. Rodzaje zrodet mikro- i makroelemen-
tow oraz zrddet azotu stosowanych w wybranych hodowlach drozdzy z rodzaju Rho-
dotorula przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2. Rodzaje zrodet mikro- i makroelementow oraz zrédet azotu stosowanych w wybranych
hodowlach drozdzy z rodzaju Rhodotorula i Sporobolomyces

Table 2. Sources of micro- and macroelements and nitrogen used in selected cultures of yeasts
from genus Rhodotorula and Sporobolomyces

C. > O C, - -
Jrodio AEIEEF I T EHEIEIE R
literaturowe S| |G IR E|RIBSE|B|2Z2]|Z ]|~

= = o = =

g dm?

[Aksu, Eren 2005] 0,0 ] 1,0 [025] 25] 0.0l00] 20[ 000010700
[Bhosale, Gadre 2001a] 0,1 | 0,2 {0,05| 10,0]|10,0(0,0 0,0{ 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
[Buzzini 2001] 0,0 | 80 (0,5 47| 0,0]10,0 0,0{ 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
[Buzzini i in. 2007] 0,0 | 80 (0,5 3,00 0,0(0,0 0,01 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
[Buzzini, Martini 2000] 00| 8005 | 30| 00[00] 00]00]00]00]00
[Chanchay i in. 2012] 0.0 | 20 [1,0 | 1,0/ 00[00 | 00[00][ 00/ 1,0]00
[Davoli i in. 2004] 0,0 | 1,0 [0,5 40| 0,0]/0,0 0,00 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
[Frengova i in. 2004] 0,0 | 3,0 10,5 3,01 0,0/0,0 0,01 0,5 0,0 | 80| 0,0
[Frengova i in. 2003] 0,0 | 55 (0,5 5,0 0,0/0,0 | 20,0f 0,0 | 3,0 | 6,0 | 0,0
[Martelli i in. 1992] 0,0 | 55 10,5 1,0l 0,0/0,0 0,00 0,2 ] 3,7 |531|0,0
[Libkind, van Brook 2006] 0,0 | 2,0 [0,5 1,0 0,0(0,1 0,00 0,0 | 0,0 | 2,0 | 0,0
[Saenge i in. 2011] 0,0 | 0,0 [0,0 3,00 0,0[0,0 3,00 0,0 { 0,0 | 0,0 | 5,0
[Simova i in. 2003] 0,0 | 55 10,5 5,01 0,0[0,0 0,01 0,0 | 3,0 | 6,0 | 0,0
[Sinisa i in. 2013] 0,0 | 50 (0,34 7,00 0,0[0,0 0,00 0,0 | 0,0 | 50| 0,0

Zrbdto: opracowanie wlasne.
Source: authors’ own study.

Na podstawie analizy danych przedstawionych w tab. 2 wnioskuje sie¢, ze wsrod
wymienionych zwigzkow tylko niektore sa niezbgdne do biosyntezy karotenoidow
przez drozdze Rhodotorula spp. Naleza do nich:
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e diwodorofosforan potasu,
* siedmiowodny siarczan magnezu,
e ckstrakt drozdzowy.

Pozostate zwigzki s3 rzadziej stosowane w biosyntezie karotenoidow przez
drozdze z rodzaju Rhodotorula i tym samym nie maja kluczowego znaczenia w tym
procesie.

4.4. Stres oksydacyjny

Najnowsze badania dowodza, ze fizjologiczna regulacja procesu fermentacji wywo-
tywana przez wprowadzanie stresu oksydacyjnego przez nadmierne st¢zenie metali
oraz generator6w wolnych rodnikow powoduje znaczny wzrost ste¢zenia karoteno-
idéw. Zmiany w §rodowisku indukuja mechanizmy adaptacyjne w komorkach drob-
noustrojow, w wyniku czego wilasciwosci fizykochemiczne komorek zmieniaja sig
i wyzwalaja si¢ nowe szlaki metaboliczne [Mahmoud i in. 2014; Frengova, Beshko-
va 2009; Breierova i in. 2008; Malisorn, Suntornsuk 2008; Latha i in. 2005; Davoli
1in. 2004; Marova i in. 2004; Simova i in. 2004].

Wprowadzenie do podtoza hodowlanego chlorku sodu w przedziale od 2 do 5%
lub wody morskiej spowodowalo znaczny wzrost st¢zenia karotenoidow [Mahmoud
i1in. 2014; Marova i in. 2012b; Bhosale, Gadre 2001b].

Prowadzono rowniez badania nad wplywem jonow Ni?, Zn?*, Cd*" i Se**
oraz roéznych stezefi NaCl i H,O, w podtozach hodowlanych na zawarto$¢ karote-
noidow w komorkach drozdzy z rodzaju Rhodotorula. Stwierdzono, ze stres komor-
kowy wywotywany obecnoscig nadmiernego st¢zenia jonow Zn*' (1,0 mg dm?
ZnS0O, 7H,0) oraz H,0, powoduje 5-10-krotny wzrost -karotenu, natomiast nad-
mierne stgzenie jonéw Cu?* stymuluje biosynteze torularodyny. Ekstrakty drozdzy
pochodzace z hodowli zawierajacych metale cigzkie, glownie jondw Zn*', wykazy-
waty silne wtasciwosci przeciwutleniajagce [Hanusova 2011; Hanusova i in. 2008].

Podobne rezultaty otrzymat zespot Buzziniego, ktdry okreslat wplyw stezen jonow
Fe*, Co*, Mn**, Al **, Zn** w podtozach hodowlanych na produkcj¢ B-karotenu przez
drozdze R. graminis DBVPG 7021. Wyniki do$wiadczen wykazaly najwigkszy wplyw
jondéw Zn?* (50 ppm) na biosynteze -karotenu, ktorego udziat wzrdst do 80%, choc
catkowita zawarto$¢ karotenoidéw ulegta zmniejszeniu do 192,5 ug g ' [Buzzini
iin. 2005].

Wyniki te potwierdzono w hodowlach Rhodotorula spp. podczas wprowadzania
do podlozy hodowlanych nadmiernych stezen cynku (1,0-4,0 mM ZnCl)), miedzi
(3,0 mM CuCl,) i perhydrolu (5,0-8,0 mM H,0,). W hodowlach drozdzy w podto-
zach zawierajacych jony Zn>* zaobserwowano najwigkszy wzrost udziatu -karotenu
[Breierova i in. 2005].
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4.5. Promieniowanie widzialne i ultrafioletowe

Karotenogeneza w wielu organizmach indukowana jest przez $wiatto, poniewaz
drozdze, chroniac si¢ przed szkodliwym promieniowaniem ultrafioletowym, wytwa-
rzajg karotenoidy. Optymalna dlugo$¢ $wiatla i1 jego natezenie zalezg od gatunku
i szczepu drozdzy [Tada, Shiroishi 1982]. Wiele prac badawczych poswigconych jest
okresleniu wplywu promieniowania widzialnego i ultrafioletowego na proces karo-
tenogenezy [Zhang i in. 2014; Moline i in. 2010; Stachowiak, Czarnecki 2007; Gar-
cia-Gonzalez i in. 2005; Bhosale, Gadre 2002; del Campo i in. 2001].

Bhosale i Gadre w 2002 r. prowadzili badania nad wgtebna hodowlg drozdzy
R. glutinis prowadzong przy ciaglym naswietlaniu $wiatlem o natgzeniu 1000 luk-
sow. W tych hodowlach stwierdzono hamujace dzialanie naswietlania na proces ka-
rotenogenezy, poniewaz stezenie karotenoidow obnizyto si¢ o 34%, osiagajac
83,0 mg dm>. W innym wariancie ustalono poczatek naswietlania na p6zna faze lo-
garytmiczng wzrostu drozdzy, co skutkowato wzrostem karotenoidéw i tym samym
B-karotenu, ktérego udziat wynosit ok. 91%, a koncowe stezenie w podtozu hodow-
lanym wzrosto do 198 mg dm, natomiast w hodowli bez dost¢pu $wiatta wynosito
125,0 mg dm [Bhosale, Gadre 2002].

Zesp6t Zhang i in. w badaniach prowadzonych w 2014 r. nad wptywem gestosci
strumienia energii promienistej w zakresie od 800 do 2400 umol m™ s*! emitowanej
przez lampe LED na hodowle drozdzy R. glutinis uzyskat najwyzsze stezenie bioma-
sy w podtozu hodowlanym wynoszace 17,7 g dm™ i karotenoidéw (2,6 mg dm?)
w hodowlach naswietlanych §wiattem o 2400 pmol m? s, co odpowiadato nateze-
niu $wiatla 390 lukséw [Zhang i in. 2014].

Zespot Moline i in. prowadzil badania nad wptywem promieniowania ultrafiole-
towego UVB na biosynteze karotenoidow przez drozdze R. mucilaginosa. W tym
celu badacze wprowadzili zawiesing drozdzy do rurek kwarcowych umiejscowio-
nych 20 cm od lampy Spectroline XX15-B UVB emitujacej promieniowanie o dtu-
gosci fal od 280 do 320 nm. W szczepach, ktore wykazaty si¢ przezywalnoscia sie-
gajaca 44,5%, autorzy uzyskali zawarto$¢ karotenoidow rowng 242,9 pg g -,
natomiast w komorkach drozdzy o niskiej przezywalnosci, wynoszacej 7,6%, zawar-
to$¢ karotenoidow byta rowna 95,7 ug g ' [Moline i in. 2010].

4.6. pH podloza

W biosyntezie karotenoidow istotna role odgrywa witasciwy dobor pH podtoza ho-
dowlanego. Biosynteza karotenoidow przez drozdze Rhodotorula spp. prowadzono
przy pH réwnym:

e 4,5 [Nasrabadiiin. 2011; Libkind, van Brook 2006];

e 5,5 [Banzatto i in. 2013; Buzzini, Martini 2000; Chanchay i in. 2012];

* 6,0 [Stachowiak, Czarnecki 2007; Bhosale, Gadre 2001a; Bhosale, Gadre 2001b];
e 6,8 [Maldonade iin. 2008];

e 7,1 [Cutzuiin. 2013].
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Niektorzy autorzy zaobserwowali wickszy przyrost biomasy i karotenoidow
w hodowlach z regulacja pH podtoza hodowlanego w czasie jej trwania:

e 5,5 [Frengovaiin. 2004; Simova i in. 2003];
e 5,8 [Buzzini 2001];
* 6,0 [Saengeiin. 2011].

Prowadzone sa takze prace badawcze dotyczace wpltywu poczatkowego pH pod-
toza hodowlanego na stezenie karotenoidow i biomasy. Stwierdzono, ze w hodow-
lach drozdzy R. mucilaginosa wraz z wzrostem pH podtoza w zakresie od 3,0 do 7,0
wzrasta stezenie biomasy i zawarto$¢ karotenoidéw, natomiast w podtozu o odczy-
nie zasadowym nastepuje zahamowanie wzrostu drozdzy [Aksu, Eren 2005]. Nato-
miast w hodowlach drozdzy R. glutinis optymalne pH podtoza hodowlanego pod
wzgledem biosyntezy karotenoidow wynosito 5,5, przy czym stezenie biomasy
wzrastato nawet w podtozach o silnie alkalicznym odczynie [Latha i in. 2005].

4.7. Temperatura hodowli

Zakres temperatur, w ktorym mozliwy jest wzrost drozdzy z rodzaju Rhodotorula,
zawiera si¢ w przedziale 25-35°C [Saenge i in. 2011; Maldonade i in. 2008; Aksu,
Eren 2005; Buzzini i in. 2005; Frengova i in. 2004]. Niektorzy badacze prowadzili
hodowle drozdzy z rodzaju Rhodotorula w temperaturze 28°C [Sinisa i in. 2013;
Nasrabadi i in. 2011; Bhosale, Gadre 2001a].

4.8. Metoda hodowli

Duzy wptyw na szybkos¢ i wydajnos¢ biosyntezy B-karotenu ma zastosowana meto-
da hodowli. Najczesciej wybierana przez badaczy metoda to wgtebna hodowla okre-
sowa prowadzona w kolbach na wstrzasarce, ktora odznacza si¢ prostota i niska
wydajnoscig [Cutzu i in. 2013; Chanchay i in. 2012; Hanusova i in. 2008; Maldona-
de iin. 2008; Libkind, van Brook 2006; Aksu, Eren 2005; Buzzini i in. 2005; Bhosa-
le, Gadre 2001a]. Ta metoda hodowli stuzy do wstepnej analizy wptywu wybranych
czynnikow na proces karotenogenezy.

Wigksza produktywnos¢ hodowli mozna uzyska¢, stosujac wgtebne hodowle
okresowe prowadzone w bioreaktorze [Sinisa i in. 2013; Nasrabadi i in. 2011; Fren-
gova i in. 2004; Simova i in. 2003; Bhosale, Gadre 2001b]. Prowadzono réwniez
wglebne zasilane hodowle okresowe, w ktorych otrzymana zawartos¢ P-karotenu
znacznie przewyzszata wyniki uzyskane w hodowlach okresowych [Bhosale, Garde
2001c; Buzzini 2001; Saenge i in. 2011].

Buzzini badat biosyntez¢ karotenoidow w zasilanych wglebnych hodowlach
skojarzonych drozdzy R. glutinis i Debaryomyces castelli w podlozach zawieraja-
cych syrop kukurydziany. Podtoze zasilajace byto proporcjonalnie dziesigciokrotnie
stezone w stosunku do podtoza hodowlanego w bioreaktorze. Zasilanie powtarzano
co 72 godziny. Wzrost biomasy obu gatunkow drozdzy widoczny byt przez pierwsze
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96-120 godzin, ktore pozostaty w stosunku 1:1 (10® komoérek cm™). Najwigksze ste-
zenie karotenoidow (9,5 mg dm) autor uzyskat po 144 godzinie hodowli, w ktorych
torularodyna stanowita 74%, a torulen i B-karoten pozostawaly w mniejszosci.
W zasilanych hodowlach okresowych zawarto$¢ karotenoidéw byta wyzsza niz
w hodowlach okresowych [Buzzini 2001].

W celu zwigkszenia szybkosci produkcji karotenoidéw w hodowlach drozdzy
R. glutinis zesp6t Saenge 1 in. zastosowal wglebne zasilane hodowle okresowe.
Poczatek zasilania zostat ustalony na srodek eksponencjalnej fazy wzrostu drozdzy
i zasilanie powtarzano co 12 godzin. Zastosowanie wglebnych hodowli zasilanych
wplyneto na podwyzszenie koncowego stezenia karotenoidéw do 180,20 mg dm
oraz biomasy do 13,77 g dm w stosunku do wgtebnych hodowli okresowych pro-
wadzonych w bioreaktorze, w ktorych stezenie karotenoidéw bylto nizsze o prawie
30% (125,75 mg dm™), a stgzenie biomasy o0 40% (8,17 g dm?) [Saenge i in. 2011].

Bhosale i Gadre, prowadzac badania wgtebnych zasilanych hodowli okresowych
drozdzy Rhodotorula glutinis-32, zastosowali zasilanie oparte na pomiarze tlenu
rozpuszczonego. Poziom tlenu rozpuszczonego byt utrzymywany miedzy 10 a 40%
za pomocg predkosci obrotowej watu mieszadta oraz dawki podtoza zasilajacego.
Autorzy stosowali dwa rodzaje podtozy zasilajacych, ktore zawieraty podwojne lub
potrojne stgzenie melasy w poréwnaniu z jej stezeniem w podlozu hodowlanym
przebywajacym w bioreaktorze. Zasilanie rozpoczynano we wczesnej stacjonarnej
fazie wzrostu drozdzy. W hodowli zasilanej podtozem o dwukrotnie wigkszym steze-
niu melasy zawarto$¢ pB-karotenu wzrastata do konca trwania hodowli, a koncowe
jego stezenie wynosito ok. 35,0 mg dm, przy czym stezenie biomasy wynosito
ok. 34,0 g dm>. Natomiast w hodowli zasilanej podtozem o trzykrotnie wyzszym
stezeniu melasy najwigksze stezenie f-karotenu badacze uzyskali w 72 godzinie ho-
dowli (100 mg dm™), a na koniec hodowli wynosito ono ok. 70,0 mg dm?. Stezenie
biomasy utrzymywato si¢ na stalym poziomie od 72 godziny hodowli i wynosito ok.
55,0 g dm?.

5. Whioski

Biosynteza karotenoidéw, w tym i B-karotenu, przez drozdze z rodzaju Rhodotorula
jest przedmiotem wielu badan naukowych. Wynika to z bioaktywnych wlasciwosci
tych zwigzkdw, co powoduje ich szerokie zastosowanie. Badania zmierzaja do okre-
slenia optymalnych warunkéw hodowli drozdzy Rhodotorula spp. z uwzglednie-
niem produkcji karotenoidow. Gatunek drozdzy Rhodotorula glutinis okreslany jest
jako najbardziej produktywny. Zastosowanie drozdzy Rhodotorula spp. w otrzymy-
waniu karotenoidow, w tym B-karotenu, moze si¢ sta¢ alternatywna metoda w sto-
sunku do aktualnie stosowanych technologii.
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