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Wplyw pH Srodowiska na plony p-karotenu w hodowlach
wybranego szczepu drozdzy z rodzaju Rhodotorula

Bumanue pH cpeab! Ha BBIXOJA KapOTMHA NPM B3PallMBAaHMM BbLIOPAHHOIO ILITaMMa
ApoxkKeit n3 poxa Rhodotorula

Influence of pH of the Medium on the Yield of $-Carotene in Cultures of a Select-
ed Strain of Yeast of the Rhodotorula Genus

Badania prowadzone w wielu krajach nad mikrobiologiczng synteza
karotenéw mialy gléwnie na celu uzyskiwanie wysokich plonéw tego
prowitaminu. Ciegler i jego wspélpracownicy (5, 6, 7) przy uzyciu
szczepow Blakeslea trispora uzyskiwali plony B-karotenu wynoszace ok.
140 mg w 100 ml hodowlanego podiloza. Podobne plony uzyskiwal
w Polsce Pazotla rowniez w oparciu o ten gatunek drobnoustroju (13,
14). We Francji w zakladach Rhone-Poulence otrzymywano plony wy-
noszgce ok. 200 mg p-karotenu w 100 ml hodowli dzieki stosowaniu sty-
mulatoréw w tej syntezie w postaci pochodnych pirydyny, kwasu izoni-
kotynowego oraz tréjmetylocykloheksanonu (12, 15). Podobne badania
przy uzyciu Blakeslea trispora sg prowadzone w Zwigzku Radzieckim
BL.11, 1%

Jednakze pomimo uzyskiwania tak wysokich plonéw gléwnie f-karo-
tenu w hodowlach B. trispora sa prowadzone dalsze poszukiwania orga-
nizméw syntetyzujacych karoteny, chociaz nawet mniej wydajnych w tej
syntezie niz B. trispora (10, 16, 18, 19, 20). Przyczyn tego zjawiska na-
lezy doszukiwaé sie prawdopodobnie w trudnosciach dobrego opanowa-
nia hodowli B. trispora i przechowywania go w kolekcjach muzealnych,
dzieki czemu plony karotenu w przypadku uzycia tego organizmu w pro-
dukeji ulegaly znacznym wahaniom.

Chu i Lilly (4) badali uzdolnienia Choanephora cucurbitarum do
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syntezy karotenéw, Brewers i inni (2) hodowali w tym celu Physa-
rum polycephalum, a Mase i Rabourn Penicillium sclerotinum (10).
Woznjakowska i Chotjanowicz (20) poszukiwali producen-
tow pigmentéw karotenoidowych wsréd epifitycznej mikroflory, T ro-
fimienko i wspolpracownicy w obrebie rodzaju drozdy Rhodotorula
(18), Tarasowa za$§ wsrdd innych grzybéw (16). Bobkowa (1) ba-
dala pigmenty karotenoidowe drobnoustrojéw wykorzystujacych weglo-
wedory jako jedyne zrédlo wegla, wérod ktorych dominowaly bakterie
i drozdze z rodzaju Rhodotorula (1).

W ostatnich latach zainteresowanie drozdzami z rodzaju Rhodoto-
rula, producentami pigmentéw karotenoidowych, znacznie zmalalo,
prawdopodobnie z powodu uzyskiwania niskich plonéw biomasy i karo-
tenow (3, 19).

W poprzedniej pracy (3) zaobserwowano, ze w czasie trwania ho-
dowli tych drozdzy wystepowalo znaczne obnizanie sie pH $rodowiska
hodowlanego, co w znacznym stopniu wplywalo na obnizenie plonu bio-
masy drozdzy i f-karotenu. i

Celem tej pracy bylo zbadanie dynamiki zmian pH podiloza w ho-
dowli wybranego szczepu Rhodotorula oraz wplywu odczynu $rodowiska
na plon p-karotenu.

METODY BADAN

W badaniach uzywano szczepu Rh-3, o cechach zblizonych do Rhodotorula
aurantiaca. Hodowle prowadzono na wytrzgsarce rotacyjnej, na podlozu zawieraja-
cym sacharoze jako zZrédlo wegla, azotan amonu jako Zrédlo N i potrzebne sole
mineralne, podobnie jak w poprzedniej pracy (3), w pracach Dyra i Prausa (9)
oraz Wittmanna (19).

Czas trwania kazdej hodowli wynosit 4 doby w temp. 30° w pomieszczeniu
ciemnym, Po 4 dobach hodowli drozdze odwirowywano, osad drozdzowy przemy-
wano i powtérnie odwirowywano, nastepnie oznaczano plon suchej masy drozdzy
i zawarto§é fB-karotenu. Zawarto$é w drozdzach Kkarotenu oznaczano wg metody
uzywanej przez Dyra i Prausa (9).

Dia zbuforowania podloza hodowlanego dodawano buforu skladajgcego sie z
1,3 g kwasu cytrynowego, 1,9 g glicyny i 1,9 g KH,PO; w 50 ml destyl. H;O. W ten
spos6b sporzadzony bufor mial pH = 3,5. Dla ustalenia pH podloza na odpowied-
nim poziomie dodawano, oprécz buforu, od 0,3 do 0,8 ml 30% roztworu wodnego
NaOH na 25 ml plynu buforowego.

Hodowle prowadzono w 2 réwnoleglych powtérzeniach w kolbach plaskoden-
nych o pojemnosci 500 ml. Objetosé kazdej hodowli wynosila 100 ml. Podloza za-
szczepiano 5 ml 3-dobowej hodowli.

PRZEBIEG I WYNIKI BADAN

Ogoélem przeprowadzono 12 hodowli w podlozach niezbuforowanych
i zbuforowanych w réznym stopniu w celu zbadania zmian pH $rodo-
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wiska w okresie 4-dobowej fermentacji i okreslenia wplywu tych zmian
na plon suchej masy drodzy i zawartos¢ w nich B-karotenu. Przebieg
zmian pH srodowisk hodowlanych przedstawiono na ryc. 1la i b, a uzy-
skane plony w tab. 1.

W podlozach niezbuforowanych (nr 1) juz w okresie pierwszych 12
godz. trwania hodowli nastepowal gwaltowny spadek wartosci pH do
ok. 2,5 i dalszy juz nieznaczny spadek do 1,9 po 96 godz., pomimo iz po-
czatkowe pH podloza bylo wysokie. Juz nawet slabe zbuforowanie pod-
toza przez dodatek 5 ml buforu do 100 ml hodowli zwiekszalo plon karo-
tenu o ok. 100% w stosunku do kombinacji bez buforu, chociaz pH obni-
zalo sie znacznie, bo do ok. 2,2 po 48 godz. trwania hodowli przy nie-
wielkim wzro$cie odezynu pod koniec doswiadczenia. W kombinacji, do
ktérej dodano 25 ml buforu na 100 ml podloza uzyskano dalszy wzrost
plonu karotenu i suchej masy drodzy, chociaz poczatkowe pH hodowli
bylo stosunkowo niskie (ryc. la i tab. 1). W tym ostatnim przypadku
nastapit znaczny wzrost pH po 72 godz. trwania fermentacji.

pH

-7 - s 3 = 10
L S T
L IR —— -12

2.59

2 48 72 96 godza 24 48 72 96 godz.

" Ryc. 1. Wplyw zbuforowania podloza hodowlanego na przebieg zmian pH w okre-

sie 96-godzinnej hodowli szczepu Rh-3; a — podloze slabo zbuforowane, b — pod-

loze dobrze zbuforowane; krzywe 1—I12 odpowiadaja numerom hodowli w tab. 1

Influence of buffering of culture medium on changes in pH during 96-hours’ cul-

turing of strain Rh-3; a — medium slightly buffered, b — medium well buffered;
curves 1—12 correspond to the numbers of cultures in Table 1

Przez uzycie podlozy dobrze zbuforowanych, ktérych poczagtkowe pH
ustalono w granicach od ok. 4,0 do 5,5 przez dodatek roznej ilosci NaOH
uzyskiwano plony karotenu powyzej 300 ug w 100 ml hodowli (ryc. 1b).
Jedynie w przypadku hodowli nr 10, w ktérej na skutek bakteryjnej
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infekeji pH po 72 godz. podwyzszylo sie tylko do ok. 4,7, uzyskano plon
karotenu nizszy (ryc. 1b).

W podtozu niezbuforowanym zawarto$¢ karotenu w 1 g s.m. drozdzy
nie odbiegala od zawartosci tego prowitaminu w s.m. drozdzy uzyska-
nych w $rodowiskach dobrze zbuforowanych, jedynie plon s.m. drozdzy
byt 4 do 6 razy nizszy od plonéw uzyskiwanych przy uzyciu buforu.

Tab. 1. Plony suchej masy drozdzy i f-karotenu w hodowlach szczepu Rh-3
Yield of dry mass of yeast and of f-carotene from cultures of strain Rh-3

Dodatek buforu | Plon s. m. | Plon (-karotenu | 3-karoten w 1g
14 i NaOH drozdzy w 100 ml s. m. drozdzy
hodowli o1 w 100 ml hodowli g
3 g »g
1 bez buforu 0,710 70,0 98,01
2 5 2.362 136,0 57,58
3 6 2,505 234,0 93,41
4 8 2,666 244,0 91,52
5 12 2,815 2440 86,68

6 25 3.445 280,0 81,28
7 25+0,3 3,970 362,0 91,31
8 25-0,5 3,900 390,0 100 CO
9 254-0,6 3,750 396,0 105,63
10 25-4-0,6 . 3,280 | 280,0 85,49
11 25-4-0,7 3,680 j 345,0 93,69
12 25+40,8 3,570 i 360,0 100,89

Z badan wynika, ze na wysoko$¢ plonu f-karotenu gléwny wplyw
miala wysoko$¢ plonu suchej masy drozdzy, w duzym stopniu uzalez-
niona od przebiegu zmian pH podloza w okresie 4-dobowej hodowli
(ryc. 1la i b oraz tab. 1). W okresie 3 déb trwania hodowli zmiany pH
podioza byly réwnolegle z zachowaniem réznic poczatkowego odezynu
dopiero w okresie czwartej doby, gdy pH hodowli wzrastalo, roznice te
zmniejszaly sie i wahaly w granicach od pH 5,4 do pH 6,0. Wyjatek
stanowila hodowla nr 10, w ktérej wystgpily bakteryjne zakazenia
(ryc. 1Db).

WNIOSKI OGOLNE

1. Wybrany szczep Rh-3, o cechach zblizonych do Rhodotorula
aurantiaca w okresie 3 déb hodowli na podlozu ptynnym, zawierajgcym
sacharoze jako Zrodlo wegla i azotan amonu jako zrédlo azotu, w znacz-
nym stopniu obnizat pH $rodowiska.

2. W czwartej dobie hodowli nastepowal szybki wzrost pH zbuforo-
wanych $rodowisk; w przypadku uzycia podloza niezbuforowanego od-
czyn jego nie ulegal wigkszym zmianom w tym okresie.
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3. pH hodowli prowadzonych w srodowiskach w dostatecznym stop-

niu zbuforowanych bylo zawsze wyzsze po 4 dobach od odczynu poczat-
kowego.

4. Plony suchej masy drozdzy i wysokos¢ plonéw f-karotenu zale-

zaly od przebiegu zmian pH podloza, zachodzacych w okresie hodowli.

5. Nie znaleziono zaleznosci pomiedzy charakterem zmian pH pod-

loza, wystepujacych podczas hodowli, a zawartoscig P-karotenu w 1 g
suchej masy drozdzy.

10.

11.

12,

13.

14.
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PE3IOME

.

Ienpio paboTel ObLIO M3ydeHME IIpolecca M3MEHEHMII HPOMCXOMAIMX
B pH cybcrpaTa, B KOTOPOM KyJbTHMBMpPOBaJicA noxoxkuit Ha Rhodotorula
aurantiaca BeIOpaHHBII miTaMM Rh-3, u ompeneseHme BIMAHUA 9TUX U3-
MEHEHMI Ha BBIXOJ B-KapoTuHa.

KynpTuBupoBanne mnpoBOAMIOCH B KMAKOM cybcTpaTe, cojepKaliem
caxapo3y ¥ a30THOKMCJIBbII aMMOHMM KaK MCTOYHMKM YIJIEpOJa M a30Ta,
Ha poraumoHHON Gosraske B Tederue 96 yacoB npu temmeparype 30°C
B TeMmHore. Jlia Toro 4robbl moectn obbem cyberpara mo 100 mur, Kpo-
Me HeoOXOAMMBIX MMHEPAJBHBIX coJieir mpubasisaiocs 6—25 mur 6ydep-
HOTO pacTBoOpa, cocroAmero u3 1,3 r JuMOHHOM KucJyorsl, 1,9 v rammmna
u 1,9 r KH,PO, B 50 Mma auctuiamposanoir H,O.

B reuenme 72 wacoB KyJabTMBMPOBaHMA HaBJIIOZAJIOCE 3HAYMUTEJLHOE
noHymzKeHne pH cpensl, a IOTOM MPOMCXOAMJIO IOBbILIeHNEe PH KyJIbTYpPBI
(pmc. la n b). HezaBucumo ot crenenn OGydepnoctn cyberpara ero Ko-
HeuHblt pH mocse 96 uwacoB Bcerga Obrn Goablie, yweM HavaJbHBIA PH.

KommyecTBO cyxoit Macchl ApPOXKIKeH M BbIXOJ P-KapormHa 3aBMCEsH
or mpouecca uaMmeHermit pH cy6erpara. Cambii Gosbiioi ypoxair p-ra-
poruHa OBLT IOJNy4YeH Ipu HadaabHoM pH pasHom 4,0—4.,7, mocie 48
u 72 4yacoB KyJbTMBMPOBaHMA mnpu ypoBHe 3,1—3,3, a B KOHI|e KYJbTHU-
BUpoBaHUA — 5,7—5H,9.

SUMMARY

The object of the work was to investigate the changes in pH of the
medium in which the selected strain Rh-3, similar to Rhodotorula auran-
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tiaca, was cultured, and to determine the influence of these changes on
the yield of B-carotene.

The cultures were carried on in a liquid medium containing saccha-
rose and ammonia nitrate as sources of carbon and nitrogen; a rotary
shaker was used for 96 hours at 30°, in darkness. The culture medium
was given, apart from the necessary mineral salts, also a buffer solution
consisting of 1.3 g citric acid, 1.9 g glycine and 1.9 g KH,PO, in 50 ml
distilled water, to complete the volume of the medium to 100 ml.

During the first 72 hours of culturing there occurred a considerable
decrease of the pH of the medium; later, the pH of the culture increased
(Fig. 1, a and b). Independently of the degree of buffering of the me-
dium, its final pH after 96 hours was always higher than the initial pH.

The yield of dry mass of yeast and of B-carotene depended on the
changes of the pH of the medium. The highest yield of B-carotene was
obtained at the following pH values: initial from 4.0 to 4.7, after 48
and 72 hours of culturing from 3.1 to 3.3, final from 5.7 to 5.9.
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