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Wpływ pH środowiska na plony p-karotenu w hodowlach 
wybranego szczepu drożdży z rodzaju Rhodotorula 

BnuaHue pH CcpeĄbl Ha BbIXOĄ KAPOTMHA IDM B3ZPALIMBAHMU BbIODAHHOTO LITAMMA 
Apozxzxei u3 poqa Rhodotorula 

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

Badania prowadzone w wielu krajach nad mikrobiologiczną syntezą 
karotenów miały głównie na celu uzyskiwanie wysokich plonów tego 
prowitaminu. Ciegler i jego współpracownicy (5, 6, 7) przy użyciu 
szczepów Blakeslea trispora uzyskiwali plony f-karotenu wynoszące ok. 
140 mg w 100 ml hodowlanego podłoża. Podobne plony uzyskiwał 
w Polsce Pazoła również w oparciu o ten gatunek drobnoustroju (13, 
14). We Francji w zakładach Rhone-Poulence otrzymywano plony wy- 
noszące ok. 200 mg f-karotenu w 100 ml hodowli dzięki stosowaniu sty- 
mulatorów w tej syntezie w postaci pochodnych pirydyny, kwasu izoni- 
kotynowego oraz trójmetylocykloheksanonu (12, 15). Podobne badania 
przy użyciu Blakeslea trispora są prowadzone w Związku Radzieckim 
(8, 11, 17). 

Jednakże pomimo uzyskiwania tak wysokich plonów głównie f-karo- 
tenu w hodowlach B. trispora są prowadzone dalsze poszukiwania orga- 
nizmów syntetyzujących karoteny, chociaż nawet mniej wydajnych w tej 
syntezie niż B. trispora (10, 16, 18, 19, 20). Przyczyn tego zjawiska na- 
leży doszukiwać się prawdopodobnie w trudnościach dobrego opanowa- 
nia hodowli B. trispora i przechowywania go w kolekcjach muzealnych, 
dzięki czemu plony karotenu w przypadku użycia tego organizmu w pro- 
dukcji ulegały znacznym wahaniom. 

Chui Lilly (4) badali uzdolnienia Choanephora cucurbitarum do 
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syntezy karotenów, Brewers i inni (2) hodowali w tym celu Physa- 
rum polycephalum, a Mase i Rabourn Penicillium sclerotinum (10). 
Woznjakowska i Chotjanowicz (20) poszukiwali producen- 
tów pigmentów karotenoidowych wśród epifitycznej mikroflory, T ro- 
fimienko i współpracownicy w obrębie rodzaju drożdy Rhodotorula 
(18), Tarasowa zaś wśród innych grzybów (16). Bobkowa (1) ba- 
dała pigmenty karotenoidowe drobnoustrojów wykorzystujących węglo- 
wodory jako jedyne źródło węgla, wśród których dominowały bakterie 
i drożdże z rodzaju Rhodotorula (1). 

W ostatnich latach zainteresowanie drożdżami z rodzaju Rhodoto- 
rula, producentami pigmentów karotenoidowych, znacznie zmalało, 
prawdopodobnie z powodu uzyskiwania niskich plonów biomasy i karo- 
tenów (3, 19). 

W poprzedniej pracy (3) zaobserwowano, że w czasie trwania ho- 
dowli tych drożdży występowało znaczne obniżanie się pH środowiska 
hodowlanego, co w znacznym stopniu wpływało na obniżenie plonu bio- 
masy drożdży i f-karotenu. a 

Celem tej pracy było zbadanie dynamiki zmian pH podłoża w ho- 
dowli wybranego szczepu Rhodotorula oraz wpływu odczynu środowiska 
na plon f-karotenu. 

METODY BADAŃ 

W badaniach używano szczepu Rh-3, o cechach zbliżonych do Rhodotorula 
aurantiaca. Hodowle prowadzono na wytrząsarce rotacyjnej, na podłożu zawierają- 
cym sacharozę jako źródło węgla, azotan amonu jako źródło N i potrzebne sole 
mineralne, podobnie jak w poprzedniej pracy (3), w pracach Dyra i Prausa (9) 
oraz Wittmanna (19). 

Czas trwania każdej hodowli wynosił 4 doby w temp. 30” w pomieszczeniu 
ciemnym. Po 4 dobach hodowli drożdże odwirowywano, osad drożdżowy przemy- 
wano i powtórnie odwirowywano, następnie oznaczano plon suchej masy drożdży 
i zawartość fp-karotenu. Zawartość w drożdżach karotenu oznaczano wg metody 
używanej przez Dyra i Prausa (9). 

Dla zbuforowania podłoża hodowlanego dodawano buforu składającego się z 
1,3 g kwasu cytrynowego, 1,9 g glicyny i 1,9 g KH,PO; w 50 ml destyl. H;O. W ten 
sposób sporządzony bufor miał pH = 3,5. Dla ustalenia pH podłoża na odpowied- 
nim poziomie dodawano, oprócz buforu, od 0,3 do 0,8 ml 30% roztworu wodnego 
NaOH na 25 ml płynu buforowego. 

Hodowle prowadzono w 2 równoległych powtórzeniach w kolbach płaskoden- 
nych o pojemności 500 ml. Objętość każdej hodowli wynosiła 100 ml. Podłoża za- 
szczepiano 5 ml 3-dobowej hodowli. 

PRZEBIEG I WYNIKI BADAŃ 

Ogółem przeprowadzono 12 hodowli w podłożach niezbuforowanych 
i zbuforowanych w różnym stopniu w celu zbadania zmian pH środo- 
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wiska w okresie 4-dobowej fermentacji i określenia wpływu tych zmian 
na plon suchej masy drodży i zawartość w nich f-karotenu. Przebieg 
zmian pH środowisk hodowlanych przedstawiono na ryc. la i b, a uzy- 
skane plony w tab. 1. 

W podłożach niezbuforowanych (nr 1) już w okresie pierwszych 12 
godz. trwania hodowli następował gwałtowny spadek wartości pH do 
ok. 2,5 i dalszy już nieznaczny spadek do 1,9 po 96 godz., pomimo iż po- 
czątkowe pH podłoża było wysokie. Już nawet słabe zbuforowanie pod- 
łoża przez dodatek 5 ml buforu do 100 ml hodowli zwiększało plon karo- 
tenu o ok. 100% w stosunku do kombinacji bez buforu, chociaż pH obni- 
żało się znacznie, bo do ok. 2,2 po 48 godz. trwania hodowli przy nie- 
wielkim wzroście odczynu pod koniec doświadczenia. W kombinacji, do 
której dodano 25 ml buforu na 100 ml podłoża uzyskano dalszy wzrost 
plonu karotenu i suchej masy drodży, chociaż początkowe pH hodowli 
było stosunkowo niskie (ryc. la i tab. 1). W tym ostatnim przypadku 
nastąpił znaczny wzrost pH po 72 godz. trwania fermentacji. 
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24 48 72 96 godza 24 48 12 96 godz. 
"Ryc. 1. Wpływ zbuforowania podłoża hodowlanego na przebieg zmian pH w okre- 

sie 96-godzinnej hodowli szczepu Rh-3; a — podłoże słabo zbuforowane, b — pod- 
łoże dobrze zbuforowane; krzywe 1—12 odpowiadają 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 użycie podłoży dobrze zbuforowanych, których początkowe pH 
ustalono w granicach od ok. 4,0 do 5,5 przez dodatek różnej ilości NaOH 
uzyskiwano plony karotenu powyżej 300 ug w 100 ml hodowli (ryc. 1b). 
Jedynie w przypadku hodowli nr 10, w której na skutek bakteryjnej 
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infekcji pH po 12 godz. podwyższyło się tylko do ok. 4,7, uzyskano plon 
karotenu niższy (ryc. 1b). 

W podłożu niezbuforowanym zawartość karotenu w 1 g s.m. drożdży 
nie odbiegała od zawartości tego prowitaminu w s.m. drożdży uzyska- 
nych w środowiskach dobrze zbuforowanych, jedynie plon s.m. drożdży 
był 4 do 6 razy niższy od plonów uzyskiwanych przy użyciu buforu. 

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

 

     
Dodatek buforu | Plon s. m. | Plon f-karotenu | $-karoten w 1g 

5 „i NaOH drożdży w_100 ml s. m. drożdży hodowli a] w 100 ml hodowli ug 
: 8 US 

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 2,815 244,0 86,68 _ 
6 25 3,445 280,0 81,28 
0 25--0,3 3,970 362,0 91,31 
8 25--0,5 3,900 390,0 100 00 
9 25--0,6 3,750 396,0 105,63 

10 25--0,6 - - 3,280 280,0 85,49 
11 25--0,7 3,680 345,0 93,69 
12 25--0,8 3,570 360,0 100,89 

   
 

Z badań wynika, że na wysokość plonu f-karotenu główny wpływ 
miała wysokość plonu suchej masy drożdży, w dużym stopniu uzależ- 
niona od przebiegu zmian pH podłoża w okresie 4-dobowej hodowli 
(ryc. la i b oraz tab. 1). W okresie 3 dób trwania hodowli zmiany pH 
podłoża były równoległe z zachowaniem różnic początkowego odczynu 
dopiero w okresie czwartej doby, gdy pH hodowli wzrastało, różnice te 
zmniejszały się i wahały w granicach od pH 5,4 do pH 6,0. Wyjątek 
stanowiła hodowla nr 10, w której wystąpiły bakteryjne zakażenia 
(ryc. 1b). 

WNIOSKI OGÓLNE 

1. Wybrany szczep Rh-3, o cechach zbliżonych do Rhodotorula 
aurantiaca w okresie 3 dób hodowli na podłożu płynnym, zawierającym 
sacharozę jako źródło węgla i azotan amonu jako źródło azotu, w znacz- 
nym stopniu obniżał pH środowiska. 

2. W czwartej dobie hodowli następował szybki wzrost pH zbuforo- 
wanych środowisk; w przypadku użycia podłoża niezbuforowanego od- 
czyn jego nie ulegał większym zmianom w tym okresie. 
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3. pH hodowli prowadzonych w środowiskach w dostatecznym stop- 
niu zbuforowanych było zawsze wyższe po 4 dobach od odczynu począt- 
kowego. 

4. Plony suchej masy drożdży i wysokość plonów f-karotenu zale- 
żały od przebiegu zmian pH podłoża, zachodzących w okresie hodowli. 

5. Nie znaleziono zależności pomiędzy charakterem zmian pH pod- 
łoża, występujących podczas hodowli, a zawartością P-karotenu w 1 g 
suchej masy drożdży. 

10. 

11. 

12. 

13. 

14. 
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PE3IOME 
Z 

Ilejibio pa60Tbl ObiJio u3yd4eHue rpoliecca MZMEHCHNA HPOUCXOĄALNMX 
B pH cy6cTpaTa, B KOTOpoM KYyJIbTUBUDPOBAJICA IIOXOZKMA Ha Rhodotorula 
aurantiaca BbIOpaHHbiń 1iTramM Rh-3, u onpeXeJleHue BJIMAHMA 9TUX M3- 
MeHeHuhi Ha BbIXOJĄ P-KAapoTuHa. 

KylbTUuBUpoBaHie IPOBOĄUJIOCE B JKM|KOM CcyócTpaTe, corepzkalieM 
caxapo3y M Aa3OTHOKKCJIBIA AaMMOHMA KAK MCTOHUHUKM yrJIepojya M a30TA, 
Ha poTaLMOHHOA OOJITAJJIKe B TedeHue 96 uacoB rpu TeMrieparype 30'C 
B TeMHOTE. JIJIA TOTO UTOÓBI HOBeCTU OÓbeM cyOcrpara q0 100 Mur, Kpo- 
Me He00XO]UMBIX MUHEpaJIbHbIX COJIEŃ IIpUOaBJIAJJIOCH 6—25 Msi 6ycbep- 
HOTO paCcTBOpa, COCTOAINETO M3 1,3 T JIMMOHHOŃ KMCJIOT5I, 1,9 T TJIMINMHaA 
u 1,9 r KH,PO;4 B 50 MI 4KCTMJIJIMPOBAaHOń HO. 

B TreueHne 72 UaCOB KYyJIbTUBUPOBAHMA HaOJIIOĄAJIOCH 3HAUMTEJLHOC 
IIOHMZKEHue pH CcpeĄbl, a IIOTOM IIpoMCXOJTKJIO NOBbIlLieHMe pH KyJIbTypbl 
(puc. la u b). HesaBucumo or cTrerieHu ÓycpepHocTru cyócTpaTa ero Ko- 
HeuHblń pH nocie 96 uacoB Bcerjqa OÓblJI OoJIblie, H4eM HaHaJIbHbIA pH. 

KomnuuiecTBo cyx0ń MACCbI ApoK2Kei M BbIXOJ P-KapoTUHAa 3ABKCEJIM 
or rnponiecca uzmeHefui pH cy6crpara. CaMbiii 6osibiioń ypozxań P-Ka- 
poTuHa OblI IIOJIyYHCH IIDM HaHAJIbHOM pH paBHom 4,0—4,7, rocjie 48 
u 72 UaCOB KyJIbTMBUDOBAHKA IIpM ypoBHe 3,1—3,3, a B KOHIE KYyJIBTM- 
BUPOBaHKA — 5,7—5,9. 

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 f-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 1.8 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 f-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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