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Streszczenie. Celem badan bylo okreslenie zdolnosci biosyntezy karotenoidow przez
drozdze Rhodotorula gracilis podczas hodowli wglebnych w podlozach zawierajacych
ziemniaczana wodg¢ sokowa oraz glicerol. Najwigkszy plon biomasy komorkowej (ponad
30 g ss-dm™) stwierdzono w podtozach z dodatkiem 3 i 5% glicerolu. Po hodowli w podto-
zu z dodatkiem 3% glicerolu uzyskano najwyzszy stopiefi wykorzystania glicerolu (85,7%)
oraz biatka (69,3%), a takze znaczna redukcj¢ wskaznika ChZT (84,8%) podtoza. Wyso-
kie stezenie zwiazkow stanowiacych zrodto wegla zahamowato biosyntezg karotenoidow
przez badane drozdze, a ich zawarto$¢ w biomasie po hodowli w podtozach z glicerolem
byta ponad trzy razy mniejsza (34,6-40,9 pg-g'ss) w poréwnaniu do podtoza kontrolnego
(142,6 pg-g'ss). Dominujacym zwiazkiem syntetyzowanym przez drozdze w podtozach
z glicerolem byt torulen, a jego udziat stanowil 66,9-69,7% ogdlnej zawartosci karoteno-
idow. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze badany szczep drozdzy moze
sta¢ si¢ w przysztosci nowym zrodtem karotenoidoéw, jednak z uwagi na mniejsza objgto-
$ciowa produktywno$é tych zwiazkéw (0,9-1,23 mg-dm~) konieczne sa dalsze badania
w celu zwigkszenia wydajnosci ich biosyntezy w podlozach z ziemniaczana woda sokowa
i glicerolem.
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WSTEP

Karotenoidy znalazty szerokie zastosowanie w roznych branzach przemystu. Zwiazki
te, ze wzgledu na swoje prozdrowotne wlasciwosci, sa wykorzystywane w przemysle spo-
zywezym, kosmetycznym i farmaceutycznym. W chwili obecnej poszukuje si¢ nowych
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metod pozyskiwania karotenoiddw, a alternatywa dla chemicznej syntezy moze by¢ wy-
korzystanie mikroorganizméw jako bioreaktorow do ich produkcji [Kot i in. 2016]. Zdol-
nos$¢ biosyntezy barwnikow karotenoidowych maja rézne drobnoustroje, w tym drozdze
z rodzaju Rhodotorula wytwarzajace B-karoten, torulen i torularodyne [Frengova i Besh-
kova 2009]. Najbardziej pozadanym zwiazkiem jest -karoten, powszechnie stosowany
jako barwnik do zywnosci oraz suplement diety [Maldonade i in. 2008]. Torulen i to-
rularodyna nie sa obecnie wykorzystywane przemystowo, jednak ze wzgledu na swoje
wlasciwosci moga w przysztosci by¢ stosowane jako sktadniki zywnos$ci badz produktow
kosmetycznych [Zoz i in. 2015].

Najwazniejsza zaleta procesu mikrobiologicznej syntezy karotenoidow jest mozli-
wos¢ zmniejszania jego kosztow poprzez zastosowanie tanich sktadnikéw podtozy ho-
dowlanych [Bhosale i Gadre 2011], takich jak odpady przemystowe. Jednym z takich
surowcow moze by¢ gliceryna powstajaca podczas produkcji biodiesla [Cutzu i in. 2013].
Surowa gliceryna zawiera gtéwnie glicerol (50-70%), metanol (10-20%), sole (5—10%),
wodg (3—10%) oraz wolne kwasy tluszczowe (1-5%) [Quispe i in. 2013]. W duzych rafi-
neriach frakcja glicerynowa jest poddawana zabiegom oczyszczania, jednak ze wzgledu
na duza energochtonno$¢ oraz koszty zakupu instalacji mniejsze przedsigbiorstwa produ-
kujace biodiesel maja powazne klopoty z jej utylizacja [Gaca 2006]. Ze wzglgdu na duza
zawartos$¢ glicerolu frakcja glicerynowa moze by¢ zrodtem wegla w podtozach hodow-
lanych. Kolejnym niezbgdnym sktadnikiem podtozy sa zwiazki bedace zrodtem azotu.
Alternatywnym sktadnikiem podtozy hodowlanych moze sta¢ si¢ odpadowa odbiatczona
ziemniaczana woda sokowa, ktora powstaje w procesie produkcji skrobi ziemniaczane;.
Zawiera ona duze ilo$ci zwigzkow azotowych (ok. 1-1,5%) i sktadnikow mineralnych
(ok. 1%). Najczgsciej ziemniaczana wodg sokowa wykorzystuje si¢ do zraszania pol
itak, a takie dziatania moga doprowadzi¢ do intensyfikacji nieckorzystnego dla srodowi-
ska naturalnego procesu eutrofizacji wod [Kot i in. 2015b].

Celem pracy byta ocena mozliwo$ci biosyntezy karotenoidow przez drozdze Rhodo-
torula gracilis w podtozach przygotowanych wytacznie z glicerolu (zrédlo wegla) oraz
odbialczonej ziemniaczanej wody sokowej (zrodto azotu oraz sktadnikéw mineralnych).

MATERIAL | METODY

Ziemniaczang wodg sokowa przygotowano w warunkach laboratoryjnych z ziemnia-
kéw odmiany Irga, wedlug metodyki opracowanej na podstawie etapow procesu techno-
logicznego otrzymywania skrobi ziemniaczanej [Kot i in. 2015a]. Ziemniaczana woda
sokowa zawierata 1,42 g-100 cm > biatka ogétem (oznaczonego metoda Kjeldahla) oraz
3,29 g-100 cm™ cukrow redukujacych (oznaczonych metoda Millera).

Materiatem biologicznym do badan byly drozdze Rhodotorula gracilis pochodzace
z kolekceji czystych kultur Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Inokulum drozdzy
przygotowywano poprzez zaszczepienie eza 100 cm® ptynnego podtoza YPD (2% glu-
kozy, 2% peptonu, 1% ekstraktu drozdzowego, pH 5,0). Hodowlg prowadzono na wy-
trzasarce posuwisto-zwrotnej (200 obr.-min~!, SM-30 Control, Edmund Biihler, Niem-
cy), w temperaturze 28°C przez 24 h. Po tym czasie do jatowych gilz przelano 10 cm?
ptynu z hodowli inokulacyjnej i odwirowano przez 10 min przy pr¢dkosci odwirowania
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3500 obr.-min”'. Zlewano supernatant, a do biomasy dodawano 10 cm® jatowej wody
destylowanej, doktadnie wymieszano i ponownie odwirowano przy takich samych para-
metrach. Do przemytej biomasy dodawano 10 cm® odpowiedniego podtoza, a nastgpnie
tak przygotowany material biologiczny przeniesiono do jatowych kolb ptaskodennych
zawierajacych podloza hodowlane.

W badaniach zastosowano trzy podtoza do§wiadczalne, w ktorych jako zrodlo wegla
wykorzystano glicerol (cz.d.a), a jako zrodto azotu odbiatczong ziemniaczang wodg so-
kowa. Glicerol dodawano do wody sokowej w ilosci 3, 5 oraz 10%. W dalszej czg$ci pra-
cy podtoza doswiadczalne oznaczono odpowiednio nastgpujacymi skrotami: W+G3%,
W+G5% oraz W+G10%. Jako podloze kontrolne wykorzystano niewzbogacona w do-
datkowe zrédlo wegla ziemniaczang wodg sokowa. Kwasowo$¢ czynna podlozy usta-
lono na poczatku hodowli na poziomie ph 5,0 +0,1. Hodowle wglebne drozdzy prowa-
dzono na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej, przez 96 h, stosujac predko$¢ wytrzasania
200 obr.-min"' i temperature 28°C.

Ggstos¢ optyczng hodowli drozdzy okreslano metoda spektrofotometryczng (A =
= 600 nm), a plon biomasy komoérkowej metoda wagowa [Kot 1 in. 2015b]. Podczas ho-
dowli w podtozach pohodowlanych oznaczano zawarto$¢ biatka ogdtem (metoda Kjel-
dahla), cukrow redukujacych (metoda Millera) oraz zawartos¢ glicerolu metoda chemicz-
na [BN-76/6026-02]. Po zakonczeniu hodowli, w Centrum Wodnym SGGW oznaczano
dodatkowo wskaznik chemicznego zapotrzebowania na tlen podlozy pohodowlanych
metoda dwuchromianowa.

Oznaczenie zawartosci karotenoidow w biomasie drozdzy wykonywano meto-
da spektrofotometryczna, po uprzedniej dezintegracji §ciany komorkowej za pomoca
DMSO, wedhug metodyki opisanej przez Cutzu i innych [2013]. Biomas¢ komdrkowa
zawieszano w 2 cm’> DMSO (ogrzanego do 60°C) oraz dodawano 0,5 g szklanych kulek
(o $rednicy 500 pm). Probki intensywnie wytrzasano na vortexie przez 5 min, po czym
inkubowano w tazni wodnej (WNB 7-45 Memmert) przez 15 min, w temperaturze 60°C.
Po ochtodzeniu probek do temperatury pokojowej dodawano do nich po 2 cm? acetonu,
2 cm’ eteru naftowego z 0,25-procentowym BHT, 2 cm?® 20-procentowym chlorku sodu,
a nastepnie energicznie wytrzasano przez 5 min i odwirowano przy 3500 obr.-min' przez
5 min. Faz¢ eterowa zawierajaca karotenoidy przenoszono do nowych proboéwek, a pro-
cedurg powtarzano, az do catkowitego odbarwienia probki biomasy drozdzy. Frakcje ete-
rowe po ekstrakcji faczono i mierzono absorbancj¢ (UV-1800UV/VIS, RayLeigh) przy
A = 450 nm. Wynik odczytano z krzywej wzorcowe] przygotowanej dla roztworu
B-karotenu (Sigma Aldrich) oraz obliczono zawarto$¢ karotenoidéw w biomasie drozdzy
(ug-g'ss) w przeliczeniu na B-karoten. Karotenoidy identyfikowano za pomoca wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej sprzg¢zonej z detektorem UV (Agilent 1200 Series,
Palo Alto, CA, USA). Rozdziat prowadzono na kolumnie analitycznej C18 (Luna HILIC
— Phenomenex, 250 x 4,6 mm, 5 pm). Temperaturg termostatu, w ktorym zostata umiesz-
czona kolumna, utrzymywano przez caly czas analizy na poziomie 25°C. Faz¢ ruchoma
stanowita mieszanina acetonitrylu, izopropanolu i octanu etylu zmieszanych w stosunku
objetosciowym 4:4:2. Predkos¢ przeptywu ustalono na 0,7 cm® obr.-min ' (izokratycznie),
a detektor pracowat przy A = 457 nm [Bhosale i Gadre 2001]. Identyfikacje f-karotenu
prowadzono na podstawie czasu retencji standardu (Sigma-Aldrich), a torulen i torularo-
dyng identyfikowano na podstawie czasow retencji wzorcow rozdzielonych za pomoca

nr 589, 2017



52 AM. Kot, S. Btazejak, A. Kurcz i in.

cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC). Jako fazg stacjonarng zastosowano
zel silikonowy (5 x 20 cm, Kieselgel 60 F254, Fulka), a jako fazg ruchoma mieszaning
acetonu i heksanu (3:7) [Kim i in. 2004].

Wyniki analizowano w programie R, w zaktadce RCommander (wersja 1386 2.15.3).
Rozktad normalny danych sprawdzano za pomoca testu Shapiro-Wilk, a jednorodno$¢
wariancji za pomoca testu Levene’a. Przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ warian-
cji (ANOVA) i test Tukeya przy poziomie istotnosci a = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze badany szczep drozdzy Rho-
dotorula gracilis byt zdolny do wzrostu zarowno w podtozu kontrolnym, jak i w pod-
tozach doswiadczalnych. Czynnikiem w najwigkszym stopniu determinujacym wzrost
drozdzy byta zawartos¢ zwiazkéw stanowiacych zrodio wegla. Po hodowli w podtozach
wzbogaconych glicerolem plon biomasy komérkowej (ponad 30 g ss:dm™>) po 96 h
byt ponad dwukrotnie wyzszy niz w podtozu kontrolnym (13,4 g ss:dm~). W podtozu
W+G10% wzrost drozdzy byt istotnie nizszy niz w pozostatych podiozach z glicerolem
(26,0 g ss:dm™), co wynikato prawdopodobnie z podwyzszonego ci$nienia osmotyczne-
go $rodowiska hodowlanego. Podobna zalezno$¢ odnotowano rowniez w innych pracach,
w ktorych stosowano wysokie dawki tego zwiazku jako zrédto wegla w hodowli drozdzy
z rodzaju Rhodotorula [Saenge i in. 2011, Yen i in. 2012, Btazejak i in. 2014].

W literaturze dostgpne sa wyniki badan dotyczace wykorzystania glicerolu jako zro-
dta wegla do hodowli drozdzy z rodzaju Rhodotorula, jednak w podtozach doswiadczal-
lub pepton. Przyktadem sa badania Gientki i innych [2016], w ktorych jako zrédio azotu
zastosowano ekstrakt drozdzowy oraz pepton, a jako zrodto wegla glicerol w dawce 5%.
Po 72 h hodowli plon biomasy komérkowej drozdzy R. gracilis wynosit 9,43 g ss-dm™
i byl znaczaco mniejszy w porownaniu do wynikow osiagnigtych w niniejszych bada-
niach, co §wiadczy o stymulujacym dziataniu sktadnikow ziemniaczanej wody sokowe;j
na wzrost drozdzy R. gracilis.

Drozdze R. gracilis wykazaly zdolno$¢ do metabolizowania cukrow redukujacych,
glicerolu oraz zwiazkéw biatkowych obecnych w podtozach hodowlanych. W dwoéch
pierwszych dobach hodowli, czyli w czasie najbardziej intensywnego wzrostu, droz-
dze wykorzystywaly przede wszystkim tatwo przyswajalne cukry redukujace zawarte
w ziemniaczanej wodzie sokowej. Po wyczerpaniu ich zasobéw w trzeciej dobie ro-
snace komorki drozdzy zaczgly metabolizowaé obecny w $rodowisku hodowlanym
glicerol (rys.). Najwyzszy stopien wykorzystania tego zwiazku odnotowano w podto-
zach, w ktorych drozdze wykazaty najintensywniejszy wzrost. W podlozach W+G3%
oraz W+G5% komorki drozdzy wykorzystaly odpowiednio 85 i 61% zasobow tego
zwiazku (tab. 1).

Zaréwno podczas hodowli w podtozu kontrolnym, jak i w podtozach doswiadczalnych,
badany szczep drozdzy najintensywniej metabolizowat zwiazki azotowe w trakcie pierw-
szych 48 h, czyli w fazie najintensywniejszego wzrostu (rys.). Po 96 h hodowli w podtozu
W+G3% stopien wykorzystania biatka ogétem wynosit prawie 70%, a w pozostatych pod-
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Tabela 1. Plon biomasy komoérkowej, procentowy stopien wykorzystania glicerolu, biatka ogotem
oraz cukrow redukujacych z podtozy oraz stopien redukcji wskaznika ChZT po 96 h ho-
dowli drozdzy R. gracilis

Table 1. Biomass yield, the percentage level of glycerol, protein and reducing sugars usage from the
media and level of the COD index reduction after 96 h of cultivation R. gracilis yeast

Stopien Stopien wyko-  Stopien wykorzysta- Stopien reduk-
. Plon biomasy wykorzystania ~ rzystania biatka  nia cukrow reduku-  cji wskaznika
Podloze . . . X .
Medium®* Biomass yield glicerolu ogotem jacych ChZT — Level
[gss:dm] Level of glycerol Level of protein ~ Level of reducing  of COD index
usage [%)] usage [%)] sugars usage [%] reduction [%]
% 13,4 £0,7% — 52,9 +4,3 94,4 £1,0 47,3 £8,0
W+G3% 30,4 £1,1* 85,7+3,9 69,3 £1,0 94,3 £0,5 84,8 +0,8
W+G5% 30,2 £2,1* 61,3 +4,4 66,1 +2,6 94,5 +0,9 59,5 +4,3
W+G10% 26,0 £0,6" 28,1 £2,1 62,1 £1,8 94,5 £0,4 19,7 £2,6
*Uwzgledniono warto$¢ odchylen standardowych oraz podano wyniki testu Tukeya (a = 0,05) wykonanego
w ramach tych samych godzin hodowli (a, b... — indeksy oznaczaja grupy homogenne).

*The values of the standard deviation were considered and the results of Tukey’s test (« = 0,05) within the same
hours of cultivation (a, b... indexes denote homogeneous groups) were reported.

tozach doswiadczalnych byt tylko nieznacznie nizszy (tab. 1). Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze istnieje mozliwos¢ jednoczesnej czgsciowe] biodegradacji tych
dwoch odpadow na drodze mikrobiologicznej, co potwierdzono, oznaczajac wskaznik che-
micznego zapotrzebowania na tlen. Odbialczona ziemniaczana woda sokowa charakteryzo-
wata si¢ duza poczatkowa wartoscia wskaznika ChZT, ktéry wynosit ponad 59 g O,-dm™.
Dodatek 3, 5 lub 10% glicerolu do wody sokowej podwyzszyl jego warto$¢ odpowiednio
do 83, 110 oraz 196 g O,-dm™. Po 96 h hodowli drozdzy R. gracilis najwyzszy stopien
redukcji wskaznika ChZT (84,8%) stwierdzono po hodowli w podtozu z dodatkiem 3%
glicerolu, a jego warto$¢ wynosita nieco ponad 12 g O,-dm>. Pozostate podtoza doswiad-
czalne charakteryzowaty si¢ o wiele wigkszymi wartosciami wskaznika ChZT, co wynikato
z obecnosci pozostatosci niezmetabolizowanego przez drozdze glicerolu.

Najwigksza zawarto§¢ karotenoidow w biomasie komdrkowej drozdzy R. gracilis
stwierdzono po hodowli w podtozu kontrolnym z ziemniaczang woda sokowa. Po 96 h
zawarto$¢ karotenoidow w biomasie komorkowej drozdzy uzyskanej po hodowli w pod-
tozu kontrolnym wynosita 142,6 pg-g”' ss, a w podtozach z ziemniaczana woda sokowa
i glicerolem byta ponad trzy razy nizsza (34,6 — 40,9 pg-g' ss). Na podstawie uzyska-
nych wynikéw obliczono objetosciowa produktywnos¢ karotenoidow (tab. 2), ktora jest
zalezna od plonu biomasy komoérkowej. Najwigksza produktywnos¢ odnotowano po ho-
dowli drozdzy w podtozu kontrolnym bez dodatku glicerolu (1,92 mg-dm). Znacznie
mniejsza produktywno$¢ karotenoidow (0,9-1,23 mg-dm™) miaty hodowle prowadzone
w podlozach z dodatkiem glicerolu, mimo iz catkowity plon biomasy komoérkowej byt
w nich znacznie wigkszy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze wysokie stezenie zwigzkow sta-
nowiacych zrédto wegla w podlozach doswiadczalnych zahamowato biosynteze barw-
nikow karotenoidowych przez badany szczep drozdzy. Podobna zalezno$¢ odnotowali
El-Banna i inni [2012], prowadzac badania nad wptywem réznych czynnikow Srodowi-
ska na biosyntezg karotenoidow przez drozdze Rhodotorula glutinis. Autorzy zastosowali
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Rys.  Zmiany gestosci optycznej (OD), zawartosci biatka ogdtem, glicerolu oraz cukrow re-
dukujacych podczas hodowli drozdzy R. gracilis (A — W, B — W+3%G, C — W+5%G,
D — W-10%G)
Fig. Changes in optical density (OD) and in the content of total protein, glycerol and reducing

sugars during the cultivation R. gracilis yeast (A — W, B — W+3%G, C — W+5%G, D —
W-10%G)

jako zrédlo wegla glukoze w stgzeniach (0,625, 1,25, 2,50, 3,75 i 5,0%). Po hodow-
li w podtozach zawierajacych od 0,625 do 2,5% tego zwiazku zawarto§¢ karotenoidow
w biomasie komoérkowej drozdzy byla zblizona i wahala si¢ w zakresie 314-371 pug-g ' ss.
Przy wigkszych dawkach glukozy, podobnie jak w niniejszej pracy, nastapito znaczace
zmniejszenie ich zawartosci (125-142 pg-g ' ss).

Wiadomo, ze biosynteza karotenoidow w komorkach drozdzy ma miejsce w pozne;j
fazie ich stacjonarnego wzrostu [Braunwald i in. 2013]. Charakter zmian warto$ci OD
podczas hodowli w podtozach doswiadczalnych (rys.) wskazuje, ze do 96 h nie zostata
osiagnigta pozna faza stacjonarna. Zwiazki stanowiace zrodto wegla rowniez nie zostaty
w pelni zmetabolizowane, co uzasadnia konieczno$¢ wydtuzenia czasu hodowli.

Przeprowadzona analiza profilu poszczegdlnych karotenoidow wykazata, ze bada-
ny szczep drozdzy w zastosowanych podtozach hodowlanych syntetyzowat w najwigk-
szej ilosci torulen (61-70%) oraz B-karoten (26-34%). Cho¢ zaktada sig, ze drozdze
z rodzaju Rhodotorula syntetyzuja gtownie torulen i torularodyng [Zoz i in. 2015],
to udziat torularodyny po hodowli we wszystkich podtozach byt znikomy (2-3,8%).
Stwierdzono réwniez, ze dodatek glicerolu do ziemniaczanej wody sokowej intensyfi-
kowat biosyntezg torulenu zmniejszat si¢ natomiast udziat B-karotenu (tab. 2).
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Tabela 2. Zawarto$¢ karotenoidow w biomasie drozdzy R. gracilis i ich objgtosciowa produktyw-

no$¢ podczas hodowli w podtozu kontrolnym i podtozach doswiadczalnych oraz udziat
procentowy P-karotenu, torulenu i torularodyny po 96 h hodowli

Table 2. Carotenoid content in R. gracilis yeast biomass and their volumetric productivity during

the cultivation in control and experimental media and percentage contribution of 3-caro-
tene, torulene and torularhodin after 96 h of cultivation

Zawartos¢ karotenoidow  Objgtosciowa produk-  Profil karotenoidow — Carotenoids profile

. w biomasie drozdzy tywnos$¢ karotenoidéw [%]"
Podtoze . ’ . .
Medium Carotenoid content in Volumetric carotenoid
yeast biomass productivity B-karoten Torulen  Torularodyna
[ngg ss]” [mg-dm~]" B-carotene  Torulene  Torularhodin
W 142,6 +20,9° 1,92 0,37 33,9+1,5" 61,4425  3,8+08°
W+G3% 40,2 +7,3° 1,22 £0,25° 29,740,6° 67,1 42,00  2,0+0,7°
W+G5% 40,9 +2,4° 1,23 £0,15° 26,4 £2,0 69,7 £2,6% 2,9 +£0,4*
W+G10% 34,6 +4,8° 0,90 +0,04° 29,6 £2,8* 66,9 +2,5% 2,8 £0,9*
*Uwzgledniono warto$¢ odchylen standardowych oraz podano wyniki testu Tukey’a (o = 0,05), a, b... — in-

deksy oznaczaja grupy homogenne.

The values of the standard deviation were considered and the results of Tukey’s test (o = 0,05) were reported,

a,

b... —indexes denote homogeneous groups.

WNIOSKI

1.

Badany gatunek drozdzy Rhodotorula gracilis wykazat zdolno$¢ wzrostu w podtozu
kontrolnym oraz podlozach doswiadczalnych, a czynnikiem w najwigkszym stopniu
determinujacym wzrost drozdzy byt zastosowany dodatek glicerolu. Najwigkszy plon
biomasy komérkowej (ponad 30 g ss-1"'") stwierdzono przy stezeniu glicerolu na po-
ziomie 3% 1 5%.

Drozdze R. gracilis wykazaly zdolnos$¢ do biosyntezy karotenoidow podczas hodowli
wgtebnych prowadzonych w podlozu kontrolnym oraz podtozach doswiadczalnych.
Najwicksza zawartoé¢ karotenoidow ogdtem w biomasie drozdzy (142,6 pg-g™' ss)
stwierdzono po hodowli w podtozu z ziemniaczana woda sokowa (bez suplementacji
glicerolem), a ich zawarto$¢ w biomasie po hodowli w podtozach wzbogaconych do-
datkiem glicerolu byta ponad trzy razy mniejsza (34,6-40,9 pg-g ' ss).

Wzbogacenie ziemniaczanej wody sokowej w dodatkowe zrodto wegla w postaci
glicerolu (3%) pozwolilo na efektywne wykorzystanie zarowno glicerolu (85,7%),
jak 1 substancji biatkowych (69,3%), a takze umozliwita znaczna redukcj¢ wskaznika
ChZT (84,8%) podtoza pohodowlanego po 96 h.

Drozdze zastosowane jako material doswiadczalny moga sta¢ si¢ nowym zrédlem
barwnikow karotenoidowych o potencjalnym zastosowaniu przemystowym. Dalsze
badania ukierunkowane bg¢da na optymalizacj¢ warunkéw hodowli badanego szczepu
drozdzy w celu wydajnej biosyntezy ttuszczu i karotenoidow.
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AN ATTEMPT TO APPLICATION GLYCEROL AND POTATO WASTEWATER
TO PRODUCTION CAROTENOIDS BY RHODOTORULA GRACILIS YEAST

Summary. Carotenoids belong to the group of pigments widely used in different industries.
Nowadays it is being looked for new methods of producing this compounds, and the use
of microorganisms can constitute an new alternative for chemical synthesis. In order to
reduce the costs of microbial synthesis, as components of culture media industrial wastes
can be used. The aim of this study was to determine the ability of Rhodotorula gracilis
yeast to biosynthesis of carotenoids during the cultivation in media with potato wastewater
and glycerol. As a control medium not supplemented potato wastewater was used. Three
experimental media were used for cultivation potato wastewater and glycerol in an amount
of 3, 5 and 10 g-100 cm™. Cultivation of yeast was carried out on a reciprocating shaker
(200 rpm) for 96 h. Biomass yield was performed by weight method, while optical density
by the spectrophotometric method. During the cultivation, glycerol (chemical method),
reducing sugars (Miller method) and protein (Kjeldahl’s method) concentration in the
experimental media and the chemical-oxygen demand indicator (dichromate method) of
media were determined. Carotenoids content in the yeast biomass were determined by
spectrophotometric method and their contribution by HPLC-UV. The highest yield of the
cell biomass (more than 30 g d.m.-dm ) was obtained in the experimental media with
potato wastewater supplemented with a 3 and 5% addition of glycerol. After cultivation
of R. gracilis yeast in medium with 3% addition of glycerol the highest degree of glycerol
content (85.7%), total protein content (69.3%) and COD index (84.8%) reduction were
observed. Base of this results, it was found that there is a possibility of simultaneous
biodegradation of glycerol and potato wastewater during the cultivation of tested yeast
strain. The highest carotenoids content in the yeast biomass (142.6 ug-g! d.m.) was
obtained in control medium. The high concentration of compounds constitutes the source
of carbon in the culture medium inhibited the biosynthesis of carotenoid pigments by the
R. gracilis. Their content in the biomass after cultivation in experimental media with
glycerol was more than three times lower (34.6-40.9 ug-g™' d.m.) to compare with control
medium. In these conditions, the yeast synthesized maily torulene (66.9-69.7%) and
B-carotene (26.4-29.7%). It was found that the tested yeast strain in the future may become
anew source of carotenoids, because of the low volumetric productivity of these compounds
(0.9-1.23 mg-dm™), the further studies should be about the effect of the optimization of the
culture conditions to increase the efficiency of carotenoids biosynthesis in the media with

potato wastewater and glycerol.

Key words: carotenoids, glycerol, potato wastewater, Rhodotorula gracilis
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