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Rezumat. Sunt descrise caracterele fenotipice si compozitia biochimica a tulpinii de levuri Rhodotorula
gracilis  CNMN-Y-30. Prezenta in componenta levurii a conginutului sporit de proteine, complexului de
pigmenti carotenoidici cu activitate antioxidanta inalta, lipidelor bogate in acizi grasi esentiali,
carbohidratilor, permite a recomanda tulpina spre utilizare in biotehnologie. Rezultatele sunt importante in
descrierea standard a speciilor propuse ca obiect de valoare industriald.
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Introducere

De obicei, carotenoidele se disting ca precursori al vitaminei A, din acest motiv, ele sunt cunoscute ca
substante bioactive de mare valoare. Carotenoidele se prezintd ca o structurd ciclicd a atomilor de carbon
care oferd proprietati antioxidante inalte. In afard de proprietitile antioxidante, carotenoidele posed si alte
efecte printre care putem mentiona imbunatatirea imunitatii si diminuarea riscului de boli degenerative,
cum ar fi cancerul, bolile de inim4, cataracta [6, 11].

Productia industriala a carotenoidelor naturale poate fi realizatd pe doud cai: pe calea biotehnologica
folosind fungi filamentosi, drojdii, bacterii sau microalge si pe calea extractiei din plante. Este cunoscut ca
productia mondiala de B-caroten din surse naturale este foarte redusa [13].

Tinand cont de siguranta sanatatii publice, interes comercial prezintd carotenoidele levurilor din genul
Rhodotorula, acceptate spre utilizare pe larg. Analiza domeniilor de utilizare a carotenoidelor de origine
microbiand demonstreazd importanta studiilor ce pun in evidentd proprietatile tehnologice a tulpinilor
selectate pentru ulterioara utilizare la producerea industriald. Oportune 1in acest context apar investigatiile
menite sa elucideze biologia si compozitia biochimicd a levurilor, cunostinte ce pot promova idei de
imbunatatire a potentialului biosintetic al tulpinilor producatoare de pigmenti carotenoidici.

Scopul studiului dat constd in descrierea caracterelor fenotipice si elucidarea compozitiei biochimice a
tulpinii de levuri selectatd ca activ producitor de proteine §i carotenoide, rezultate necesare pentru a
completa informatiile disponibile in prezent.

1. Materiale si metode

Obiect de cercetare. A servit tulpina de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 selectatd ca sursa
valoroasa de proteine si carotenoide. Caracterele morfologice, culturale si fiziologice a tulpinii s-au stabilit
conform [3, 9].

Medii de cultura. S-a utilizat mediul pentru insaméantare must de bere [2] si mediul de fermentare YPD
(yeast-peptone-dextroze), (w/v), (g/L): glucoza — 20, peptona -20, extract de drojdie — 10 [1].

Conditii de fermentare. Cultivarea tulpinii de levuri s-a realizat in baloane Erlenmayer cu capacitate
de 1 L ce contine 0,2 L mediu de culturd, pe agitator rotativ (200 r.p.m.), la temperatura de +22...25 °C,
aeratie in limitele 80 mg/L, timp de 120 ore.

Metodele de investigatie. Biomasa levuriand s-a determinat gravimetric [7]. Proteina s-a determinat
spectrofotometric conform metodei Lowry [10]. Pigmentii carotenoidici au fost extrati din biomasa
levuriand si cuantificati spectrofotometric aplicadnd metoda [5, 6].

Carbohidratii totali in biomasa microbiand s-au determinat la spectrofotometrul T60 VIS
Spectrophotometer, la lungimea de unda 620 nm cu utilizarea reactivului antron si D-glucozei in calitate de
standard [ 4]. Determinarea lipidelor in biomasa de drojdii s-a efectuat prin metoda propusa de Bligh, Dyer
si preluatd de Kates [8], adaptata la obiectul de studiu [12]. Analiza statisticad a rezultatelor s-a efectuat
compiuterizat cu calcularea erorilor standard pentru valorile relative si medii, cu ajutorul setului de programe
Statistica 7.
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2.  Rezultate si discutii

Un element important in dirijarea proceselor metabolice este cunoasterea caracterelor morfo-culturale
si fiziologo-biochimice ale tulpinii cu statut de producitor. Cercetarile caracterelor morfologice efectuate
asupra tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 au evidentiat cd la cultivarea submersa pe mediul YPD,
dupa 120 ore se intdlnesc celule ovale si alungite care Tnmuguresc, solitare. Dimensiunile celulelor sunt
variate si constituie in medie intrte 8 si 20 pm. Rezultatele acestor cercetari sunt prezentate in figura 1.

)
Fig. 1. Aspectul celulelor tulpinii de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 la cultivare pe mediul YPD.
(obiectiv 100x/1,25 OIL, 160/0,17)

Analizele testarii prin colorarea dupa Gram releva ca tulpina Rhodotorula gracilis 1I/6 este Gram
pozitiva. Aspectul morfologic macroscopic al coloniilor tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 este
redat in figura 2. Pe mediul YPD se formeaza colonii S-forma sau R-forma, cu profil neted sau reticulat,
diametrul coloniilor 6 - 9 mm. Pigmentatia - oranj sau coral, consistenta pastoasa (fig.2)
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Colonii S- si R-forma (10 zile) Colonia gigant ( 20 zile)
Fig. 2. Aspectul coloniilor Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 pe mediul de cultura YPD

Formarea si aspectul morfologic al coloniilor gigant s-a studiat pe mediul solid YPD la cultivare timp
de 20 zile. Aspectul coloniei gigant este prezentatd in figura 2. Tulpina formeaza colonii gigant cu forma
alungita, usor neregulata, marginea putin festonata, suprafata coloniei pliata, marimea coloniei 2,5x3,0 cm,
culoarea coral, consistenta pastoasa.

Din caracterele fiziologice a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 mentiondm ca tipul
respiratiei este aerob facultativ. La limita de separare dintre suprafata mediului lichid si peretele vasului se
formeaza un inel, pe fundul vasului se formeazi un depozit de culoare oranj sau coral. Este o culturd
mezofila, regimul termic optim de dezvoltare este cuprins intre +25 - 27°C.

Pentru testarea utilizarii surselor de carbon, in calitate de mediu de baza pentru cultivarea tulpinii, a
servit mediul lichid cu bazi de azot YNB (NH4 ), SO — 5 g. (lipsit de orice sursd de carbon). in acest mediu
s-a introdus 1% sursa de carbon.

Pentru testarea capacitatii de utilizare a surselor de azot, in calitate de mediu pentru cultivarea tulpinii,
a servit mediul pe bazi de carbon (YCB) (10 g D-glucozi). In acest mediu s-au introdus compusii azotati:
nitratul de potasiu (KNO3), nitritul de sodiu (NaNQO,), fosfatul de amoniu, sulfatul de amoniu, in concentratie
de 2-5 mM.

Rezultatele testului de asimilare a surselor de carbon sunt reflectate in tabelul 1. Prin analiza testelor la
a 14 si 20-a zi de cultivare s-a constatat ca tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 este capabild sa
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asimileze 7 din 12 surse de carbon cercetate. Mai activ sunt metabolizate glucoza, zaharoza, arabinoza,
galactoza, xyloza. Cultura de drojdie nu asimileaza inozita, dulcita, maltoza, lactoza, ramnoza. Din gama
surselor de azot drojdia asimileaza diferite forme de compusi — sulfatul de amoniu, fosfatul de amoniu. Nu
asimileaza nitratii. Fermentatia lipseste.

Tabelul 1. Testul de asimilare a surselor de carbon si azot de tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30

Sursa de carbon Asimilare Sursa de azot Asimilare
D-glucoza + Nitratul de potasiu (KNO3), -
Zaharoza + Nitritul de sodiu (NaNO; ) -
Fructoza + Fosfat de amoniu +
D - lactoza - Sulfat de amoniu +
L-arabinoza +
L-ramnoza -

D-xiloza +

Inozita -

D-manita +

Dulcita -

Galactoza +

Maltoza -
Legenda: ,,+” — asimileaza; ,,-” — nu asimileaza

Parametrii productivi ai tulpinii la cultivare pe mediul YPD, temperatura de +25° C, durata de
cultivare 120 ore, se Incadreaza in limitele 7,0+0,38 g L-1 biomasa uscatd ce contine pigmenti carotenoidici
in medie 307,3+64,2 mkg/g b.u. Cercetarile asupra compozitiei chimice a tulpinii de levuri au evidentiat un
continut nalt de proteina 48,3+9,5 % din biomasa uscatd. Verificarea continutului de lipide a aratat ca in
biomasa tulpini se contin In medie 13,4+0,9 %, iar carbohidratii totali determinati variaza in limitele a
24,1£1,7 % (tab. 2).

Tabelul 2. Productivitatea si compozitia chimica a biomasei la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30

Nr/o Indicii Continutul cantitativ
1 Productivitatea, g/L. B.A.U. 7,0+0,38

2. Pigmenti carotenoidici, mkg/g B.A.U. 307,3+64,2

3. Proteine, % S.A.U. 48,3+9,5

4, Lipide, % din S.A.U. 13,4+0,9

5. Carbohidrati totali, % din S.A.U. 24,1+1,7

Proprietatile biotehnologice ale tulpinii de levuri au fost studiate si din punct de vedere al componentei
pigmentilor carotenoidici. Cele mai mari valori cantitative s-au remarcat pentru -caroten care constituie
51,5% din suma carotenoidelor. Torulina se situeazd pe urmaitoarea treaptd cu media de 34,0%, iar
torularhodina cu 14,5% (figura 3). Continutul altor pigmenti este neglijabil.
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Fig. 3. Compozitia carotenoidelor la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30
In vederea caracterizarii calitatii proteinelor levurii a fost analizati componenta acizilor aminici. in
rezultatul cercetarilor s-a constatat cd o parte semnificativd a proteinelor o constituie aminoacizii esentiali.
Mentiondm continutul inalt de valina, leucina, lizind, care constituie respectiv 10,49%, 7,07% si 6,66 % din
suma aminoacizilor totali (tabelul 3).
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Tabelul 3. Continutul de aminoacizi esentiali al proteinei din Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30

Nr/o Aminoacizi esentiali % din suma aminoacizilor totali
1 Fenilalanina 3,71
2 Izoleucina 2,0
3 Leucina 7,07
4 Lizina 6,66
5 Metionina 0,16
6 Treonina 5,1
7 Triptofan 0,0
8 Valina 10,49
9 Arginina 4,68
10 Histidina 1,72

O altd componentd majord a compozitiei chimice a biomasei de levuri o constituie lipidele in
componenta carora predomind acizii grasi nesaturati oleic Cis.; cu o pondere de 47 % si linoleic Cis.» cu un
continut de 37 % din suma acizilor grasi identificati. Este importanta prezenta in lipidele levurii a 49,8%
de acizi grasi esentiali (linolic Cig., neidentificat Coo.« neidentificat Cx.), ceea ce permite valorificarea
lipidelor in diferite domenii — alimentatie, cosmetologie, farmaceutica, etc. (tab. 4).

Tabelul 4. Componenta acizilor grasi identificati in lipidele tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-

Y-30
Nr/o Acizi grasi % din suma
1 Palmitinic Cis. 0,5
2 Stearinic Cis.o 3,3
3 Oleic Clg;l 47,0
4 Linoleic Cis2 37,0
5 Neidentificat Cag.x 0,3
6 Neidentificat Cag.x 11,0
7 Neidentificat Cag.x 1,2
8 Neidentificat Cax 0,3
Suma acizilor esentiali 49,8

Prin urmare, investigatiile efectuate asupra caracterelor fenotipice a tulpinii Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-30 precizeaza trasaturile fiziologice si ofera date semnificative taxonomice. Acumularea datelor
privind biologia tulpini de drojdie permite asigurarea proceselor fermentative, astfel imbunatatind eficienta
tehnologiilor de producere a compusilor bioactivi, cum ar fi in cazul nostru, productia de proteine si
carotenoide.

Realizarea studiilor comparative ale compozitiei biochimice a tulpinii  Rhodotorula gracilis CNMN-
Y-30 confirmd rezultatele trecute in revistd de alti autori. Prezenta la tulpina 1n studiu a cantitatilor
importante de proteine, carotenoide atestd perspectiva utilizarii acesteia in calitate de obiect biotehnologice.
Datele prezinta valoare teoretica si practica pentru dirijarea activitatii biosintetice a tulpinii si ne conduc spre
concluzia necesitatii continudrii cercetérilor privind elucidarea cailor de stimulare a biosintezei proteinelor
si carotenoidelor.

Concluzii

1. Caracterele fenotipice specifice tulpinii de drojdie Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 sunt importante in
descrierea standard a speciei propuse ca obiect biotehnologic de valoare industriala.

2. Compozitia biochimicd a Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30  variaza in limite largi si se evidentiaza
printr-un continut echilibrat de proteine bogate in aminoacizi esentiali, de carotenoide, carbohidrati, lipide
bogate 1n acizi grasi esentiali.

3. Cultura Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 se propune a fi inclusa in lista microorganismelor cu potential
biotehnologic pentru producerea proteinelor si complexului de pigmenti carotenoidici B-caroten, torulind,
torularhodina cu activitate antioxidanta Tnalta.
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