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Abstract: Sunt descrise influenta factorilor fizici (temperatura, aeratia si pH-ul mediului de cultivare)
asupra multiplicarii populatiei si stabilirea conditiilor optime de cultivare a levurii pigmentate Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-30. Conditiile optime de cultivare a drojdiei Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 sunt
importante pentru obtinerea unei productivitati inalte care oferd posibilitatea de-a valorifica tulpina ca
obiect biotehnologic cu valoare industriala. Rezultatele sunt importante pentru perfectatea pasaportului
tulpinii ca obiect de studiu pentru investigatiile ulterioare.

Cuvinte cheie: Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30, factorii fizici, crestere si multiplicare.

Introducere

Factori importanti de cultivare, care influenteaza cresterea si metabolismul microorganismelor, sunt
temperatura, pH-ul mediului de fermentatie, volumul de inoculum si aeratia. Acesti factori pot influenta
solubilitatea sarurilor, compozitia ionica a substraturilor, morfologia si structura celulelor, ceea ce determina
activitatea fiziologica a culturilor si actioneaza asupra permiabilitatii peretilor celulari, transportului de
substante nutritive, proceselor si reactiilor chimice din membrane, vitezei de crestere si multiplicare,
structurii populatiei si capacitatea de a asimila substantele nutritive [4, 8, 12].

In conditii favorabile, reactiile metabolice implicate in procesele de crestere si multiplicare se
desfasoara normal, in timp ce in cazul depasirii anumitor limite de toleranta apar disfunctii de diferit grad
pornind de la stoparea multiplicarii pind la trecerea in stare de viata latentd sau la modificari profunde ale
echilibrului protoplasmatic prin denaturdri incompatibile cu viata. Activitatea biologicd normald atinge un
nivel maxim de dezvoltare atunci cind conditiile de cultivare sint optime in raport cu dezvoltarea speciei [9].

Reiesind din aceste considerente, scopul cercetarilor a constat in estimarea influentei factorilor fizici
(temperatura, aeratia si pH-ul mediului de cultivare) asupra multiplicarii populatiei si stabilirea conditiilor
optime de cultivare a levurii pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30.

1. Materiale si metode

Ca obiect de cercetare a servit tulpina de Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30, depozitata in Colectia
Nationalda de Micoorganisme Nepatogene ca sursa de proteine si pigmenti carotenoidici.

Medii de cultura. S-a utilizat mediul pentru insdmantare 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 cultivare. Cultivarea tulpinii de levuri s-a realizat in baloane Erlenmayer cu capacitate de
1 L ce contine 0,2 L mediu de cultura, pe agitator rotativ (200 r.p.m.), durata de cultivare 120 ore.

Influienta temperaturii asupra multiplicarii si cresterii populatiilor s-a efectuat prin utilizarea valorilor
de 15, 20, 25, 30, 35°C. Influienta pH-ului asupra multiplicarii populatiilor s-a efectuat la valorile pH-ului
initial de 2,5; 3.5; 4.5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5. Monitorizarea modificarilor pH-ului s-a efectuat dupa 6, 24, 48, 72
ore, cu utilizarea pH-metrului portabil R1 02895. Influienta gradului de aerare a fost cercetatd aplicind
conditii de hipoxie si aerare moderatd. Continutul de oxigen s-a masurat cu oximetrul Oxi 315i/SET.
Determinarea numarului de celule si multiplicarea populatiei a fost efectuatd fotocolorimetric dupa 6, 24, 48
ore, la lungimea de unda A=670 nm [11].

Analiza statisticd a rezultatelor s-a efectuat compiuterizat cu calcularea erorilor standard pentru
valorile relative si medii, cu ajutorul setului de programe Statistica 7.

2. Rezultate si discutii

Cresterea si multiplicarea microorganismelor este rezultatul unei serii de reactii metabolice coordonate
a caror desfasurare normald este asiguratd de o temperaturda adecvatd. Numeroase date experimentale
demonstreaza rolul fundamental al temperaturii in producerea de biomasd sau evolutia proceselor
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metabolice. Efectul temperaturii asupra cresterii microorganismelor poate fi explicatd prin actiunea asupra
reactiilor enzimatice care au loc in celuld, ca urmare, viteza celor doud procese creste progresiv pe masura ce
temperatura se ridica pina atinge nivelul optim [11].

Din datele obtinute pe parcursul experientelor se remarca cd temperatura are un rol hotaritor asupra
dezvoltarii celulelor levuriene, optimul de dezvoltare a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN —Y-30 este de
+25°C. La aceasta temperatura se observa o accelerare a procesului de crestere si multiplicare a celulelor,
care ulterior incetineste odatd cu majorarea temperaturii de cultivare (figura 1).
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Fig. 1. Influenta temperaturii de cultivare asupra procesului de multiplicare a tulpinii Rhodotorula
gracilis CNMN- Y-30.

Conform datelor din literatura de specialitate majoritatea drojdiilor cresc si se dezvolta la valorile pH-
lui cuprinse intre 3,0-8,5 aici pot fi atribuite si drojdiile genului Rhodotorula. Studiul privind efectul pH-lui
initial asupra dezvoltarii levurii Rhodotorula gracilis CNMN- Y-30 a demonstrat ca tulpina dispune de un
mecanism de autoreglare a metabolismului prin modificarea pH-ului mediului. Pe durata cultivarii pH-ul
optim pentru dezvoltarea si multiplicarea tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN -Y-30 este cuprins intre
valorile 5,5-8,5 inregistrind numédrul maxim de celule la o unitate de volum (figura 2). in mediul de culturd
cu pH-ul acid, cuprins intre valorile 2,5 - 4,5, procesul de crestere si multiplicare a celulelor incetineste, de
aici concluziondm cad aceste valori nu sunt favorabile pentru dezvoltarea tulpinii de levuri Rhodotorula
gracilis CNMN -Y-30.

Studiind gradul de pigmentatie a celulelor in mediul de culturd YPD dupa 48 si 120 ore de cultivare in
profuinzime a tulpinii de levuri am constatat ca la valori acide a pH-ului initial, practic nu se observa
prezenta pigmentilor carotenoidici. Un grad mai Tnalt de pigmentatie s-a stabilit la celulele din variantele
experimentale cu diapazonul pH de 6,5-8,5 (figura 3). Efectul influientei pH-lui asupra celulei de levuri se
explica prin posibila modificare a permiabilitatii peretelui celular, actiunea pH-ului asupra componentelor
mediului, starii de oxido-reducere a mediului, constantei echilibrului chimic in celula [6].
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Fig. 2. Influenta pH-lui initial al mediului asupra procesului de multiplicare a tulpinii Rhodotorula
gracilis CNMN- Y-30.

Legenda: 1) pH-2,5; 2) pH-3,5; 3) pH-4,5; 4) pH-5,5; 5) pH-6,5; 6) pH-7,5; 7) pH-8.,5.
Fig. 3. Influenta pH-ului initial asupra pigmentatiei celulelor tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30
dupa 48ore.

Conform numeroaselor studii, s-a demonstrat, ca oxigenul este constituientul universal al celulei vii. El
este furnizat microorganismelor, Tn primul rind de diferiti nutrienti si de apa din constitutia mediilor de
cultura [5,7, 10]. Levurile necesitd oxigen pentru sinteza compusilor organici si pentru desfasurarea
proceselor de oxido-reducere biologice. Oxigenul stimuleaza imultirea, iar in cazul dezvoltérii aerobe,
respectiv al respiratiei, are rol hotaritor asupra randamentului  obtinut de drojdie din aceeasi cantitate de
materie prima (mediu nutritiv) [3]. In culturile aerate, prin simpla rotatie a flacoanelor, creste nivelul de
aerare a mediului.

Deoarece celulele de drojdii sunt falcultativ aerobe iar respiratia aeroba intensd este o conditie
indispensabild pentru generarea de masa celulara si respectiv de sinteza a principiilor bioactive, cercetarile
noastre s-au axat pe evidentierea particularitatilor de multiplicare a levurii in conditii diferite de oxigenare a
mediului de cultura.

Gradul de aerare 1n conditii de hipoxie si aerare moderata este exprimat In figura 4, din care sesizdm ca
diferenta intre continutul de oxigen solvit in variantele experimentale stationare si cele cu aeratie pe agitator
este substantiala (figura 4).
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Fig. 4. Gradului de aerare in conditii de hipoxie si aerare moderata la cultivarea tulpinii Rhodotorula
gracilis CNMN- Y-30.

Nivelul optim de multiplicare a celulelor la tulpina de levuri Rhodotorula gracilis CNMN- Y-30,
conform datelor prezentate In figura 5, poate fi obtinut prin cultivarea in baloane Erlenmayer cu capacitate
de 1 L ce contine, 0,2 L mediu de cultura, in conditii de aerare intensiva (concentratia de oxigen de 84,5
mg/L).
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Fig. 5. Gradul de multiplicare a celulelor tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN- Y-30 la aerare pe
agitator.

Evaluarea gradului de multiplicare a celulelor tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN- Y-30,
demonstreaza ca in lipsa oxigenului are loc incetinirea procesului de crestere si multiplicare a celulelor de
levuri (figura 6).
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Fig. 6. Gradul de multiplicare a celulelor tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN- Y-30 in conditii
stationare.

In asa mod, analizind informatia expusi, putem mentiona dependenta incontestabild a multiplicarii
levurii de conditiile de cultivare. Rezultatele prezinta interes pentru perfectarea pasaportului tulpinii ca
obiect de studiu pentru investigatiile ulterioare.

Concluzii

1. Factorii de mediu (temperatura, pH-ul, gradul de aeratie) exercitd efect de reglare asupra proceselor de
crestere si multiplicare a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN- Y-30.

2. Nivelul maxim de celule s-a obtinut dupa 48 ore de cultivare in profunzime, la un regim termic de
+25°C, pH 5,5-8,5, in conditiile debitului de oxigen de 80,0- 84,5 mg/L.
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3. Conditiile optime de cultivare a drojdiei Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 sunt importante pentru

obtinerea unei productivitati Tnalte care oferd posibilitatea de valorificare a tulpinii ca obiect biotehnologic
cu valoare industriala.
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