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RezumatA

Lucrarea urmadreste optimizarea productiei de carotenoizi la o tulpind de Rhodotorula
mucilaginosa. Optimizarea s-a facut factor cu factor, in trei etape: mediul de cultura (YPD,
mediu cu glicerol si mediu mineral), temperatura (18, 22, 26 si 30 °C) si pH-ul initial (4,5, 5,5
si 6,5). Cresterea a fost urmadrita prin densitate optica si biomasa uscatd, iar carotenoizii totali
au fost dozati spectrofotometric. Mediul cu glicerol a dat cea mai mare concentratie de
carotenoizi, desi YPD a dat mai multd biomasa. Cresterea a fost maxima la 26 °C, dar
acumularea pigmentilor a fost maxima la 22 °C, iar pH-ul de 5,5 a fost cel mai favorabil. In
conditiile optimizate concentratia a crescut cu circa 60% fata de varianta initiala. Optimul
pentru crestere nu coincide cu optimul pentru pigmenti, de aceea lucrarea propune o cultivare

n doua etape de temperatura.

Cuvinte-cheie: carotenoizi, Rhodotorula, optimizare, temperatura, glicerol, curba de crestere

Abstract

This thesis aims to optimise carotenoid production by a Rhodotorula mucilaginosa
strain. Optimisation was carried out one factor at a time, in three stages: culture medium (YPD,
glycerol medium and mineral medium), temperature (18, 22, 26 and 30 °C) and initial pH (4.5,
5.5 and 6.5). Growth was followed by optical density and dry biomass, and total carotenoids
were measured spectrophotometrically. The glycerol medium gave the highest carotenoid
concentration, although YPD gave more biomass. Growth peaked at 26 °C, but pigment
accumulation peaked at 22 °C, and pH 5.5 was the most favourable. Under the optimised
conditions, the concentration increased by about 60% compared with the initial setting. Since
the optimum for growth does not coincide with the optimum for pigment production, the thesis

proposes a two-stage temperature cultivation.

Keywords: carotenoids, Rhodotorula, optimisation, temperature, glycerol, growth curve
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Introducere _~” Introducerea prezintd produsul

A . (carotenoizii), de ce conteaza
productia microbiand, organismul
folosit si obiectivele. La licenta are 2
-3 pagini; aici este prescurtatd.
L. n . . . A N Lo . . . Ghid: licenta-disertatie-romania.co
antioxidanti Tn industria alimentard, in furaje si in cosmetica. Cea mai mare parte se obtine prin Rolul sectiunii

20/05/2026 10:00

Carotenoizii sunt pigmenti galbeni, portocalii si rosii folositi drept coloranti si

sinteza chimica sau prin extractie din plante, iar productia microbiana este o alternativa care nu

depinde de sezon si poate folosi substraturi ieftine [1].

Drojdiile rosii din genul Rhodotorula sintetizeaza -caroten, torulen si torularhodina si
cresc bine pe glicerol, un subprodus al industriei biodieselului [2]. Randamentul depinde insa

puternic de conditiile de cultivare.

Scopul lucrarii este optimizarea conditiilor de cultivare pentru productia de carotenoizi

la o tulpind de Rhodotorula mucilaginosa (cod fictiv RM-07). Obiectivele sunt:

1. alegerea mediului de culturd cu cea mai mare productie de carotenoizi;

2. stabilirea efectului temperaturii asupra cresterii si a productiei de carotenoizi;

3. stabilirea pH-ului initial optim pentru conditiile alese, pagoiicivema kg
A ~” optimizare se formuleazd ca variabile

masurabile: ,,mediul cu cea mai mare
concentratie de carotenoizi (mg/L)”,
nu ,,imbunatdtirea procesului”.

Ghid: licenta-disertatie-romania.co
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Capitolul 1. Date bibliograficeA - Capitolul de date bibliografice

7777777777777777777777777777 prezinta doar ce folosesti mai
departe: organismul, calea de
biosinteza si factorii care

1.1. Drojdiile producatoare de carotenoizi influenteazd productia. La
Biotehnologii sursele sunt mai ales
Putine drojdii sintetizeazd carotenoizi in mod natural. Cele mai studiate sunt drojdiile articole din reviste de specialitate.

Ghid: licenta-disertatie-romania.co
Rolul sectiunii

rosii (Rhodotorula, Sporobolomyces) si Xanthophyllomyces dendrorhous, singura drojdie o .

folosita industrial pentru astaxantina (Tabelul 1) [2].

Tabelul 1. Drojdii producdtoare de carotenoizi si pigmentii lor principali

Drojdia Carotenoizi principali Observatii

Rhodotorula spp. B-caroten, torulen, torularhodind Crestere rapidd pe substraturi ieftine
(glicerol, melasa)

Sporobolomyces / [B-caroten, torulen, torularhodind Drojdii rosii nrudite cu Rhodotorula

Sporidiobolus spp.

Xanthophyllomyces Astaxantind Folosita pentru astaxantina din hrana

dendrorhous (Phaffia pestilor de crescatorie

rhodozyma)

Saccharomyces cerevisiae Nu produce Tn mod natural Produce carotenoizi doar dupa modificare
genetica

Sursa: Sintezd proprie dupd literatura de specialitate [2].

1.2. Biosinteza carotenoizilor

La drojdii, carotenoizii se formeazd pe calea mevalonatului: din acetil-CoA rezultd
unitdtile izoprenice IPP si DMAPP, apoi geranilgeranil-difosfatul (GGPP). Prin condensarea a
doua molecule de GGPP se formeaza fitoenul, care este desaturat treptat si ciclizat pana la 8-

caroten sau torulen (Figura 1) [2].

2. Calea
1. Acetil-CoA mevalonatului - 3. GEEP
(IPP, DMAPP)

6. y-caroten — 5. Desaturari

succesive :
B-caroten, torulen (licopen - 4. Fitoen
— torularhodina neurosporen)

Figura 1. Calea simplificata de biosinteza a carotenoizilor la drojdiile rosii
Sursa: Prelucrare proprie.
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1.3. Factorii care influenteaza productia

Sursa de carbon modifica atat cresterea, cat si acumularea pigmentilor; glicerolul a dus
1n mai multe studii la un continut de carotenoizi mai mare decat glucoza [3]. Temperatura are
efecte diferite asupra cresterii si asupra carotenogenezei: optimul pentru pigmenti este adesea
mai mic decat optimul pentru biomasa [4]. Factorii principali sunt rezumati in Figura 2; in

aceastd lucrare au fost studiati trei dintre ei: sursa de carbon, temperatura si pH-ul.

Sursa de carbon

Lumina Raportul C/N

Productia de

carotenoizi

Aerarea Temperatura

pH-ul mediului

Figura 2. Factorii de cultivare care influenteaza productia de carotenoizi

7 Nu prelua cifre de randament din
777777777777777777777777777777777777 ~  articole fara unitati si conditii. ,,3
mg/L” si,,300 pg/g” nu se pot
compara direct: primul este o
concentratie in mediu, al doilea un
continut raportat la biomasa.
Gregeala frecventa

20/05/2026 10:00

Sursa: Prelucrare proprieA
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Capitolul 2. Material si metoda

2.1. Tulpina si mediile de cultura

S-a folosit tulpina Rhodotorula mucilaginosa RM-07 din colectia laboratorului (cod

fictiv), pastrata pe agar YPD la 4 °C. Au fost testate trei medii, cu compozitia din Tabelul 2.

Tabelul 2. Compozitia mediilor de cultura testate (g/L)

Componenta M1 (YPD) M2 (glicerol) M3 (mineral)
Glucoza 20 - 20
Glicerol - 20 -
Extract de drojdie 10 10 1
Peptona 20 20 -
(NH,),SO, - - 5
KH,PO, = = 1
MgSO, - 7H,0 - - 0,5

pH initial 6,0 6,0 6,0

Notd. Mediile au fost sterilizate prin autoclavare la 121 °C, 15 minute; glucoza a fost sterilizata separat.
Sursa: Retete de laborator (exemplu).

2.2. Conditii de cultivare si design experimental

Culturile s-au realizat Tn baloane Erlenmeyer de 250 mL cu 50 mL mediu, inoculate cu
5% (v/v) dintr-o precultura de 24 h, pe agitator orbital la 180 rpm, timp de 96 h. Optimizarea
s-a facut factor cu factor, in trei etape (Figura 3): fiecare etapa a folosit cea mai buna varianta

din etapa anterjoara.

Etapa 1: Col mai Etapa 2: e Etapa 3:
. el mai bun = pH-ul
mediul (M1, el temperatura -» buna e el
M2, M3) (18-30 °C) temperatura !

(4,5-6,5)

Figura 3. Designul experimental: optimizare factor cu factor

Sursa: Prelucrare proprie.

2.3. Metode analitice si statistice

Cresterea a fost urmarita prin densitatea optica la 600 nm (DOyy,). Biomasa uscata s-a

determinat gravimetric, dupa centrifugare, spalare si uscare la 105 °C pana la masa constanta.

Exemplu fictiv cu date simulate - Ai nevoie de ajutor cu lucrarea ta? licenta-disertatie-romania.com/contact 9
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Carotenoizii totali au fost extrasi cu dimetilsulfoxid si acetona si dozati spectrofotometric la
450 nm, ca echivalenti de 3-caroten, pe baza unei curbe de calibrare [5]. Protocolul complet se

afla in Anexa 1.

Diferentele dintre variante au fost testate ca ANOVA unifactoriala si testul Tukey HSD

o = 0,05), in programul R, _ " Descrie mediile cu toate
( > )’ prog A “ componentele si concentratiile lor,

iar aparatele cu tipul lor (centrifuga,
spectrofotometru UV-Vis). Comisia
verifica daca experimentul poate fi
repetat dupa descrierea ta.

Sfat

20/05/2026 10:00
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Capitolul 3. Rezultate si discutii

3.1. Alegerea mediului de cultura (etapa 1)

Mediul M1 (YPD) a dat cea mai mare biomasa, dar cea mai mare concentratie de
carotenoizi s-a obtinut pe M2, cu glicerol: 2,58 mg/L, fata de 2,02 mg/L pe M1 (testul Tukey, p
=0,011) si 1,31 mg/L pe M3 (Tabelul 3, Figura 4). Pe M2 si continutul specific a fost cel mai
mare (312 pg/g). Rezultatul este Tn acord cu literatura [3], iar M2 a fost ales pentru etapele

urmatoare.

Tabelul 3. Etapa 1: biomasa si carotenoizii pe cele trei medii (26 °C, pH 6,0, 96 h)

Mediul Biomasa (g/L) Carotenoizi (mg/L) Continut specific (pg/g)
M1 (YPD) 9,12 £ 0,38 2,02 £0,16 221
M2 (glicerol) 8,26 + 0,41 2,58+ 0,17 312
M3 (mineral) 5,84 + 0,35 1,31 +0,14 224

Notd. Media + abaterea standard, n = 3 baloane. Continutul specific = carotenoizi / biomasa, calculat din medii. ANOVA:
biomasa F(2, 6) = 59,84, p < 0,001; carotenoizi F(2, 6) = 49,20, p < 0,001.
Sursa: Date proprii de laborator (simulate pentru exemplu,).

2,51

Carotenoizi (mg/L)

M1 (YPD) M2 (glicerol) M3 (mineral)

Figura 4. Concentratia de carotenoizi pe cele trei medii (mg/L, media a 3 baloane)
Sursa: Prelucrare proprie.

3.2. Curbele de crestere la diferite temperaturi (etapa 2)

La toate temperaturile, faza de lag a durat aproximativ 12 h. La 22-30 °C culturile au
intrat Tn faza stationara dupa 60—72 h, iar la 18 °C cresterea a continuat pana la 96 h (Tabelul
4, Figura 5). Viteza specifica maxima de crestere a fost cea mai mare la 26 °C (0,141 h't) si cea

mai mica la 18 °C (0,094 h1) (Tabelul 5).
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Tabelul 4. Etapa 2: densitatea optica (DOg,) a culturilor pe mediul M2, la patru temperaturi

Timp (h) 18°C 22°C 26 °C 30°C
0 0,10 0,10 0,10 0,10
12 0,10 0,16 0,24 0,20
24 0,31 0,67 1,30 0,95
36 0,94 2,57 5,96 4,12
48 2,69 8,03 16,19 11,94
60 6,64 16,14 23,16 19,15
72 12,53 21,21 25,06 21,75
84 17,49 22,91 25,42 22,35
9% 20,03 23,36 25,49 22,47

Notd. Media a 4 baloane. Peste DO 0,8 probele au fost diluate, iar valorile sunt recalculate.

Sursa: Date proprii de laborator (simulate pentru exemplu,).

25 —8— 18°C

|

—-— 22°C
20 4 —@— 26°C
30°C
s 15
O
(=)
10 -
5 -
O -
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Timp (h)
Figura 5. Curbele de crestere pe mediul M2 la patru temperaturi
Sursa: Prelucrare proprie.
Tabelul 5. Parametrii de crestere calculati din curbele de crestere
Temperatura pmax (h™) Timp de generatie (h) DOy 1a96 h
18°C 0,094 7,4 20,03
22°C 0,119 5,8 23,36
26 °C 0,141 4,9 25,49
30°C 0,130 5,3 22,47

Notd. pmax = In(DO, / DO,) / (t, — t,) pe intervalul cu cresterea cea mai rapida (12—24 h); timpul de generatie = In 2 / pmax.

Sursa: Calcul propriu pe baza Tabelului cu densitdtile opticeA
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3.3. Efectul temperaturii asupra biomasei si a carotenoizilor

Temperatura a influentat semnificativ biomasa, F(3, 12) = 11,12, p < 0,001, n2 = 0,74,
cu un maxim de 8,47 g/L la 26 °C (Tabelul 6, Figura 6). Diferenta fata de 22 °C nu a fost

semnificativa (Tukey, p = 0,106), dar la 26 °C viteza de crestere a fost cea mai mare.

Tabelul 6. Biomasa uscata la 96 h in functie de temperatura (g/L)

Temperatura n Media Abaterea
standard
18°C 4 6,98 0,42
22°C 4 7,80 0,34
26 °C 4 8,47 0,31
30°C 4 7,45 0,41

Notd. F(3, 12) = 11,12, p < 0,001, n2 = 0,74
Sursa: Prelucrare proprie pe baza datelor simulate.

847
81 .80 7,45
6,98
6_
4_
2_
O_ 1 1 1 1

18 °C 22°C 26 °C 30°C

Biomasa (g/L)

Figura 6. Biomasa uscata medie la 96 h, pe temperaturi
Sursa: Prelucrare proprie.

Concentratia de carotenoizi a variat si ea semnificativ, F(3, 12) = 63,32, p < 0,001, n2 =
0,94, dar maximul a aparut la 22 °C (3,07 mg/L), nu la 26 °C (Tabelul 7, Figura 7). Testul

Tukey aratd ca varianta de 22 °C diferd semnificativ de toate celelalte (Tabelul 8).

Tabelul 7. Concentratia de carotenoizi la 96 h in functie de temperatura (mg/L)

Temperatura n Media Abaterea
standard
18 °C 4 2,28 0,10
22°C 4 3,07 0,18
26 °C 4 2,54 0,24
30°C 4 1,46 0,12

Notd. F(3, 12) = 63,32, p < 0,001, n2 = 0,94
Sursa: Prelucrare proprie pe baza datelor simulate.
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Figura 7. Distributia concentratiei de carotenoizi pe temperaturi (4 baloane/varianta)

Sursa: Prelucrare proprie.

Tabelul 8. Comparatii perechi pentru carotenoizi (testul Tukey HSD)

Perechea Diferenta mediilor (mg/L) P Interpretare
18°C-22°C -0,80 < 0,001 Semnificativa
18°C-26°C -0,26 0,179 Nesemnificativa
18°C-30°C 0,82 <0,001 Semnificativa
22°C-26°C 0,53 0,004 Semnificativa
22°C-30°C 1,61 < 0,001 Semnificativd
26°C-30°C 1,08 <0,001 Semnificativa

Notd. Diferenta = media primei temperaturi — media celei de-a doua; a = 0,05.

Sursa: Prelucrare proprie (testul Tukey HSD), pe datele simulateA

3.4. Efectul pH-ului initial (etapa 3)

La 22 °C, pe mediul M2, pH-ul initial nu a influentat semnificativ biomasa (p = 0,055),

dar a influentat concentratia de carotenoizi (F(2, 6) = 9,74, p = 0,013). Cea mai mare valoare

s-a obtinut la pH 5,5 (3,24 mg/L), semnificativ mai mare decat la pH 4,5 (Tukey, p = 0,011);

diferenta fata de pH 6,5 nu a fost semnificativa (Tabelul 9, Figura 8).

Tabelul 9. Etapa 3: efectul pH-ului initial (mediul M2, 22 °C, 96 h)

pH initial Biomasa (g/L) Carotenoizi (mg/L) Continut specific (pg/g)
4,5 7,12 £ 0,30 2,58+ 0,19 362
5,5 7,76 £ 0,27 3,24+£0,16 418
6,5 7,81 +0,33 2,97 +0,20 380

Notd. Media + abaterea standard, n = 3 baloane. ANOVA: biomasa F(2, 6) = 4,90, p = 0,055; carotenoizi F(2, 6) = 9,74, p =

0,013.

Sursa: Date proprii de laborator (simulate pentru exemplu,).
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Figura 8. Concentratia de carotenoizi in functie de pH-ul initial (mg/L)
Sursa: Prelucrare proprie.

3.5. Interpretarea rezultatelor

Rezultatele arata o separare clarad intre conditiile optime pentru crestere si cele pentru
pigmenti. Temperatura de 26 °C favorizeaza cresterea, In timp ce 22 °C favorizeaza acumularea
carotenoizilor: raportat la biomasa, continutul de carotenoizi este de aproximativ 390 pg/g la
22 °C, fata de 300 pg/g la 26 °C. Observatia confirma datele din literatura [4]: la temperaturi

mai mici celulele cresc mai incet, dar acumuleaza mai multi pigmenti.

in opinia noastré, pentru aceastd tulpini cea mai buni strategie ar fi o cultivare in doud
etape: crestere la 26 °C pana la sfarsitul fazei exponentiale (aproximativ 60 h), apoi trecerea la
22 °C pentru acumularea pigmentilor, asa cum s-a propus si pentru alte drojdii rosii [6].
Combinatia cea mai buna testata in lucrare este mediul M2, 22 °C si pH 5,5, cu 3,24 mg/L, cu

aproximativ 60% mai mult decit varianta initiala pe YPD (2,02 mg/L).

Limite. Optimizarea factor cu factor nu surprinde interactiunile dintre factori; un design
factorial sau metoda suprafetei de raspuns ar fi pasul urmator. Dozarea spectrofotometrica da
carotenoizii totali, fard separarea pigmentelor individuale, iar experimentele s-au facut doar in

baloane, nu in bioreactor.
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Concluzii
A

. Mediul cu glicerol (M2) a dat cea mai mare concentratie de carotenoizi, desi
YPD a dat mai multa biomasa.
. Cresterea a fost cea mai rapida la 26 °C, iar acumularea carotenoizilor a fost
maxima la 22 °C.
. pH-ul initial de 5,5-6,5 a fost favorabil; la pH 4,5 productia a scazut
semnificativ.
. in conditiile optimizate (M2, 22 °C, pH 5,5) concentratia a crescut cu circa

60% fata de varianta initialda pe YPD.

Directii viitoare: un design factorial pentru interactiunile dintre factori, cultivarea in

doua etape de temperaturd, separarea pigmentilor prin HPLC si trecerea la bioreactor cu control

al pH-ului si al aerarii.
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Anexa 1. Protocolul de extractie si dozare a carotenoizilor, " Protocoalele pas cu pas, curbele de

,,,,,,,,,,,,, ~ calibrare si datele brute se pun in
anexa. In capitolul de metoda le

. < < S .o i si trimiti 1 3.
1. Se centrifugheaza 10 mL de culturd (5.000 x g, 10 min) si se spald sedimentul rﬁiﬁﬁnslesclﬁu;?m 4 anexd

- . PR T - 20/05/2026 10:00
de doua ori cu apa distilata.

2. Se adauga 2 mL dimetilsulfoxid preincalzit la 55 °C, se agita 1 min si se

incubeaza 1 h la 55 °C, pentru dezintegrarea celulelor.

3. Se adauga 4 mL acetond, se agita si se centrifugheazd; extractia cu acetond se

repetd pand cand sedimentul devine incolor.

4. Extractele reunite se trec in eter de petrol, iar faza organica se aduce la un

volum cunoscut.
5. Se citeste absorbanta la 450 nm fata de un blanc cu eter de petrol.

6. Concentratia se calculeaza din curba de calibrare cu -caroten si se exprima in

mg/L de cultura si In pg/g biomasa uscata.

Toate operatiile se fac la lumina redusa, pentru ca pigmentii se degradeaza la lumina si

la oxigen. Solventii se manipuleaza sub nisa.
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Bonus: acelasi paragraf, inainte si dupa corectare
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Fragmentul de mai jos este scris intentionat cu greselile pe care le Intdlnim des in

lucrarile de Biotehnologii. Dedesubt este aceeasi idee dupa corectare.

VARIANTA INITIALA

Drojdia a crescut cel mai bine la 26 de grade, deci aceasta este temperatura optima pentru
productia de pigmenti. Am obtinut un randament foarte bun de 3 la 22 de grade, mult mai
mare decat la celelalte temperaturi, ceea ce arata ca experimentul a reusit. Rhodotorula este

o drojdie care face carotenoizi.

VARIANTA CORECTATA

Cea mai mare biomasa medie s-a obtinut la 26 °C (8,47 g/L), in timp ce concentratia de
carotenoizi a fost maxima la 22 °C (3,07 mg/L), semnificativ mai mare decat la celelalte
temperaturi (ANOVA si testul Tukey; Tabelul 8). Optimul pentru crestere nu coincide,

asadar, cu optimul pentru pigmenti, ceea ce corespunde observatiilor anterioare la

Rhodotorula spp. [4].

CE AM CORECTAT
1. Am pus diacriticele (s, { cu virgula) si am scris unitatea corect: ,,26 °C”, nu ,,26

de grade”.

2. ,Randament de 3” a primit unitate si valoare exacta (mg/L); fara unitate cifra

nu poate fi comparata.

3. Am separat optimul pentru crestere de optimul pentru pigmenti, care In text

erau confundate.

4, ,»Mult mai mare” este sustinut de testul statistic si de trimiterea la tabel;

»experimentul a reusit” a disparut.

5. Numele genului este scris in italic (Rhodotorula), iar afirmatia generala are o

sursa citata.

Vrei aceeasi corectare pentru lucrarea ta? licenta-disertatie-romania.com/contact
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