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Introducere

Îmbogăţirea biomasei drojdiilor cu ergosterol (provitamina D
2
) în stadiul 

fermentativ are loc din contul componenţei speci ce a mediului nutritiv şi a condiţiilor 
de cultivare.

Anterior, prin stabilirea exigenţelor nutritive, au fost stabilite căile de reglare a 
sintezei sterolilor la drojdii, în special a nutrienţilor preferenţiali, precursorilor, 
stimulatorilor [15]. Însă, viteza transformărilor chimice în celule este in uenţată şi de 
condiţiile de cultivare a producătorului. 

Din seria de factori importanţi pentru cultivarea drojdiilor fac parte temperatura, 
concentraţia ionilor de hidrogen, concentraţia oxigenului, componenţa mediului de 
nutriţie. Modi carea unuia dintre parametri atrage după sine modi carea celorlalţi, iar 
in uenţa asupra proceselor biosintetice este semni cativă. 
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Celulele de drojdii sunt facultativ aerobe, iar respiraţia aerobă intensă este o 
condiţie indispensabilă pentru generarea de masă celulară şi respectiv, de sinteză a 
principiilor bioactive [1-2, 5, 11]. Conţinutul de steroli suferă schimbări vizibile în 
urma modi cării condiţiilor de cultivare. Cercetările au demonstrat, că la o trecere de 
la condiţiile anaerobe la cele aerobe are loc o acumulare bruscă a sterolilor, astfel încât 
se modi că şi corelaţia fracţiilor acestora: conţinutul sterolilor legaţi (eteri de steroli) 
în condiţii aerobe poate ajunge pînă la 85-90% din suma totală a sterolilor, iar a fracţiei 
de steroli liberi doar la 10-15% [12, 16]. 

Cunoaşterea modului în care  ecare factor in uenţează gradul transformărilor 
metabolice permite stabilirea principiilor de modelare şi optimizare a proceselor de 
fermentaţie. E cientizarea condiţiilor optime de cultivare a tulpinii producătoare poate 
duce la majorarea performanţei proceselor biotehnologice.

În acest context scopul cercetărilor a constat în estimarea in uenţei unor factori de 
mediu (temperatură, pH, aeraţie) asupra acumulării biomasei şi biosintezei ergosterolului 
şi stabilirea condiţiilor optime de cultivare drojdiei Saccharomyces carlsbergensis 
CNMN-Y-15.

Material şi metode

În calitate de obiect de cercetare a servit tulpina de drojdie Saccharomyces 
carlsbergensis CNMN-Y-15, depozitată în CNMN şi brevetată ca producător activ de 
steroli [13]. 

Inoculul s-a obţinut prin cultivarea drojdiei pe must de bere, timp de 24-48h, pe 
agitatorul rotativ (180-200 rpm.), la temperatura de 25..270C şi s-a utilizat pentru 
mediile de fermentaţie în volum de 5%. 

Cultivarea s-a realizat submers în baloane Erlenmayer cu capacitate de 1L ce 
conţineau 0,2 L mediu nutritiv MN-S cu următoarea compoziţie (g/l): (NH

4
)

2
SO

4 
– 

1,0; K
2
HPO

4
 – 2,0; MgSO

4 
– 1,0; autolizat de drojdie - 10,0; glucoză - 40,0; acetat de 

mangan - 0,012; apă potabilă până la 1 L.
Pentru stabilirea fazelor optime de acumulare a biomasei şi biosintezei ergosterolului, 

drojdia a fost cultivată pe agitator (200 rpm.), la 250C, probele  ind prelevate după 24, 
48, 72, 96, 120 h de cultivare.

Examinarea in uenţei regimului termic s-a efectuat utilizând valorile de 15, 25, 30, 
350C, durata de cultivare – 96 h.

Monitorizarea modi cărilor pH-ului iniţial, a productivităţii şi conţinutului de 
ergosterol, s-a efectuat timp de 120h de cultivare în profunzime, la valorile pH-ului 
iniţial de 3,5; 5,5; 6,5; 8,0 şi a temperaturii de cultivare 250C. S-a utilizat pH-metru 
portabil WTW 315i.

In uenţa gradului de aerare s-a investigat aplicând condiţii de hipoxie (100 r.p.m.), 
aerare moderată (200 r.p.m.) şi aerare intensivă (300 rpm.). Temperatura de cultivare 
250C, durata de cultivare – 96h. Conţinutul de oxigen s-a măsurat cu oximetrul Oxi 
315i/SET.

Determinarea productivităţii drojdiei s-a efectuat fotocolorimetric şi gravimetric cu 
recalculul masei celulare la biomasa absolut uscată conform metodelor clasice [3, 18]. 
Conţinutul de ergosterol s-a determinat gravimetric conform procedeului nou elaborat 
în laboratorul Oleobiotehnologie [14].
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Rezultate şi discuţii

Un număr important de cercetări indică faptul, că biosinteza ergosterolului la drojdii 
depinde de starea  ziologică a culturii [4, 8-9]. În unele surse bibliogra ce se a rmă, 
că conţinutul de ergosterol creşte odată cu îmbătrânirea organismului, atât animal şi 
vegetal cât şi microbian [17]. 

În urma investigaţiilor efectuate s-a stabilit, că conţinutul de ergosterol creşte odată 
cu prelungirea duratei de cultivare, valoarea cea mai înaltă (13,02% în BAU)  ind 
obţinută după 96 h de cultivare în profunzime. Productivitatea maximală a tulpinii (3,3 
g/l BAU) se înregistrează la o durată mai scurtă de cultivare –72 h ( g. 1). 

Figura 1. Dinamica productivităţii şi acumulării ergosterolului la cultivarea în  
profunzime a drojdiei Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15.

Ca urmare a creşterii exponenţiale a culturii, se intensi că procesele de asimilare a 
substanţelor nutritive necesare pentru multiplicare şi dezvoltare, respectiv acumulându-
se mai puţini compuşi de rezervă. Acumularea tardivă a ergosterolului în faza staţionară 
şi declin poate   explicată prin aceea, că odată cu încetinirea creşterii celulelor se iniţiază 
metabolismul secundar, astfel, se formează metaboliţi de tipul lipidelor, sterolilor, 
acizilor graşi, etc.

Un rol important pentru biosinteza ergosterolului la drojdii îl au factorii exogeni: 
temperatura, aeraţia, pH-ul [12]. Cercetările au demonstrat, că temperaturile înalte induc 
represia enzimelor de sinteză a acidului mevalonic, iar cele scăzute duc la micşorarea 
conţinutului sumar al sterolilor în celulă [6, 7]. 

Astfel, din rezultatele obţinute s-a constatat, că modi carea regimului termic duce 
la schimbări importante ale proceselor legate de sinteza ergosterolului ( g. 2). 

La temperaturile cuprinse între 15…250C se observă o accelerare a procesului 
de biosinteză, care ulterior încetineşte, astfel că la 350C intensitatea acestuia scade 
aproximativ de 2 ori faţă de temperatura de 250C. Conţinutul de ergosterol a fost de 
13,14g% în BAU şi s-a înregistrat pentru regimul termic de 250C. Creşterea temperaturii 
până la 350C a fost însoţită de o micşorare a conţinutului de ergosterol în celule (6,19g% 
BAU) comparativ cu valoarea de 250C sau 300C. O creştere a productivităţii tulpinii 
(până la 3,31g/l BAU) s-a evidenţiat la temperatura de cultivare 300C.

Experienţele  au demonstrat, că cultura de  drojdie Saccharomyces carlsbergensis 
CNMN-Y-15 posedă capacitate de autoreglare a  pH-ului  mediului. Astfel, în primele 
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24 h de cultivare cultura de drojdie modi că pH–ul iniţial al mediului spre reacţia 
acidă. În următorul interval de 24-72 h valorile pH-ului practic rămân neschimbate şi 
variază de la 2,45 la 3,15 ( g. 3). 

Figura 2. In uenţa unor valori ale temperaturii asupra productivităţii şi biosintezei 
ergosterolului la drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15.

Figura 3. Modi carea pH-ului iniţial al mediului nutritiv în dependenţă de durata 
cultivării drojdiei Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15.

Cercetările privind modi carea productivităţii şi biosintezei ergosterolului la 
cultivarea drojdiei Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 pe medii nutritive cu 
diferite valori ale pH-ului iniţial au demonstrat, că după 24 h de cultivare valoarea 
pH-ului se stabilizează în toate cazurile studiate. Totuşi, productivitatea drojdiei, în 
variantele mediului de cultură cu pH-ul iniţial de 3,5 este destul de scăzută comparativ 
cu cel neutru sau alcalin ( g. 4). Totodată, conţinutul de ergosterol la drojdia cultivată 
în varianta cu pH-ul iniţial de 3,5 creşte semni cativ (până la 13,01g% BAU). Cantităţi 
mai reduse (8,39 - 10,11g% în BAU) de ergosterol au fost obţinute în variantele de 
cultivare pe mediul nutritiv cu pH iniţial de 6,5- 8,0. 
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Figura 4. In uenţa valorii pH-ului mediului de cultivare asupra productivităţii şi 
biosintezei ergosterolului la drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15.

Rezultatele ne permit să constatăm la drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-
Y-15 existenţa mecanismului de autoreglare a metabolismului prin modi carea pH-ului 
mediului. Mecanismul in uenţei pH-ului asupra celulei drojdiei, poate   explicat prin 
modi carea permeabilităţii peretelui celular, acţiunea pH-ului asupra componentelor 
mediului, stării de oxido-reducere a mediului, constantei echilibrului chimic în celulă 
[10].

Unul din procedeele pe larg utilizate de sporire a conţinutului de principii bioactive 
la drojdii este menţinerea unor valori înalte de oxigen [7-8]. În lipsa acestuia, în 
celulă se acumulează predecesorul aciclic – squalenul. S-a constatat, că oxigenul este 
necesar la etapa epoxidării squalenului şi a sistemelor enzimatice monooxigenazice, 
care participă în dimetilarea şi hidrarea predecesorilor ciclici [19]. La trecerea de la 
condiţiile aerobe la cele anaerobe se modi că particularităţile biochimice şi funcţionale 
ale celulei. Cultivarea drojdiilor în condiţii de aerare intensivă, de obicei, duce la 
apariţia celulelor de tip respirator, iar la cultivare în condiţii anaerobe prevalează celule 
restructurate. Prin menţinerea aerării sporite, unii cercetători au majorat conţinutul 
sterolilor de aproximativ 3 ori. 

Din datele prezentate în  g. 5 se observă, că gradul de aerare în primele 4 h de 
dezvoltare practic nu in uenţează multiplicarea. Odată cu trecerea culturii în faza 
logaritmică de dezvoltare (24 -72h) procesele de multiplicare a drojdiei în condiţiile de 
aerare intensă sporesc semni cativ, comparativ cu cele de hipoxie.

Cercetările de stabilire a in uenţei gradului de aerare asupra productivităţii şi 
biosintezei ergosterolului la drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 au 
demonstrat, că după 96 h, maximum de biomasă (3,11g/L BAU) şi a conţinutului de 
ergosterol (13,6g% în BAU ) s-au obţinut la cultivarea în condiţii de aerare intensivă 
(200-300 rpm.), concentraţia de oxigen s-a a at în limitele 7,7…8,4 mg/L ( g. 6). 

Astfel, în rezultatul cercetărilor au fost optimizate condiţiile pentru cultivarea 
dirijată a tulpinii Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 şi sporit conţinutul de 
ergosterol în biomasă. 
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Figura 5. In uenţa gradului de aerare asupra multiplicării culturii de drojdii 
Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15.

Figura 6. In uenţa gradului de aerare asupra productivităţii şi biosintezei 
ergosterolului la drojdie.

În baza experienţelor realizate au fost elaborate 2 procedee e ciente de sporire a 
productivităţii drojdiei şi sinteză orientată a ergosterolului:

Procedeu de sporire a productivităţii drojdiei. Procesul de cultivare decurge cu 
respectarea următorilor parametri:

 - Temperatura mediului în timpul procesului de cultivare - 300C;
- pH mediului - 5,5...6,5;
 - Debitul oxigenului 7,7…8,4 mg/L;
 - Durata procesului de cultivare 72h; 
 Acest procedeu permite de a obţine până la 8,0…8,3 g/L biomasă absolut uscată.
Procedeu de sinteză orientată a ergosterolului la drojdie. Procesul de cultivare 

decurge cu respectarea următorilor parametri:
 - Temperatura mediului în timpul procesului de cultivare - 250C;
 - pH mediului - 3,5...5,5;
 - Debitul oxigenului 7,7…8,4 mg/L;
 - Durata procesului de cultivare 96 h;
Procedeul elaborat permite de a spori cantitatea de ergosterol până la 12,7…13,3g% 

în biomasa absolut uscată.
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Concluzii 

Factorii de mediu (temperatura, pH-ul, gradul de aeraţie) exercită un efect de 
reglare diferenţiat asupra proceselor de multiplicare şi biosinteză a ergosterolului la 
drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15. 

Masa celulară maximală s-a obţinut după 72 h cultivare în profunzime, la un regim 
termic de 300C, pH 5,5-6,5, în condiţiile debitului de oxigen 7,7-8,4mg/L.

Conţinutul de ergosterol în biomasă creşte odată cu prelungirea duratei de cultivare. 
Efectul stimulator maximal asupra sintezei ergosterolului revine condiţiilor de cultivare: 
temperatura de 250C, pH 3,5-5,5, oxigen 7,7-8,4mg/L, 96h cultivare în profunzime.
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