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Rezumat
Au fost selectate sursele şi concentraţiile substratelor nutritive necesare dezvoltării şi
efi cienţei biosintezei β-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.
Principalele surse de carbon, azot, minerale, utilizate la formularea mediilor de cultură,
sunt glucoza, zaharoza, hidrogenofosfatul de amoniu, acetatul de zinc, care creează
condiţiile performanţelor tulpinii de levuri. Pentru  producerea maximală a β-glucanilor
de către Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 se recomandă mediul YPD cu utilizarea
glucozei în concentraţie de 3-4%.  Un alt mediu de cultură pentru  biosinteza maximală
a β-glucanilor este mediul Rieder suplimentat cu 3% zaharoză şi 0,01...0,02% acetat
de zinc. Hidrogenofosfatul de amoniu asigură rentabilitate mediului de cultivare YPD
datorită creşterii esenţiale a producerii de biomasă celulară.
Cuvinte cheie:  Saccharomyces cerevisiae, β-glucani, carbohidraţi, carbon, azot,
acetat de zinc.
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Introducere
Importanţa glucanilor pentru medicină, farmaceutică, industria alimentară,

condiţionează dezvoltarea rapidă a producerii acestora în cantităţi sufi ciente.
Producători performanţi de aceste glucide se prezintă levurile. Mananii,  glucanii,
chitina şi proteinele   sunt componentele majore ale pereţilor celulari a levurilor genului
Saccharomyces. Glucanii sunt polizaharide complexe, prezente la levuri, compuși din
unităţi de D-glucopiranoză legată β-(1-6) şi β-(1-3) [8]. Glucanii levurilor genului
Saccharomyces se dovedesc a fi  cu activităţi imunologice deosebite [7].

Producţia de glucani depinde în mod semnifi cativ de conţinutul   lor în peretele
celular al levurii. În general, schimbările în starea fi ziologică a celulei şi reacţia
sa la infl uenţa factorilor externi  sunt determinate inclusiv de structura şi de
modifi cările peretelui celular.  Arhitectura peretelui unei celule şi mecanismele
responsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi  controlate de compoziţia
mediului de cultură  [9].

Mediile de cultură ar trebui să conţină substanţe inductoare care pot facilita
dezvoltarea levurilor şi care nu afectează  viabilitatea lor. Cercetările au arătat că pentru
S. cerevisiae, este necesar  ca în mediul de cultură să fi e  incluse surse de carbon, azot,
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alţi factori de creştere [1]. În calitate de sursă de carbon utilizată pentru fermentare şi
pentru a spori randamentul producerii de glucani de către S. cerevisiae pot fi  nominalizate
glucoza, zaharoza,  lactoza, fructoza, maltoza, manoza, amidonul. Glucoza este cotată
ca cea mai importantă sursă pentru biosinteza glucanilor [3].

În calitate de sursă de azot organic  pentru fermentare se aplică peptona şi extractul
de drojdii,  combinate cu surse de azot anorganic cum sunt sulfatul de amoniu, azotatul
de potasiu, cazeina [10,11].

 Reieşind din faptul că compoziţia biomasei de levuri ar putea fi  modifi cată în mod
semnifi cativ prin intermediul mediului de cultură, pentru producţia înaltă  de glucani
este important de a optimiza factorii specifi ci producătorilor identifi caţi.

Scopul cercetărilor. Elaborarea unor formule noi a mediilor de cultură
pentru producerea maximală a β-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20.

Materiale şi metode
Obiectul de studiu. Obiect de cercetare a servit tulpina de levuri  Saccharomyces

cerevisiae CNMN-Y-20 cu capacităţi înalte de biosinteză a β-glucanilor  [4].
Medii şi condiţii de cultivare. Materialul semincer a fost obţinut prin cultivarea

tulpinii levuriene pe must de bere, timp de 48 h, pe agitator rotativ 200 r.p.m., la
temperatura de 24...250C. Inoculul s-a utilizat pentru mediile de fermentaţie în volum
de 5%, 2x106 celule/ml. Cultivarea în profunzime s-a realizat în baloane Erlenmeyer cu
capacitate de 1 L ce conţin 0,2 L mediu nutritiv.

Tulpina a fost cultivată pe 2 medii nutritive: YPD, g L-1 - 20,0 extract de drojdii,
20,0 peptonă, 20,0 glucoză [1] şi mediul Rieder, g L-1 - 30,0 glucoză, 3,0 (NH

4
)

2
SO

4
,

0,7  MgSO
4
•7H

2
O, 0,5 NaCl, 0,4 Ca(NO

3
)

2
, 1,0  KH

2
PO4, 10 ml autolizat de levuri, apă

potabilă 1 l, pH- 5,0-6,0 [2].
Mediile nutritive au fost completate cu surse de carbon: glucoza, zaharoza,

fructoza, manoza, melasa, etanolul în concentraţii de (w/v): 1%, 2%, 3%, 4%, 5%;
azot amoniacal: sulfatul de amoniu şi hidrogenofosfatul de amoniu, în concentraţii de
(w/v):  0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%.; acetat de zinc ( CH

3
COO)

2
Zn în concentraţii

de (w/v): 0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,03 %.
Cultivarea submersă s-a realizat pe agitatoare cu viteza de rotaţie 200 r.p.m. la

temperatura de 24-250C, durata de cultivare în profunzime  120 ore.
Metode de realizare a cercetărilor. Biomasa celulară s-a determinat gravimetric

[6]. Carbohidraţii totali au fost  determinaţi cu utilizarea reactivului antron şi D-glucozei
în calitate de standard, la spectrofotometrul  T60 VIS Spectrophotometer, la lungimea
de undă λ=620 nm [5]. β-glucanii au fost determinaţi  gravimetric conform metodei
descrise Thammakiti, S. et al. [12]. Prelucrarea statistică a rezultatelor s-a efectuat
compiuterizat cu calcularea erorilor standard pentru valorile relative şi medii, s-au
apreciat diferenţele dintre experiment şi martor după criteriul t-Student şi pragul de
semnifi caţie „P” [13].

Rezultate şi discuţii
Efectul surselor şi concentraţiilor de carbon la producerea β-glucanilor  la  tulpina

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.
 Carbohidraţii au importanţă deosebită în procesele de biosinteză a principiilor

bioactive. Glucoza (dextroză) sau zahărul de struguri (C
5
H

11
O

5
CHO) este componenta
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de bază din care sunt construite mai multe polizaharide - β-glucanii, glicogenul,
amidonul, celuloza. Glucoza  intră în componenţa zaharozei, maltozei, lactozei, uşor
se absoarbe în sânge. O altă monozaharidă – manoza (HOCH

2
(CHOH)

4
CHO), este

componenta mai multor polizaharide, în special a mananilor.
În scopul selectării surselor adecvate pentru obţinerea  β-glucanilor au fost efectuate

cercetări de evaluare a efectelor diferitor surse şi concentraţii de carbon adăugate în
mediile  de fermentaţie YPD şi Rieder.

Criteriile de evaluare au servit conţinutul de biomasă celulară (g L-1 mediu de
cultură), conţinutul de carbohidraţi totali (% la B.U.), conţinutul de β-glucani ( % la
B.U. şi g L-1 mediu de cultură).

Studiul efectelor glucozei, zaharozei, fructozei, manozei, melasei, etanolului în
concentraţii de (w/v) 2% incluse în mediul de fermentaţie YPD şi 3% - în mediul Rieder
a demonstrat că pe mediul de cultură YPD cantităţile de biomasă sunt semnifi cativ
superioare celor obţinute pe mediul Rieder (Fig. 1a). De menţionat că conţinutul de
carbohidraţi totali pentru toate sursele de carbon testate este mai înalt pe mediul Rieder
comparativ cu mediul YPD. Maximul de carbohidraţi 71,64% - 65,92% la B.U. s-au
obţinut la suplimentarea mediului cu melasă sau manoză (Fig.1 b).

a b

Figura 1. Efectul  surselor de carbon asupra conţinutului de biomasă (a) şi
carbohidraţi (b) la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.

Cantitatea de β-glucani în toate variantele mediului YPD are valori de 15,27...18,91
% la B.U., maximul fi ind specifi c glucozei. În cazul cultivării levurii pe mediul Rieder
conţinutul de β-glucani se afl ă în limitele 14,16...19,85% la B.U., conţinutul maxim  s-a
obţinut în variantele de mediu suplimentate cu glucoză, zaharoză şi manoză (Fig. 2 a).

a b

Figura 2. Efectul surselor de carbon asupra conţinutului de β-glucani la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.
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Comparând randamentele de producere a β-glucanilor de către tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20  putem afi rma că etanolul, manoza şi zaharoza
incluse în mediul YPD au cel mai semnifi cativ rezultat – 0,937....1,129 g L-1 mediu de
cultivare (Fig. 2b).

Pentru optimizarea mediului de cultură sunt necesare experienţe de  selectare a
concentraţiilor optime  a sursei de carbon. În experienţele cu tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20,  au fost evaluate efectele diferitor concentraţii, (w/v): 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, de glucoză  adăugate la mediul YPD şi de zaharoză – la mediul Rieder.

Concentraţiile surselor de carbon au fost selectate din diferite  informaţii bibliografi ce,
care indică că valorile mai mari de 6% pot reprima multiplicarea levurilor [10].

În cazul utilizării diferitor concentraţii de glucoză observăm o curbă în creştere
atât a biomasei, cât  şi a carbohidraţilor totali, sincronizată cu creşterea concentraţiilor
sursei de carbon de la 1%  la 4% (Fig. 3a).

a b

Figura 3. Efectul diferitor concentraţii de glucoză asupra acumulării biomasei
şi carbohidraţilor totali (a) şi conţinutului de β – glucani (b) la cultivarea tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20  pe mediul YPD.

Acelaşi efect de stimulare s-a constat în experienţele de  evaluare a infl uenţei
diferitor concentraţii de glucoză  asupra cantităţilor de β – glucani în biomasa tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 (Fig. 3 b). Conţinutul maximal de β – glucani
(19,23-19,8 % la B.U.) s-au înregistrat în variantele de mediu YPD cu 2 - 4% glucoză.
Randamentul de producere a β – glucanilor este   de 1,266 - 1,349 g L-1 mediu de cultură
în varianta de mediu cu 3 - 4% glucoză.

În continuare, în mod identic a fost studiat efectul diferitor concentraţii de zaharoză
la cultivarea tulpinii pe mediul Rieder. În calitate de martor a servit mediul Rieder
clasic cu 3% de glucoză. Rezultatele sunt refl ectate în fi g. 4, din care observăm o
creştere a cantităţilor de carbohidraţi până la 60,14...63,0% la B.U. în variantele de
mediu suplimentat cu 3, 4 sau 5% zaharoză. Cantitatea de biomasă acumulată variază
în limitele 3,69...4,77 g L-1 mediu de cultură.

Aprecierea conţinutului de β-glucani în biomasa uscată a evidenţiat modifi cări
nesemnifi cative în dependenţă de concentraţiile zaharozei incluse în mediul de cultivare
Rieder. Maximul procentual 21,16% la B.U., cu 6,6% mai mult faţă de martor, s-a
observat în varianta de mediu  cu 3% zaharoză, minimul procentual 15,28 % la B.U. -  în
varianta cu 5% zaharoză. În probele martor conţinutul de β-glucani constituie 19,85 %
la B.U. (Fig.4). Recalculul conţinitului de β-glucani la 1 L mediu de cultură evidenţiază
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superioritatea variantei experimentale în care zaharoza s-a introdus în concentraţia de
3% - 0,914 g L-1 β-glucani.

a b

Figura 4. Efectul diferitor concentraţii de zaharoză asupra acumulării biomasei
şi carbohidraţilor totali (a) şi  conţinutului de β – glucani (b)  la cultivarea  tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20  pe mediul Rieder.

Din analiza comparativă a rezultatelor privitor la conţinutul de β-glucani obţinut pe
mediile YPD şi Rieder se poate afi rma că pentru cercetările de optimizare a mediului
de cultură în vederea sporirii producerii de β-glucani este oportună utilizarea mediului
YPD cu utilizarea glucozei în concentraţie de 3 - 4%.

Efectul surselor şi concentraţiilor de azot la producerea β-glucanilor  la  tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. Azotul este un element esenţial pentru toate
speciile de microorganisme. Azotul joacă un rol relevant într-o serie de procese
biologice implicate în creşterea şi dezvoltarea organismului. Sursa preferată de azot
este sulfatul de amoniu, utilizat practic de toate microorganismele [11].

Studiul ce urmează este consacrat evaluării acţiunii diferitor concentraţii de azot
amoniacal asupra acumulării biomasei, carbohidraţilor totali şi β-glucanilor la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.

Au fost testate - sulfatul de amoniu (NH
4
)

2
SO

4
şi  hidrogenofosfatul de amoniu

(NH
4
)

2
HPO

4
, în concentraţie de (w/v):  0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, la cultivarea

levurii pe mediul YPD.
Analiza datelor obţinute la determinarea conţinutului de biomasă celulară a

demonstrat prezenţa unor cantităţi importante în variantele de mediu YPD suplimentat
cu  hidrogenofosfatul de amoniu. Pentru concentraţiile cercetate a sursei de azot s-au
înregistrat valori de 5,75..6,61 g L -1 biomasă uscată, cu 20,8...38,9 % mai mult faţă de
martor. În varianta martor conţinutul de biomasă constituie 4,76 g L-1 (Fig.5 a).

Pentru ambii compuşi de azot implicaţi în cercetare au fost obţinute rezultate
asemănătoare ce indică diminuarea conţinutului de carbohidraţi totali comparativ cu
mediul martor. Rezultatele obţinute în cazul utilizării sulfatului de amoniu şi cel al
hidrogenofosfatului de amoniu sunt refl ectate în fi gura 5 b. Pentru toate concentraţiile
utilizate ale compuşilor azotaţi au fost obţinute cantităţi de 33.12....45,19% la B.U.
carbohidraţi totali, valori care sunt inferioare martorului - 53,56% la S.U.

Privitor  la conţinutul de β-glucani în biomasa levurii, menţionăm o deosebire
semnifi cativă  pentru variantele de mediu YPD cu sulfat de amoniu  comparativ cu cel
obţinut în variantele cu hidrogenofosfat de amoniu.

Microbiologia şi Biotehnologia



128

Buletinul AŞM. Ştiinţele vieţii. Nr. 3(321) 2013

a b

Figura 5.  Efectul diferitor concentraţii de azot amoniacal asupra  acumulării
biomasei (a) şi carbohidraţilor (b) la cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 pe mediul YPD.

Cantitatea de β-glucani în toate variantele  de mediu suplimentate cu sulfat de
amoniu ating valori de 15,19...19,58 % la B.U., faţă de 8,22...13,73 % la B.U. obţinute
în  experimentele cu  hidrogenofosfatul de amoniu şi au tendinţa de diminuare odată
cu creşterea concentraţiei sursei de azot (Fig.6 a).  Deoarece conţinutul procentual al
β-glucanilor în biomasa uscată este mai mic în variantele experimentale comparativ
cu martorul, concluzionăm că odată cu activizarea procesului de multiplicare a levurii,
biosinteza principiilor bioactive, în special al carbohidraţilor totali şi al glucanilor, se
diminuează, astfel se obţin cantităţi  mari de biomasă cu conţinut mic de glucani.

Cercetările, rezultatele  cărora sunt refl ectate în fi g. 6 b, confi rmă concluzia că
utilizarea surselor de azot, implicit a sulfatului de amoniu sau  hidrogenofosfatului de
amoniu, duce la diminuarea  efi cienţei mediului de culturtă de a produce β-glucani.

a b

Figura 6. Efectul diferitor concentraţii de azot amoniacal asupra conţinutului de
β-glucani la cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD.

În baza cercetărilor efectuate putem afi rma că din sursele de azot testate, numai
hidrogenofosfatul de amoniu asigură rentabilitate mediului de cultivare YPD pentru
tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, datorită creşterii esenţiale, cu
20,8...38,9% faţă de mediul martor, a producerii de biomasă celulară. Sulfatul de
amoniu şi  hidrogenofosfatul de amoniu în concentraţii de 0,1...0,5 %, diminuează
semnifi cativ conţinutul de carbohidraţi totali şi β – glucani la tulpina de levuri comparativ
cu mediul martor.
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Efectul acetatului de zinc asupra producerii β-glucanilor  la  tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20.

Este cunoscut că sărurile minerale joacă un rol deosebit în procesele de biosinteză
şi se concretizează prin aceea că aceşti compuşi pot reprezenta surse de elemente
costitutive, intermediari ai reacţiilor de oxido-reducere, reglatori ai permeabilităţii
membranelor celulare, cofactori ai sistemelor enzimatice - metaloenzime. Sărurile
necesare furnizoare de microelemente sunt de obicei sulfaţii, fosfaţii, nitraţii, acetaţii
[10]. Un element important în metabolismul microorganismelor este zincul, semnifi cativ
pentru activitatea enzimelor zinccomponente.

În experienţele noastre s-a urmărit infl uenţa  acetatului de zinc asupra producerii
β-glucanilor  la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. Compusul s-a adăugat
în concentraţii de 5, 10, 20, 30 mg L-1 (0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,03%) medii nutritive -
YPD modifi cat (glucoza 3%) şi Rieder modifi cat (glucoza substituită cu 3% zaharoză).
În calitate de martor au servit  mediile enunţate fără completarea cu acetat de zinc.

Analiza rezultatelor a arătat, că efectul acetatului de zinc este variabil şi depinde de
concentraţia şi mediul de cultivare. Spre exemplu, acetatul de zinc în concentraţii de 5,
10, 20, 30 mg L-1  mediu de cultură YPD şi Rieder micşorează nesemnifi cativ conţinutul
de biomasă şi carbohidraţi, comparativ cu martorul (fi g.7). Valorile conţinutului de
biomasă uscată în variantele experimentale cu mediul YPD modifi cat constituie
5,36..5,62 g L-1 (fi g. 7a). Majorarea concentraţiilor de acetat de zinc adăugat la mediul
YPD modifi cat a determinat diminuarea conţinutului de carbohidraţi totali de la 46,93
(varianta cu 10 mg L-1 acetat de zinc) la 43,97 % la B.U. (varianta cu 30 mg L-1 acetat
de zinc).

În cazul cultivării tulpinii pe mediul Rieder modifi cat, la care s-au adăugat diferite
concentraţii de acetat de zinc, biomasa celulară constituie 1,24...1,81 g L-1, în varianta
martor - 2,0 g L-1. Carbohidraţii totali menţin aceiaşi tendinţă de micşorare a conţinutului
lor legată de sporirea concentraţiilor de acetat de zinc (fi g.7 b).

a b

Figura 7. Infl uenţa acetatului de zinc asupra acumulării biomasei şi carbohidraţilor
totali la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD (a)
şi Rieder (b).

Efect similar al acetatului de zinc a fost înregistrat în studiul conţinutului de
β-glucani la cultivarea tulpinii pe mediul YPD modifi cat. Cantitatea de β-glucani în
variantele de mediu completat cu compusul studiat este inferioară martorului şi variază
în limitele 15,33...16,33 % la B.U. (Fig. 8 a).
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Un aspect total diferit prezintă datele obţinute ca rezultat al studiului de evaluare
a infl uenţei acetatului de zinc asupra conţinutului de β-glucani la cultivarea tulpinii pe
mediul Rieder modifi cat. La cultivarыea tulpinii pe mediul nominalizat se constată că
acetatul de zinc stimulează biosinteza β-glucanilor. Valorile maximale ale conţinutului
acestora constituie 23,38....27,46 % la B.U., ceea ce este cu 23,4...44,1% mai mult faţă de
martor (Fig. 8b). De rând cu efectul stimulator exercitat asupra  conţinutului de glucani
în biomasa levurii, dozele 10 şi 20 mg L-1 acetat de zinc intensifi că randamentul mediului
de cultură, obţinându-se până la 0,440 g L-1 β-glucani. Totuşi, capacitatea tulpinii de
a sintetiza β-glucani pe mediul Rieder modifi cat, fi e în variantele experimentale sau
martor, este mult inferioară celei determinate pe mediul YPD modifi cat. În general,
producerea de β-glucani pe mediul YPD constituie 0,858...0,875 g L-1 (variantele cu
acetat) şi 1,014 g L-1 (varianta martor YPD cu 3% glucoză).

a b

Figura 8. Infl uenţa acetatului de zinc asupra conţinutului de β - glucani la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare pe mediul YPD (a) şi Rieder (b).

Prin urmare, în rezultatul studiului efectuat la acest capitol evidenţiem că acetatul de
zinc, adăugat în concentraţii de 5-30 mg L-1 mediu de cultură Rieder modifi cat, asigură
sporirea conţinutului de β-glucani în biomasa levurii cu 23...44,1% faţă de martor.
Însă, potenţialul tulpinii de a produce β-glucani, fi e în variantele experimentale sau
martor, este mult superior pe mediul YPD  comparativ cu mediul Rieder. Conţinutul de
β-glucani în peretele celular al tulpinii cultivate pe mediul YPD constituie 0,858...0,875
g L-1 (variantele cu acetat) şi 1,014 g L-1 (varianta martor).

Concluzii
1. Din sursele de carbon investigate capacitate maximă de a spori acumularea

β-glucanilor în biomasa tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 posedă glucoza
şi zaharoza.  Biosinteză sporită de β – glucani (19,23-19,8 % la B.U.) s-a înregistrat la
cultivarea tulpinii în variantele de mediu YPD completat cu 2-4% monozaharide.

2. Rezultatele studiului infl uenţei sulfatului de amoniu şi hidrogenofosfatului de
amoniu în concentraţii de 0,1...0,5% indică diminuarea semnifi cativă a conţinutului
de β–glucani la tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, comparativ
cu mediul martor. Efi cienţa  hidrogenofosfatului de amoniu a fost demonstrată
numai pentru acumularea biomasei celulare, care a sporit cu 38,9% faţă de
mediul martor YPD.
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3. Acetatul de zinc în concentraţii de 0,005-0,03%, adăugat la mediul de cultură
Rieder, asigură sporirea cu 23...44,1% faţă de martor a conţinutului de β-glucani
în biomasa Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. Cantitate înaltă de β-glucani
(0,858...0,875 g L-1 mediu de cultură) s-a evidenţiat la cultivarea tulpinii pe mediul
YPD suplimentat cu acetat de zinc.

4. Pentru  producerea maximală a β-glucanilor de către tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 se recomandă mediul YPD cu utilizarea glucozei în concentraţie
de 4%. O altă formulă de mediu de cultură se propune mediul Rieder suplimentat cu 3%
zaharoză  şi 0,01...0,02 % acetat de zinc.
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