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Rezumat
Au fost selectate sursele si concentratiile substratelor nutritive necesare dezvoltarii si
eficientei biosintezei B-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20.
Principalele surse de carbon, azot, minerale, utilizate la formularea mediilor de cultura,
sunt glucoza, zaharoza, hidrogenofosfatul de amoniu, acetatul de zinc, care creeaza
conditiile performantelor tulpinii de levuri. Pentru producerea maximala a f-glucanilor
de catre Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 se recomanda mediul YPD cu utilizarea
glucozei n concentratie de 3-4%. Un alt mediu de culturad pentru biosinteza maximala
a B-glucanilor este mediul Rieder suplimentat cu 3% zaharoza si 0,01...0,02% acetat
de zinc. Hidrogenofosfatul de amoniu asigura rentabilitate mediului de cultivare YPD
datorita cresterii esentiale a producerii de biomasa celulara.
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Introducere

Importanta glucanilor pentru medicinda, farmaceuticd, industria alimentara,
conditioneaza dezvoltarea rapidd a producerii acestora Tn cantitati suficiente.
Producétori performanti de aceste glucide se prezintd levurile. Mananii, glucanii,
chitina si proteinele sunt componentele majore ale peretilor celulari a levurilor genului
Saccharomyces. Glucanii sunt polizaharide complexe, prezente la levuri, compusi din
unitati de D-glucopiranoza legata B-(1-6) si B-(1-3) [8]. Glucanii levurilor genului

Productia de glucani depinde in mod semnificativ de continutul lor in peretele
celular al levurii. Tn general, schimbdrile Tn starea fiziologica a celulei si reactia
sa la influenta factorilor externi sunt determinate inclusiv de structura si de
modificarile peretelui celular. Arhitectura peretelui unei celule si mecanismele
responsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi controlate de compozitia
mediului de cultura [9].

Mediile de culturd ar trebui sa contind substante inductoare care pot facilita
dezvoltarea levurilor si care nu afecteaza viabilitatea lor. Cercetarile au aratat ca pentru
S cerevisiae, este necesar ca in mediul de cultura sa fie incluse surse de carbon, azot,
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alti factori de crestere [1]. Tn calitate de sursé de carbon utilizatd pentru fermentare si
pentru aspori randamentul producerii de glucani de catre S. cerevisiaepot fi nominalizate
glucoza, zaharoza, lactoza, fructoza, maltoza, manoza, amidonul. Glucoza este cotata
ca cea mai importanta sursa pentru biosinteza glucanilor [3].

Tn calitate de sursa de azot organic pentru fermentare se aplicd peptona si extractul
dedrojdii, combinate cu surse de azot anorganic cum sunt sulfatul de amoniu, azotatul
de potasiu, cazeina[10,11].

Reiesind din faptul ca compozitia biomasei de levuri ar putea fi modificata in mod
semnificativ prin intermediul mediului de culturd, pentru productia Tnaltd de glucani
este important de a optimiza factorii specifici producatorilor identificati.

Scopul cercetarilor. Elaborarea unor formule noi a mediilor de cultura
pentru producerea maximala a B-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20.

Materiale si metode

Obiectul de studiu. Obiect de cercetare a servit tulpina de levuri  Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 cu capacitati Tnalte de biosinteza a B-glucanilor [4].

Medii si conditii de cultivare. Materialul semincer a fost obtinut prin cultivarea
tulpinii levuriene pe must de bere, timp de 48 h, pe agitator rotativ 200 r.p.m., la
temperatura de 24...25°C. Inoculul s-a utilizat pentru mediile de fermentatie in volum
de 5%, 2x10°celule/ml. Cultivarea in profunzime s-a realizat in baloane Erlenmeyer cu
capacitate de 1 L ce contin 0,2 L mediu nutritiv.

Tulpina a fost cultivata pe 2 medii nutritive: YPD, g L- 20,0 extract de drojdii,
20,0 peptona, 20,0 glucoza [1] si mediul Rieder, g L* - 30,0 glucoza, 3,0 (NH,),SO,,
0,7 MgSO,*7H,0, 0,5NaCl, 0,4 Ca(NQ,),, 1,0 KH,PO4, 10 ml autolizat de levuri, apa
potabila 1 I, pH- 5,0-6,0 [2].

Mediile nutritive au fost completate cu surse de carbon: glucoza, zaharoza,
fructoza, manoza, melasa, etanolul in concentratii de (w/v): 1%, 2%, 3%, 4%, 5%;
azot amoniacal: sulfatul de amoniu si hidrogenofosfatul de amoniu, in concentratii de
(w/v): 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%.; acetat de zinc ( CH,COO) ,Zn in concentratii
de (w/v): 0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,03 %.

Cultivarea submersa s-a realizat pe agitatoare cu viteza de rotatie 200 r.p.m. la
temperatura de 24-25°C, durata de cultivare in profunzime 120 ore.

Metode de realizare a cercetarilor. Biomasa celulara s-a determinat gravimetric
[6]. Carbohidratii totali au fost determinati cu utilizarea reactivului antron si D-glucozei
n calitate de standard, la spectrofotometrul T60 VIS Spectrophotometer, la lungimea
de unda A=620 nm [5]. B-glucanii au fost determinati gravimetric conform metodei
descrise Thammakiti, S. et al. [12]. Prelucrarea statistica a rezultatelor s-a efectuat
compiuterizat cu calcularea erorilor standard pentru valorile relative si medii, s-au
apreciat diferentele dintre experiment si martor dupa criteriul t-Student si pragul de
semnificatie ,,P” [13].

Rezultate si discutii
Efectul surselor si concentratiilor de carbon la producerea B-glucanilor la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20.
Carbohidratii au importantd deosebitd in procesele de biosinteza a principiilor
bioactive. Glucoza (dextroza) sau zaharul de struguri (C,H,, O, CHO) este componenta
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de bazd din care sunt construite mai multe polizaharide - B-glucanii, glicogenul,
amidonul, celuloza. Glucoza intra in componenta zaharozei, maltozei, lactozei, usor
se absoarbe n sange. O alta monozaharida — manoza (HOCH, (CHOH), CHO), este
componenta mai multor polizaharide, Tn special a mananilor.

Tn scopul selectdrii surselor adecvate pentru obtinerea B-glucanilor au fost efectuate
cercetdri de evaluare a efectelor diferitor surse si concentratii de carbon adaugate in
mediile de fermentatie YPD si Rieder.

Criteriile de evaluare au servit continutul de biomasa celulara (g L* mediu de
culturd), continutul de carbohidrati totali (% la B.U.), continutul de B-glucani ( % la
B.U. si g L't mediu de culturd).

Studiul efectelor glucozei, zaharozei, fructozei, manozei, melasei, etanolului in
concentratii de (w/v) 2% incluse Tn mediul de fermentatie YPD si 3% - Tn mediul Rieder
a demonstrat ca pe mediul de cultura YPD cantitdtile de biomasa sunt semnificativ
superioare celor obtinute pe mediul Rieder (Fig. 1a). De mentionat ca continutul de
carbohidrati totali pentru toate sursele de carbon testate este mai Thalt pe mediul Rieder
comparativ cu mediul YPD. Maximul de carbohidrati 71,64% - 65,92% la B.U. s-au
obtinut la suplimentarea mediului cu melasa sau manoza (Fig.1 b).
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Figura 1. Efectul

b

surselor de carbon asupra continutului de biomasa (a) si

carbohidrati (b) la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20.

Cantitatea de B-glucani in toate variantele mediului YPD are valori de 15,27...18,91
% la B.U., maximul fiind specific glucozei. Tn cazul cultivarii levurii pe mediul Rieder
continutul de B-glucani se afld in limitele 14,16...19,85% la B.U., continutul maxim s-a
obtinut in variantele de mediu suplimentate cu glucoza, zaharoza si manoza (Fig. 2 a).
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Figura 2. Efectul surselor de carbon asupra continutului de B-glucani la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20.
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Comparand randamentele de producere a [-glucanilor de catre tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 putem afirma ca etanolul, manoza si zaharoza
incluse Tn mediul YPD au cel mai semnificativ rezultat — 0,937....1,129 g L* mediu de
cultivare (Fig. 2b).

Pentru optimizarea mediului de cultura sunt necesare experiente de selectare a
concentratiilor optime a sursei de carbon. Tn experientele cu tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, au fost evaluate efectele diferitor concentratii, (w/v): 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, de glucoza adaugate la mediul YPD si de zaharoza — la mediul Rieder.

Concentratiile surselor de carbonau fost selectate din diferite informatii bibliografice,
care indica ca valorile mai mari de 6% pot reprima multiplicarea levurilor [10].

Tn cazul utilizarii diferitor concentratii de glucozi observdm o curbd in crestere
atat a biomasei, cat si a carbohidratilor totali, sincronizata cu cresterea concentratiilor
sursel de carbon dela 1% la4% (Fig. 39).
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Figura 3. Efectul diferitor concentratii de glucoza asupra acumularii biomasei
si carbohidratilor totali (a) si continutului de f — glucani (b) la cultivarea tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD.

Acelasi efect de stimulare s-a constat Th experientele de evaluare a influentei
diferitor concentratii de glucoza asupra cantitatilor de 3 — glucani in biomasa tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 (Fig. 3 b). Continutul maximal de  — glucani
(19,23-19,8 % la B.U.) s-au inregistrat in variantele de mediu YPD cu 2 - 4% glucoza.
Randamentul de producere a 3 — glucanilor este de 1,266 - 1,349 g Lt mediu de culturad
n varianta de mediu cu 3 - 4% glucoza.

Tn continuare, Tn mod identic a fost studiat efectul diferitor concentratii de zaharoza
la cultivarea tulpinii pe mediul Rieder. Tn calitate de martor a servit mediul Rieder
clasic cu 3% de glucozad. Rezultatele sunt reflectate Tn fig. 4, din care observam o
crestere a cantitatilor de carbohidrati pana la 60,14...63,0% la B.U. in variantele de
mediu suplimentat cu 3, 4 sau 5% zaharoza. Cantitatea de biomasa acumulata variaza
n limitele 3,69...4,77 g L mediu de cultura.

Aprecierea continutului de B-glucani in biomasa uscatd a evidentiat modificari
nesemnificative in dependenta de concentratiile zaharozei incluse in mediul de cultivare
Rieder. Maximul procentual 21,16% la B.U., cu 6,6% mai mult fata de martor, s-a
observat in varianta de mediu cu 3% zaharoza, minimul procentual 15,28 % laB.U. - in
varianta cu 5% zaharoza. Tn probele martor continutul de p-glucani constituie 19,85 %
la B.U. (Fig.4). Recalculul continitului de B-glucani la 1 L mediu de cultura evidentiaza
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Figura 4. Efectul diferitor concentratii de zaharoza asupra acumularii biomasei
si carbohidratilor totali (a) si continutului de B — glucani (b) la cultivarea tulpinii
Saccharomyces cerevisae CNMN-Y-20 pe mediul Rieder.

Din analiza comparativa a rezultatelor privitor la continutul de B-glucani obtinut pe
mediile YPD si Rieder se poate afirma ca pentru cercetarile de optimizare a mediului
de culturd in vederea sporirii producerii de -glucani este oportuna utilizarea mediului
YPD cu utilizarea glucozei in concentratie de 3 - 4%.

Efectul surselor si concentratiilor de azot la producerea B-glucanilor la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. Azotul este un element esential pentru toate
speciile de microorganisme. Azotul joacd un rol relevant intr-o serie de procese
biologice implicate in cresterea si dezvoltarea organismului. Sursa preferatd de azot
este sulfatul de amoniu, utilizat practic de toate microorganismele [11].

Studiul ce urmeaza este consacrat evaludrii actiunii diferitor concentratii de azot
amoniacal asupra acumularii biomasei, carbohidratilor totali si -glucanilor la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.

Au fost testate - sulfatul de amoniu (NH,), SO, si hidrogenofosfatul de amoniu
(NH4)2HPO4, in concentratie de (w/v): 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, la cultivarea
levurii pe mediul YPD.

Analiza datelor obtinute la determinarea continutului de biomasa celulard a
demonstrat prezenta unor cantitdti importante n variantele de mediu YPD suplimentat
cu hidrogenofosfatul de amoniu. Pentru concentratiile cercetate a sursei de azot s-au
nregistrat valori de 5,75..6,61 g L ** biomasa uscatd, cu 20,8...38,9 % mai mult fatd de
martor. Tn varianta martor continutul de biomasa constituie 4,76 g L (Fig.5 a).

Pentru ambii compusi de azot implicati Tn cercetare au fost obtinute rezultate
asemandtoare ce indicd diminuarea continutului de carbohidrati totali comparativ cu
mediul martor. Rezultatele obtinute Tn cazul utilizarii sulfatului de amoniu si cel al
hidrogenofosfatului de amoniu sunt reflectate in figura 5 b. Pentru toate concentratiile
utilizate ale compusilor azotati au fost obtinute cantitdti de 33.12....45,19% la B.U.
carbohidrati totali, valori care sunt inferioare martorului - 53,56% la S.U.

Privitor la continutul de B-glucani Tn biomasa levurii, mentionam o deosebire
semnificativa pentru variantele de mediu YPD cu sulfat de amoniu comparativ cu cel
obtinut in variantele cu hidrogenofosfat de amoniu.
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Figura 5. Efectul diferitor concentratii de azot amoniacal asupra acumularii

biomasei (a) si carbohidratilor (b) la cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 pe mediul YPD.

Cantitatea de B-glucani n toate variantele de mediu suplimentate cu sulfat de
amoniu ating valori de 15,19...19,58 % la B.U., fatd de 8,22...13,73 % la B.U. obtinute
in experimentele cu hidrogenofosfatul de amoniu si au tendinta de diminuare odata
cu cresterea concentratiei sursei de azot (Fig.6 a). Deoarece continutul procentual al
B-glucanilor Tn biomasa uscata este mai mic in variantele experimentale comparativ
cu martorul, concluziondm cd odata cu activizarea procesului de multiplicare a levurii,
biosinteza principiilor bioactive, Tn special al carbohidratilor totali si al glucanilor, se
diminueaza, astfel se obtin cantitati mari de biomasa cu continut mic de glucani.

Cercetdrile, rezultatele carora sunt reflectate in fig. 6 b, confirma concluzia ca
utilizarea surselor de azot, implicit a sulfatului de amoniu sau hidrogenofosfatului de
amoniu, duce la diminuarea eficientei mediului de culturtd de a produce B-glucani.
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Figura 6. Efectul diferitor concentratii de azot amoniacal asupra continutului de
B-glucani la cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNM N-Y-20 pe mediul YPD.

Tn baza cercetarilor efectuate putem afirma c& din sursele de azot testate, numai
hidrogenofosfatul de amoniu asigura rentabilitate mediului de cultivare YPD pentru
tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, datoritd cresterii esentiale, cu
20,8...38,9% fatd de mediul martor, a producerii de biomasa celulard. Sulfatul de
amoniu si  hidrogenofosfatul de amoniu in concentratii de 0,1...0,5 %, diminueaza
semnificativ continutul de carbohidrati totali si p—glucani latulpina de levuri comparativ
cu mediul martor.
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Efectul acetatului de zinc asupra producerii -glucanilor la tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20.

Este cunoscut ca sarurile minerale joaca un rol deosebit in procesele de biosinteza
Si se concretizeaza prin aceea ca acesti compusi pot reprezenta surse de elemente
costitutive, intermediari ai reactiilor de oxido-reducere, reglatori ai permeabilitatii
membranelor celulare, cofactori ai sistemelor enzimatice - metaloenzime. Sarurile
necesare furnizoare de microelemente sunt de obicei sulfatii, fosfatii, nitratii, acetatii
[10]. Un element important in metabolismul microorganismelor este zincul, semnificativ
pentru activitatea enzimelor zinccomponente.

Tn experientele noastre s-a urmarit influenta acetatului de zinc asupra producerii
B-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. Compusul s-a adaugat
n concentratii de 5, 10, 20, 30 mg L*(0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,03%) medii nutritive -
YPD maodificat (glucoza 3%) si Rieder modificat (glucoza substituita cu 3% zaharoza).
Tn calitate de martor au servit mediile enuntate fird completarea cu acetat de zinc.

Analiza rezultatelor a aratat, ca efectul acetatului de zinc este variabil si depinde de
concentratia si mediul de cultivare. Spre exemplu, acetatul de zinc Tn concentratii de 5,
10, 20, 30 mg Lt mediu de cultura YPD si Rieder micsoreaza nesemnificativ continutul
de biomasa si carbohidrati, comparativ cu martorul (fig.7). Valorile continutului de
biomasa uscata in variantele experimentale cu mediul YPD modificat constituie
5,36..5,62 g L (fig. 7a). Majorarea concentratiilor de acetat de zinc adaugat la mediul
YPD modificat a determinat diminuarea continutului de carbohidrati totali de la 46,93
(varianta cu 10 mg L acetat de zinc) 1a 43,97 % la B.U. (varianta cu 30 mg L acetat
de zinc).

Tn cazul cultivarii tulpinii pe mediul Rieder modificat, la care s-au addugat diferite
concentratii de acetat de zinc, biomasa celulara constituie 1,24...1,81 g L%, in varianta
martor - 2,0g L. Carbohidratii totali mentin aceiasi tendinta de micsorare a continutului
lor legata de sporirea concentratiilor de acetat de zinc (fig.7 b).
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Figura 7. Influenta acetatului de zinc asupra acumularii biomasei si carbohidratilor
totali la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD (a)
si Rieder (b).

Efect similar al acetatului de zinc a fost inregistrat in studiul continutului de
B-glucani la cultivarea tulpinii pe mediul YPD modificat. Cantitatea de B-glucani in
variantele de mediu completat cu compusul studiat este inferioard martorului si variaza
in limitele 15,33...16,33 % la B.U. (Fig. 8 a).
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Un aspect total diferit prezinta datele obtinute ca rezultat al studiului de evaluare
a influentei acetatului de zinc asupra continutului de 3-glucani la cultivarea tulpinii pe
mediul Rieder modificat. La cultivarblea tulpinii pe mediul nominalizat se constata ca
acetatul de zinc stimuleaza biosinteza B-glucanilor. Valorile maximale ale continutului
acestoraconstituie 23,38....27,46 % la B.U., ceea ce este cu 23,4...44,1% mai mult fatd de
martor (Fig. 8b). De rand cu efectul stimulator exercitat asupra continutului de glucani
n biomasa levurii, dozele 10 si 20 mg L' acetat de zinc intensifica randamentul mediului
de cultura, obtindndu-se pana la 0,440 g L* B-glucani. Totusi, capacitatea tulpinii de
a sintetiza B-glucani pe mediul Rieder modificat, fie Tn variantele experimentale sau
martor, este mult inferioard celei determinate pe mediul YPD modificat. Tn general,
producerea de B-glucani pe mediul YPD constituie 0,858...0,875 g L* (variantele cu
acetat) si 1,014 g Lt (varianta martor YPD cu 3% glucoza).
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Figura 8. Influenta acetatului de zinc asupra continutului de 3 - glucani la tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare pe mediul YPD (a) si Rieder (b).

Prin urmare, in rezultatul studiului efectuat la acest capitol evidentiem cd acetatul de
zinc, adaugat in concentratii de 5-30 mg L mediu de cultura Rieder modificat, asigura
sporirea continutului de B-glucani Tn biomasa levurii cu 23...44,1% fatd de martor.
Tnsd, potentialul tulpinii de a produce B-glucani, fie Tn variantele experimentale sau
martor, este mult superior pe mediul YPD comparativ cu mediul Rieder. Continutul de
B-glucani in peretele celular al tulpinii cultivate pe mediul YPD constituie 0,858...0,875
g L (variantele cu acetat) si 1,014 g L* (varianta martor).

Concluzii

1. Din sursele de carbon investigate capacitate maxima de a spori acumularea
B-glucanilor in biomasa tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 poseda glucoza
si zaharoza. Biosinteza sporitd de B — glucani (19,23-19,8 % la B.U.) s-a inregistrat la
cultivarea tulpinii Tn variantele de mediu YPD completat cu 2-4% monozaharide.

2. Rezultatele studiului influentei sulfatului de amoniu si hidrogenofosfatului de
amoniu n concentratii de 0,1...0,5% indica diminuarea semnificativa a continutului
de B—glucani la tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, comparativ
cu mediul martor. Eficienta hidrogenofosfatului de amoniu a fost demonstrata
numai pentru acumularea biomasei celulare, care a sporit cu 38,9% fatd de
mediul martor YPD.
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3. Acetatul de zinc Tn concentratii de 0,005-0,03%, addugat la mediul de culturd
Rieder, asigura sporirea cu 23...44,1% fatd de martor a continutului de B-glucani
in biomasa Saccharomyces cerevisae CNMN-Y-20. Cantitate inaltd de [-glucani
(0,858...0,875 g L' mediu de culturd) s-a evidentiat la cultivarea tulpinii pe mediul
Y PD suplimentat cu acetat de zinc.

4. Pentru producerea maximald a B-glucanilor de catre tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 se recomandad mediul YPD cu utilizarea glucozei in concentratie
de 4%. O alta formula de mediu de cultura se propune mediul Rieder suplimentat cu 3%
zaharoza si 0,01...0,02 % acetat de zinc.
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