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Summary. In this paper the experimental results of selection of yeast strains from Saccharomyces, Rhodotorula,
Candida, Hansenula, Sporobolomyces with high potential of polysaccharides biosynthesis and biotechnological interest
are presented. Optimized culture mediums for biosynthetic processes stimulation are proposed, there are described
new opportunities of application of extremely high frequency millimetric waves in the technology of the yeast cul-
tivation and directed synthesis of B-glucans and mannoproteins. The results of the investigations contributed to the
elaboration of the technological flow with the increased yield of 3-glucans and mannoproteins obtained from yeasts
with polyvalent utilization.
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Rezumat. In studiu sunt reflectate rezultatele experimentale ale selectarii tulpinilor de levuri din genurile Sac-
charomyces, Rhodotorula, Candida, Hansenula, Sporobolomyces, cu potential sporit de biosinteza a polizaharidelor de
interes biotehnologic. Se propun medii de cultura optimizate in vederea stimularii proceselor biosintetice, se descriu
noi oportunitati de aplicare a undelor milimetrice cu foarte inalta frecventd in tehnologia cultivarii levurilor si sintezei
dirijate a B-glucanilor si manoproteinelor. Cercetarile au contribuit la elaborarea fluxului tehnologic cu randament spo-
rit de obtinere din levuri a -glucanilor si manoproteinelor cu utilizari polivalente.

Cuvinte-cheie: levuri, Saccharomyces cerevisiae, 3-glucani, manoproteine, mediu de culturd, unde milimetrice.

INTRODUCERE

Actualmente apar tot mai multe informatii pri-
vitor la proprietitile functionale ale unor molecule
polizaharidice. Din acestea fac parte P-glucanii si
mananii, prezenti sub forméd de manoproteine in pe-
retele celular al levurilor. f-glucanii intrd in structu-
ra stratului interior al peretelui celular, iar invelisul
exterior al lui este format din manan. Glucanul este
un polizaharid complex, omniprezent printre droj-
dii, compus din unititi de D-glucopiranoza legate
B-(1>6) si B-(1>3). Moleculele de glucan se asociaza
prin legaturi de hidrogen laterale, formand subu-
nitati de microfibre similare cu cele de celulozd si
chiar de xilan. La rdndul lor, microfibrele de glucan
se asociaza, organizand in interiorul matritei parie-
tale o retea cu o arhitectura si topografie complicata
(15, 16].

Mananul reprezintd cea de a doua componenta
chimica majord a peretelui celular de la drojdii cu
functii multiple si complexe (structurald, informati-
onald, imunitara, protectiva etc.). Mananul, de regu-
13, formeaza complexe stabile cu proteinele peretelui

si se caracterizeazd printr-o accentuatd heterogeni-
tate determinata de gradul de polimerizare a unita-
tilor manosil, de tipurile de legaturi ce se stabilesc,
de prezenta si a altor tipuri de reziduuri ozidice si
de modul de complexare cu alte tipuri de molecule.
Manoproteinele joacd un rol decisiv in mentinerea
integritatii peretelui celular, supus actiunii diferitelor
enzime, presiunilor inalte sau temperaturilor scazute
[12, 13].

B-glucanii si manoproteinele peretelui celular
al levurilor poseda activitate imunomodulatoare
[7,8,10,20], antioxidanta si antimutagend [14,18],
anticancerigena [21], de aceea isi gasesc utilizare
la producerea preparatelor medicamentoase, drept
componente ale remediilor cosmetologice, se utili-
zeazd in industria alimentara ca agenti de viscozitate
si la formarea structurii produselor [9,11].

O solutie inovationala pentru obtinerea B-glu-
canilor si manoproteinelor este identificarea noilor
procedee de reglare a biosintezei lor, rezultate in baza
carora pot fi elaborate tehnologii microbiene pen-
tru producerea preparatelor cu utilizéri polivalente.
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In acest sens, ne-am propus drept obiective princi-
pale selectarea agentilor (tulpinilor de levuri) cu nis-
te calitati biotehnologice performante, specificarea
conditiilor de cultivare si de biosinteza orientatd a
polizaharidelor la levuri, eficientizarea procedeelor
de extragere, identificarea noilor tehnologii eficiente
de obtinere din levuri a B-glucanilor si manoprotei-
nelor cu utilizari in medicind, industria alimentard,
cosmetologie, piscicultura.

Relevarea producatorilor cu calitati biotehno-
logice performante si stabilirea cailor de dirijare a
potentialului biosintetic

Pentru dezvoltarea biotehnologiilor moderne
este evidentd oportunitatea selectdrii tulpinilor cu

calitati performante utilizate in producerea industri-
ala. Screeningul a 32 de culturi de levuri din genurile
Saccharomyces, Hansenula, Rhodotorula, Candida,
Sporobolomyces a indicat un nivel variat al continu-
tului de f-glucani si manoproteine in peretii celulari.
Un potential biotehnologic valoros de producere a
polizaharidelor au prezentat levurile din genul Sac-
charomyces. Doua tulpini din acest gen au fost se-
lectate si brevetate [3, 4] ca producenti cu activitate
performantd biotehnologica - tulpina Saccharomy-
ces cerevisiste CNMN-Y-20, care in medie contine
22,3+0,57% de B-glucani in peretii celulari si tulpina
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, care contine
péanala 11,6+0,11% de manoproteine (tabelul 1).

Tabelul 1
Continutul de p-glucani si manoproteine la tulpinile de levuri din genul Saccharomyces
. . B-glucani, % s.u. Manoproteine, % s.u.
Specia de drojdie : . : .
Mediul YPD Mediul Rieder Mediul YPD Mediul Rieder
Saccharomyces cerevisiae
+ + + +
CNMN-Y-18 14,41+0,01 13,5+0,1 10,93+0,14 11,6+0,11
Saccharomyces cerevisiae
+ + + +
CNMN-Y-19 14,23+0,16 16,70+0,11 7,09+2,21 7,80+0,01
Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 15,55+0,96 22,3+0,57 5,91+0,44 7,47+0,51
Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-21 15,52+0,93 20,59+1,12 6,03+0,82 7,1£0,12

O alta problema stiintificd importanta solutiona-
ta tine de elaborarea unor formule noi ale mediilor
de fermentatie si evidentierea conditiilor optime de
cultivare in profunzime a tulpinilor de levuri selec-
tate. De reguld, mediile de culturad ar trebui sa conti-
na substante inductoare care pot facilita dezvoltarea
levurilor si care nu afecteaza viabilitatea acestora.
Cercetdrile au aratat ca pentru levurile genului Sac-
charomyces, este necesar ca in mediul de cultura sa
fie incluse surse de carbon, azot, alti factori de cres-
tere specifici producentilor. In calitate de sursi de
carbon utilizatd pentru fermentare si pentru sporirea
randamentului producerii de glucani §i manani de
catre S. cerevisiae pot fi mentionate glucoza, zaharo-
za, lactoza, fructoza, maltoza, manoza, amidonul
[7]. Glucoza este cotatd ca cea mai importanta sur-
sa pentru biosinteza glucanilor i mananilor [1]. In
calitate de sursa de azot organic pentru fermentare se
aplicd peptona si extractul de drojdie, combinate cu
surse de azot, precum sulfatul de amoniu, azotatul de
potasiu, cazeina [17].

Cercetirile efectelor diferitor surse de carbon,
azot si acetatfi asupra cresterii si activitatii biosinte-
tice a levurilor au permis stabilirea unor legitati, in
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urma cdrora au fost optimizate doud medii de cultura
pentru cultivarea levurilor [5]. Biosinteza maximala
a P-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 s-a produs in varianta de mediu care
contine (g/L"): zaharozd - 37,0...39,0; (CH, COO) ,
Zn - 0,0014...0,0082; (NH,),SO, - 3,0; MgSO, 7H,0
-0,7; NaCl - 0,5; Ca(NOS)2 - 0,4; KH,PO, -1,0; au-
tolizat de drojdii — 10 ml; apa potabild pana la 1L,
pH- 5,5. Mediul dat asigura obtinerea cu 35,3 % mai
multi f-glucani fatd de mediul martor. Cantititi ma-
ximale de manoproteine se obtin la cultivarea tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 pe varianta de
mediu care contine (g/L"): extract de drojdie - 10,0;
peptond — 20,0; glucozd - 43,0; hidrogenofosfat de
amoniu - 2,41; apd potabild pana la 1 L''; pH- 5,5.
Compozitia data asigura obtinerea pana la 1,0 g
manoproteine la 1 L mediu.

Potrivit unor autori, temperatura de cultivare,
pH-ul, aeratia mediului si durata procesului de cul-
tivare determina activitatea fiziologica a culturilor
si actioneaza asupra proprietatilor si compozitiei
biochimice a microorganismelor [18,19]. Deoarece
compozitia biomasei de drojdie ar putea fi modifi-
catd in mod semnificativ prin intermediul aplicarii
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Figura 1. Efectul temperaturii de cultivare asupra
continutului de B-glucani si manoproteine la tulpinile
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20
si Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18

diferitelor conditii de cultivare, in vederea sporirii
continutului de glucani si manoproteine, este impor-
tant de a modela acesti factori pentru cultivarea pro-
ducitorilor identificati.

La prima etapa a studiului, a fost urmarit efec-
tul temperaturii de cultivare. Rezultatele cercetérilor
demonstreaza ca nivelul de acumulare a f-glucanilor
in peretii celulari ai tulpinii Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 a crescut pana la 30,9% la s.u. la cultiva-
re in regimul termic de 30°C (figura 1), productia de
B-glucani constituie 0,792 g/L. Accelerarea biosinte-
zei manoproteinelor in peretii celulari ai Saccharo-
myces cerevisiae CNMN-Y-18 s-a stabilit la regimul de
cultivare de 25°C. Nivelul acumulat de catre levura a
manoproteinelor constituie 13,71% s.u., in recalcul
la productivitatea mediului de cultura obtinandu-se
circa 0,848 g/L. Astfel, putem confirma ca factorul
de temperaturd exercita un efect biologic caracteri-
zat ca stimulent asupra biosintezei B-glucanilor si
manoproteinelor la levuri.

Este cunoscut faptul cd stimularea transportului
transmembranar al glucozei si activizarea proceselor

Figura 2. Efectul duratei de cultivare asupra
acumuldrii B-glucanilor si manoproteinelor la tulpinile
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20
si Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18

metabolice ale celulei se datoreaza sistemului piruvat
dehidrogenaza, care la rdndul sau este influentat de
prezenta oxigenului. In experientele noastre, s-a con-
statat ca acumularea B-glucanilor si manoproteinelor
sporeste odata cu majorarea concentratiei oxigenului
solvit din mediul de cultivare. La tulpina Saccharo-
myces cerevisite CNMN-Y-20 continutul maximal
de glucani se observd la concentratia de 40,7...83,3
mg O,/L, comparativ cu 3,4-9,8 mg O,/L in varian-
tele martor. La tulpina Saccharomyces cerevisiae CN-
MN-Y-18 maximul de manoproteine 1,1g/L mediu
de cultura, s-a stabilit in mediul de cultivare cu grad
inalt de oxigenare, fatd de 0,548 g/L calculat la cres-
terea tulpinii in conditii de aerare scazuta.

Un alt factor cu impact asupra eficientei tehnolo-
giei este durata de cultivare a producdtorului. Studiul
privind sinteza -glucanilor si manoproteinelor la le-
vuri demonstreazd ca valoarea acestora este asociata
cu fazele de dezvoltare. O acumulare semnificativa,
atat a B-glucanilor, cat si a manoproteinelor in pe-
retele celular, se produce in perioada 96-120 ore de
cultivare submersa (figura 2).
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Figura 3. Efectele undelor milimetrice de intensitate extra inaltd asupra continutului de p-glucani
si manoproteine la Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 (a)
si Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 (b).
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O noui abordare in solutionarea eficientei tehno-
logiilor microbiene consta in utilizarea undelor mi-
limetrice cu o foarte inalta frecventa. In acest sens,
pentru tulpinile selectate s-au obtinut informatii noi
despre modificarile provocate de trei frecvente 60,12
GHz, 53,33 GHz, 42,19 GHz, asupra caracterelor
morfo-culturale, proliferarii si viabilitatii celulelor,
biosintezei P-glucanilor, mananilor, carbohidratilor,
proteinei, activitdtii catalazei. S-a stabilit cd efectul
biologic al undelor milimetrice depinde de frecventa
utilizata, dar si de durata de iradiere. Tulpinile de le-
vuri cercetate reactioneaza pozitiv la frecventa 53,33
GHz, B-glucanii sunt acumulati activ la iradierea timp
de 20 minute, manoproteinele la durata de 10 minute
(figura 3). Noutatea cercetdrilor este confirmata [6].

Asadar, la analiza datelor obtinute se pot rezu-
ma urmadtoarele: s-au capatat date noi privind po-
tentialul inalt al levurilor de a sintetiza B-glucani si
manoproteine; pentru fiecare tulpind producatoare
s-au stabilit efectele si selectat conditiile optime de
cultivare, cum ar fi mediul de fermentatie, valori-
le de temperaturd, aeratie, pH, durata de cultivare,
aplicarea undelor milimetrice cu frecventd extra
inaltd, ceea ce denota perspectiva aplicarii acestor
factori in biotehnologia de producere pe scard larga
a B-glucanilor si manoproteinelor.

Procese tehnologice de obtinere din levuri a
B-glucanilor si manoproteinelor cu utilizari poli-
valente

Pornind de la faptul ca in cercetérile precedente
au fost selectate tulpinile cu proprietati biologice si
biotehnologice superioare si optimizate conditiile de
cultivare, s-a decis elaborarea unei tehnologii inova-

Yeast

- Seed medium
strains

tionale de producere a B-glucanilor si manoproteine-
lor. Fluxul tehnologic complex propus se realizeaza
conform schemei prezentate in figura 4.

S-a stabilit cd aplicarea schemei integrate cu pro-
cedeele si complexul de factori selectati pentru tul-
pina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 permite
producerea a 0,813+0,13 g/L sau cu 91,7% [B-glucani
mai mult comparativ cu tehnologia martor. Pentru
tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, apli-
carea tehnologiei noi de cultivare dirijatd permite
obtinerea a 1,36+0,79 g/L manoproteine, ceea ce de-
paseste tehnologia martor de 1,5 ori.

Rezultatele care reflectd procesul de cultivare di-
rijatd a prodicentilor sunt reproduse in regulamentele
de laborator de obtinere din levuri a -glucanilor si
manoproteinelor care, pe viitor, pot sta la baza pro-
ducerii industriale a acestor polizaharide polifunctio-
nale. Utilizand tehnologiile elaborate, au fost obtinute
si caracterizate fizico-chimic doua preparate, Glu-
can-20 si Mannopur-18, cu largi domenii de aplicare.

In concluzie, vom mentiona cu fermitate ci
cercetarile asupra biologiei si tehnologiei levurilor
genului Saccharomyces au implicatii importante atat
de ordin teoretic, pentru explicarea sau confirma-
rea unor ipoteze fundamentale ale biologiei, cat si
practic, prin dezvoltarea unor procedee de obtine-
re a B-glucanilor si manoproteinelor de larg interes
pentru medicina si industria farmaceutica, industria
alimentard, vinificatie, cosmetologie.

NOTA: Investigatiile au fost efectuate in cadrul proiec-
tului 11.817.08.194, finantat de Consiliul Suprem pentru
Stiintd si Dezvoltare Tehnologicd al Academiei de Stiinte a
Moldovei.
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Figura 4. Schema fluxului tehnologic de producere din levuri a preparatelor
pe bazéd de B-glucani si manoproteine
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