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The capacity of lipids and sterols biosynthesis increasing in yeast strain Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15
during the cultivation on liquid medium with different sources of carbon and nitrogen has been studied. There has been
established that yeast better metabolizes melasa and glucose, those are proposed for medium optimizatioin for directed
synthesis of yeast sterols producer.

Introducere

Un rol important in sporirea potentialului biosintetic al microorganismelor revine mediului nutritiv optim
ce asigura celula cu surse de energie si elemente nutritive corespunzatoare. Necesitatile nutritive si parametrii
de cultivare variaza in functie de particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor microbiene §i sunt spe-
cifice pentru fiecare producator [1]. Pentru multiplicare si biosinteza componentelor lipidice, drojdiile sunt
dependente, in mare masura, de prezenta surselor de carbon si azot in mediul de cultura.

Cele mai multe specii de Saccharomyces se dezvoltd pe medii ce contin zaharuri fermentescibile ca surse
de carbon, saruri de amoniu ca donatori de azot, saruri minerale si factori de crestere [2]. Prin modificarea
compozitiei acestora se poate ameliora sau inhiba dezvoltarea drojdiilor.

In prezent, sunt relativ bine cercetate conditiile de cultivare, in urma cérora are loc acumularea sporita de
steroli la drojdii. Cu toate acestea, riman nedefinite unele aspecte ale biosintezei sterolilor, care ar determina
suprasinteza sterolilor de catre celulele levuriene. Prin urmare, prezinta interes o cercetare mai ampla a nutri-
entilor preferentiali, a conditiilor de cultivare a drojdiilor si a sintezei sterolilor la nivelul cerintelor moderne,
precum si metodele de analiza a acestora. Aceasta da posibilitate de a majora efectiv producerea de steroli din
materie primd mai ieftind de origine vegetala sau microbiana [3].

Culturile genului Saccharomyces pot asimila numai hexoze. In consecinta, se folosesc materii prime cu conti-
nut de amidon sau de alti hidrati de carbon ce pot fi scindati in hexoze. Tot mai des, ca materie prima se utilizeaza
melasa de sfecla de zahar, foarte accesibila economic, care, pe langa zaharoza, contine si o serie de alti compo-
nenti, ca: zahdr invertit (amestec de D-glucoza si D-fructoza), betaine, aminoacizi, acizi organici [4].

In contextul celor expuse, scopul cercetérilor consta in a analiza influenta diferitelor surse de carbon si azot
asupra productivitdtii, biosintezei lipidelor si sterolilor la drojdia de bere si in a selecta substratul eficient.

Material si metode

Obiectul de studiu. Ca obiect de cercetare a servit tulpina de drojdie Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15,
producitor activ de steroli [5].

Medii si conditii de cultivare. Inoculul s-a obtinut prin cultivarea drojdiei pe must de bere, timp de 24-
48 ore, pe agitatorul rotativ (180-200 rot/min.), la temperatura de + 25...27°C. Inoculul s-a utilizat pentru me-
diile de fermentatie in volum de 3-5%.

Ca mediu nutritiv de referintd pentru cultivarea submersa a drojdiei s-a utilizat mediul A-1 cu urmatoarea
compozitie, g/l:( NH, ), SO, — 1,0; K, HPO, - 2,0; MgSO, -1,0; autolizat de drojdie — 10 ml [6]. Cultivarea s-a
realizat in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 11 ce contineau 0,2 1 mediu de culturd, pe agitatorul rotativ
(180-200 rot/min.), la temperatura de + 25...27°C timp de 3 zile.

Pentru investigatii s-au utilizat sursele de carbon si azot, g/l mediu de cultura: glucoza — 20,0; 30,0; 40,0;
melasa — 40,0; 60,0; 80,0; glicerina — 20,0; 40,0; 60,0; sulfatul de amoniu — 1,0; 3,0; 5,0.

Metodele de realizare a cercetarilor. Determinarea productivititii drojdiei s-a efectuat gravimetric cu
recalculul masei celulare la biomasa absolut uscata conform metodei clasice [7]. Extragerea lipidelor din bio-
masa levuriana s-a determinat cantitativ conform [8]. Continutul de steroli s-a determinat gravimetric conform
procedeului nou-elaborat in Laboratorul Oleobiotehnologie [9].

Datele experimentale au fost supuse prelucrarii statistice in baza programului computerizat Excel Microsoft.

Rezultate si discutii

Dupa cum se cunoaste, asa surse de carbon ca lactoza, xiloza, arabinoza, manitolul si sorbitolul nu pot fi
asimilate sau se asimileaza foarte greu de citre celulele de drojdii Saccharomyces. In Tabel este aratat cum
influenteaza diferite surse de carbon asupra procesului de biosinteza a sterolilor [10]. Conform datelor, conti-
nutul de steroli in biomasa uscata variaza de la 3,6% (galactoza) la 5,1% (melasa).
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Tabel
Influenta diferitelor surse de carbon asupra continutului de steroli
la drojdia de bere Saccharomyces carlsbergensis HHMHU101

1;;; Sursele de carbon Steroli, % B.U.
Cultura initiala 3,39
1 Galactoza 3,60
2 Lactoza 3,73
3 Sorbitol 3,73
4 Riboza 4,08
5 Fructoza 4,41
6 Maltoza 4,75
7 Zaharoza 4,85
8 Rafinoza 4,92
9 Glucoza 5,02
10 Melasa 5,10

In ceea ce priveste importanta compusilor cu azot in procesul de acumulare a sterolilor de citre celulele
drojdiilor Saccharomyces, datele din literatura de specialitate confirma faptul ca azotul nu este necesar pentru
imbogatirea drojdiilor cu steroli, ci, dimpotriva, cantitatile mari ale acestuia in mediul de cultura franeaza in
mod considerabil acumularea sterolilor in celule. Dupa parerea autorilor, azotul reprezinta un factor represiv
asupra procesului de biosinteza a sterolilor, deoarece o parte din produsele intermediare care se formeaza in
urma metabolismului glucidic, necesare pentru sinteza sterolilor, sunt preluate de cétre azotul prezent in me-
diul de cultura pentru transformarea lor in compusi cu azot, adica in proteine, aminoacizi, acizi nucleici.

Astfel, in vederea elaborarii unui mediu nutritiv optim ce va asigura continut sporit de steroli, a fost cer-
cetatd capacitatea de biosinteza a principiilor bioactive la cultivarea tulpinii de drojdie Saccharomyces carls-
bergensis CNMN-Y-15 pe medii lichide cu divers raport al carbonului si azotului. In calitate de substraturi de
carbon si azot au servit un sir de surse, ca: glicerina, melasa, glucoza, zaharoza, sulfatul de amoniu, utilizate
pe larg in microbiologie pentru cultivarea drojdiilor.

Prin analiza datelor obtinute s-a constatat ca tulpina Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 este capa-
bila sd@ metabolizeze toate sursele de carbon si azot testate. Cresterea intensa a culturii s-a inregistrat pe mediul
ce contine melasd, cantitatea de biomasa acumulata variind intre 5,32 -7,06 g/l (Fig.1). O productivitate mica a
fost semnalata pe mediul in care a fost utilizat sulfatul de amoniu in concentratii de 3,0 si 5,0 g/1. Astfel, pentru
a obtine o productivitate maximala pentru drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 se propune a fi
utilizat mediul nutritiv cu urmatoarea componenta, g/l: (NH, ), SO, - 1,0; K, HPO, - 2,0; Mg SO, - 1,0; autoli-
zat de drojdie —10 ml; melasa — 80,0 g/1.

productivitate, g/l B.A.U.
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EEEE lipide B steroli —¢— productivitate

Fig.1. Influenta surselor de carbon si azot asupra productivitatii, biosintezei lipidelor si
sterolilor de catre drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15

La estimarea activitatii de biosinteza a lipidelor si sterolilor s-a stabilit ca drojdia Saccharomyces carlsber-
gensis CNMN-Y-15 manifesta activitate maxima in cazul cresterii pe mediile ce contin glucoza. Printr-un efect
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stimulator mai puternic s-a evidentiat glucoza in concentratie de 20,0 g/l — pentru biosinteza lipidelor si de
40,0 g/1 — pentru biosinteza sterolilor. Valorile activitdtilor biosintetice manifestate in prezenta concentratiilor
mentionate variaza intre 16,88% lipide in B.A.U. si 10,19% steroli in B.A.U., fiind cu 52%, respectiv, 34% mai
inalte comparativ cu martorul (Fig.1). Aceasta evidentiaza caracterul inductibil al sinzetei produselor oleogene
la tulpina in studiu de cétre sursa de carbon mentionata. Astfel, pentru optimizarea mediului nutritiv si obtine-
rea cantitdtii maxime de lipide si steroli se propune a fi utilizata ca sursa de carbon glucoza in concentratii de
20,0 s1 40,0 g/1.

Generalizand rezultatele obtinute privitor la rolul carbonului si azotului, se poate confirma ca drojdia me-
tabolizeaza mai eficient melasa, care asigura o crestere activa a biomasei in defavoarea biosintezei lipidelor si
sterolilor. Concentratiile de glucoza administrate in mediul de referinta asigura o crestere a continutului de lipi-
de, precum si al sterolilor. Aceste doud componente — melasa si glucoza, se propun a fi cercetate in continuare
pentru optimizarea mediului de culturd pentru drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15.

Concluzii

1. Din sursele de carbon si azot testate, drojdia Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 metabolizeaza
mai eficient melasa si glucoza. Melasa asigura o crestere activa a biomasei, dar in defavoarea biosintezei lipi-
delor si sterolilor.

2. Mediul nutritiv cu urmatoarea componentd, g/l: (NH, ), SO,~1,0; K, HPO, - 2,0; Mg SO, - 1,0; autolizat
de drojdie — 10 ml; melasa — 80,0 permite obtinerea unei productivitati maximale (7,06 g/l B.A.U.) si se pro-
pune a fi utilizat in biotehnologia cultivarii drojdiei.

3. Includerea in mediul de cultivare a tulpinii Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 a glucozei, in
concentratie de 20,0 — 40,0 g/l, influenteaza considerabil procesul de biosinteza a lipidelor si sterolilor, sporind
continutul acestora pana la 14,42 ...16,88% la B.A.U., respectiv, 9,56...10,19% la B.A.U.
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