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In acest studiu sunt reflectate rezultatele optimizarii mediului de cultivare pentru Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-20 in vederea sporirii continutului de p-glucani. Evidentierea ingredientelor mediului de cultivare cu efect stimulator
(cum ar fi sursa de carbon si acetatul de zinc) a fost efectuatd aplicind algoritmul Yates. Concentratiile componentelor
mediului de culturd optimizat sunt, g LY zaharoza — 37,0; (NH),S0, — 3,0; MgSO,+7H,0 — 0,7; NaCl — 0,5; Ca(NO3), —
0,4; KH,PO, — 1,0; acetat de zinc — 0,00816; autolizat de drojdii — 10 ml. Mediul optimizat utilizat pentru cultivarea tul-
pinii de drojdie se caracterizeaza prin obtinerea a 29,47+0,52% B-glucani in biomasa uscata, sau cu 31,8% mai mult
decat mediul initial.
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THE MATHEMATICAL OPTIMIZATION OF CULTURE MEDIUM FOR

B- GLUCANES PRODUCTION BY SACCHAROMYCES CEREVISIAE CNMN-Y-20

This paper contains results of optimization of culture medium for Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 with aim
to increase B-glucans content. The selection of components of culture medium (carbon sources, zinc acetate) with sti-
mulatory effect was carried out by applying the Yates algorithm. Concentrations of optimized culture medium compo-
nents g L saccharose — 37,0; (NH,),S0,4 — 3,0; MgS0,+7H,0 — 0,7; NaCl — 0,5; Ca(NOs), — 0,4; KH,PO, — 1,0; zinc
acetate — 0,00816; yeast autolysate — 10 ml. Optimized medium used for cultivation of yeast strain is characterized by
obtaining 29,47 + 0.52% B-glucans per dry biomass or 31,8% more than the original medium.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, f-glucans, culture media, optimization.

Introducere

Interes comercial prezintd polizaharidele peretelui celular al levurilor, care pot fi utilizate in industria ali-
mentara, farmaceutica, cosmetica. Tinand cont de siguranta in cadrul de sdnatate publica, pand in prezent doar
glucanii si manoproteinele levurilor Saccharomyces cerevisiae au fost acceptate pentru de a fi utilizate pe larg.

B-glucanii au o semnificatie biomedicala deosebita, datorita activitatii lor antivirale si antibacteriene [17],
imunomodulatoare si imunostimulatoare [8,22], anticancerigene [20,21,25]. Derivatii sulfatati ai f-glucanilor
au demonstrat in vitro activitate antiproliferativa impotriva celulelor sarcomei 180 (S-180) [23]. Mai mult ca
atat, B-glucanii prezinta substanta activa de baza la elaborarea noilor vaccinuri anticancerigene polivalente, care
sunt actualmente in curs de dezvoltare [16]. In combinatie cu alte substante biologic active B-glucanii au ca-
pacitatea de a reduce continutul toxinelor din tractul digestiv, mecanismul acestui proces fiind bazat pe comple-
xarea toxinelor cu catena polizaharidica cu ajutorul legaturilor de hidrogen si Van der Waals [24].

Glucanii intrd in structura stratului interior al peretelui celular al levurilor genului Saccharomyces [11]. In
general, structura si dinamica compozitiei chimice a peretelui celular sunt legate de schimbarile in starea fizio-
logica a celulei si de reactia la influenta factorilor externi. Arhitectura peretelui unei celule si mecanismele res-
ponsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi controlate de componenta mediului de culturd [10,12,13].

Pentru o buna dezvoltare si derulare a proceselor metabolice pentru tulpinile de drojdie, este necesar ca in
mediul de culturi si fie incluse surse de carbon, azot, alti factori de crestere in concentratii specifice tulpinii [3]. In
calitate de sursa de carbon utilizatd pentru fermentare si pentru a spori randamentul producerii de glucani de
catre S. cerevisiae pot fi nominalizate glucoza, zaharoza, lactoza, fructoza, maltoza, manoza, amidonul [7].
Glucoza este cotatd ca cea mai importanta sursi pentru biosinteza glucanilor si mananilor [6]. In calitate de
sursa de azot organic pentru fermentare se aplica peptona si extractul de levuri, combinate cu surse de azot
anorganic, cum sunt sulfatul de amoniu, azotatul de potasiu, cazeina [2,15].

Reiesind din faptul ca compozitia biomasei de levuri ar putea fi modificatd in mod semnificativ prin inter-
mediul mediului de nutritie si prin conditiile de cultivare, pentru productia inalta de glucani este important a
optimiza acesti factori pentru producatorii identificati.
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Scopul cercetirilor. Optimizarea mediului de cultura pentru producerea maximala a B-glucanilor la tulpina
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.

Material si metode
Obiect de cercetare — tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 selectata ca producator de
B-glucani [4].

Medii de culturd. S-a utilizat mediul pentru insiméntare must de bere [1], mediile de fermentare Rieder, g L™:
30,0 - gIUCOZﬁ, 3,0 - (NH4)ZSO4, 0,7 - MgSO4°7H20, 0,5 — NaCI, 0,4 — Ca(N03)2, 1,0 — KH2PO4, 10 ml auto-
lizat de levuri, apa potabila 1 L, pH — 5,0-6,0 [1], YPD, g L™ 20,0 — peptona, 20,0 — glucoza, 10 ml extract de
levuri, apa potabild 1 L, pH — 5,5 [14], mediul M-4086, g L™ 3,0 — (NH,),SO,, 0,7 — MgSO47H,0, 0,5 —
NaCl, 0,4 — Ca(NQOs),, 1,0 — KH,PO4, 20,0 — melasa, 5,0...10,0 mg — clorura de tricloracetat de zinc, 10 ml
autolizat de levuri, apa potabila 1 L, pH — 5,0 [5].

Conditii de fermentare. Mediul de fermentare a fost insimantat cu 5 ml inocul (2x10° celule/ml), turbidita-
tea se masoara ca densitate opticd (DO) prin spectrofotometrie cu utilizarea lungimii de unda A=600 nm [18].
Cultivarea tulpinii de drojdii s-a realizat in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1 L ce contine 0,2 L mediu de
culturd, pe agitator rotativ (200 rpm), la temperatura de 25°C, durata de cultivare in profunzime 120 ore.

Metode de investigatie. Biomasa levuriana s-a determinat gravimetric, prin centrifugare la 3000 g, timp de
15 min., resuspendarea depozitului de celule cu apa distilata sterila, centrifugare repetata. Celulele au fost co-
lectate, uscate la 105°C timp de 5 ore in etuvd, apoi biomasa de levuri a fost cantaritd la balanta AQT-250
(2005) [14]. Carbohidratii totali in biomasa de levuri s-au determinat la spectrofotometrul T60 VIS Spectropho-
tometer, la lungimea de unda 620 nm cu utilizarea reactivului antron si a D-glucozei in calitate de standard [9].
Continutul de B-glucanii a fost determinat gravimetric conform procedeului prezentat in [19]. Continutul de
oxigen dizolvat in mediu s-a masurat cu oximetrul portabil — Oxi-315i/SET 2B10-0011 (2008). Valorile pH-
ului mediului au fost determinate cu pH-316i MeBketten WTW, Germania (2008). Optimizarea componentei
mediului de nutritie s-a efectuat conform metodelor de planificare matematica a experientelor [26].

Analiza statistica a rezultatelor s-a efectuat computerizat cu calcularea erorilor standard pentru valorile re-
lative si medii, cu ajutorul setului de programe Statistica 7.

Rezultate si discutii
Pentru selectarea unui mediu nutritiv adecvat pentru optimizare au fost studiate particularitatile de creste-
re a tulpinii si continutul de B-glucani la cultivare pe diferite medii nutritive. Rezultatele obtinute sunt pre-
zentate in Tabelul 1.
Tabelul 1

Continutul de biomasa celulari si de p-glucani la cultivarea tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe diferite medii

Tipul de mediu Biomasa uscata, g/L B-glucani, % la B.U.
YPD 4,59+1,06 19,06+0,09
Rieder 2,09+0,03 22,36+0,57
M - 4086 3,97+0,04 12,61+£0.,45

Dupa cum reflectd rezultatele obtinute in cercetarile intreprinse, un nivel maximal al cantitatii de bioma-
sa se obtine la cultivarea tulpinii pe mediile YPD si M-4086. Mediul Rieder nu asigura 0 crestere suficienta a
biomasei celulare, dar este eficient din punctul de vedere al acumularii in peretele celular a cantitatii maxi-
male de p-glucani (22,36 + 0,57% la B.U.). Conform rezultatelor prezentate in tabelul de mai sus, drept fac-
tori initiali pentru optimizarea mediului de fermentatie au fost alese unele elemente ale mediului Rieder.

Optimizarea mediului Rieder in scopul obtinerii unei cantitati sporite de B-glucani a fost efectuata in ca-
teva etape consecutive. Primul pas a constituit determinarea dependentei acumularii B-glucanilor de concen-
tratia unui factor pe fonul stabilitatii celorlalte componente ale mediului. Cercetarile in directia data au per-
mis a stabili zonele ce redau dependenta productivitatii culturii de concentratia factorului.

Rezultatele experientelor monofactoriale pentru compusii mediului de nutriutie au fost supuse analizei
statistice si regresionale. Dupa prelucrarea rezultatelor au fost evidentiati pentru mediul Rieder doi factori
esentiali: zaharoza si acetatul de zinc ((CH3;COO),Zn), care pot influenta semnificativ biosinteza B-glucanilor.
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Retultatele acestor investigatii au stat la baza optimizarii matematice a mediului de cultura pentru levura
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea obtinerii continutului maximal de B-glucani.

Optimizarea mediului a fost efectuata in cateva etape consecutive: experienta conform planului ,,Experi-
enta factoriald fractionati (EFF2%)”, in timpul cireia se determind directia varierii concentratiei factorilor
(spre marirea sau micsorarea concentratiei) si experienta conform planului ,,Miscarea pe gradient”, in timpul
careia se alege cea mai reusita combinatie a factorilor esentiali si neesentiali.

Evidentierea factorilor cu efecte pozitive in procesul de acumulare a B-glucanilor a fost efectuata in cateva
trepte, utilizand metoda balantei aleatoare. La fiecare treapta au fost selectate efectele cu valoare esentiala.

Initial a fost elaborat planul experientei factoriale fractionate EFF 2° (Tab.2).

Tabelul 2
Informatia initiald despre factori
Codifi- Concentratia componentelor Pasgl Fie
Componenta mediului carea Minima Baza Maxima variatie,
-1 0 +1 AD)
Zaharoza, g L™ X, 30 35 40 5
Acetat de zinc, mg L™ X, 10 15 20 5

Obtinand rezultatele experientei EFF 2% au fost calculati coeficientii de regresie dupa algoritmul Iets [26]
(Tab.3).

Tabelul 3
Calcularea coeficientilor de regresie dupa algoritmul Iets
Planul Rezultate Calculul efectelor N
o experimentale Coeficientul

experientel (Y) liniar de regresie,
N N B-glucani, Pasul 1 Pasul 2 b(i)

! 2 % la S.U.
- - 20,82 Y1+Y2 = 44,91 Y1+Y2 + Y3+Y4 = 96,41 24,10
+ - 24,09 Y3+Y4 = 51,5 'Y1+Y2 - Y3+Y4= - 1,93 - 0,482
- + 28,35 Y2'Y1 = 3,27 ‘Yl‘Y2 + Y3+Y4 = 6,59 1,647
+ + 23,15 Y, Y3=-5,27 Yi-Y, - YstY,=-8,47 -2,117

Pe baza coeficientilor de regresie calculati a fost alcatuita ecuatia de regresie, care are expresia:

Y=24,10-0,482 X;+ 1,647 X, — 2,117 X1 X;,

In corespundere cu ecuatia datd a fost montata experienta ,,Miscarea pe gradient”, conform planului din
Tabelul 4.

Tabelul 4
Planul experientelor ,,Miscarea pe gradient”
Valorile Factorii Biomasa B-glucani,
3 0
Zaharoza, Acetat de zinc, uscﬁ?f" % la B.U.
X, X, 9
Coef|C|en-t I|n|z_ar de -0,482 1. 647
regresie, b(i)
Unitati de variatie, (i) 5 5
b(i) - A(i) -2,41 8,235
Coeficient de 1 b(i) - AD)xs/ b(i) - A(i)xy
proportionalitate, K; -3,42
Pasul pant:zi;nammale, 2 3.42 2=6.,84
Baza experimentului 35 15
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Concentratia gL™ mg L™
1 35,0 15,0 1,72+0,13 23,59+0,46
2 37,0 8,16 1,73+0,01 29,47+0,52
3 39,0 1,4 1,73+0,08 29,25+0,08
4 41,0 - 5,52 1,91+0,01 29,16+0,61
5 43,0 -12,36 1,97+0,01 25,86+0,73

Conform datelor din Tabelul 4, nivelul maximal de sintezd a B-glucanilor ( 29,47 + 0,52% la B.U.) pentru
tulpina Saccharomyces certevisiae CNMN-Y-20 este determinat de urmatoarea componenta cantitativa a me-
diului nutritiv, g L™ zaharoza — 37,0; (NH,),SO,4 — 3,0; MgSO,+7H,0 — 0,7; NaCl — 0,5; Ca(NOs), — 0,4;
KH,PO, — 1,0; acetat de zinc — 0,00816; autolizat de drojdii —10 ml; apa potabilda — 1 L, pH — 5,0-6,0, care a
fost numit conventional R-ZZ.

Astfel, prin analiza regresionald au fost determinate concentratiile optime ale sursei de carbon (zaharo-
zei) si ale acetatului de zinc in componenta mediului nutritiv pentru obtinerea 3-glucanilor la tulpina Saccha-
romyces certevisiae CNMN-Y-20. Cercetarile efectuate au finalizat cu elaborarea unui nou mediu de nutritie —
R-ZZ pentru cultivarea levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, care permite obtinerea pana la 29,47
+ 0,52% B-glucani, fata de 22,36 £+ 0,57% pe mediul martor Rieder, ceea ce este cu 31,8% mai mult fatd de
mediul initial. Comparativ cu mediile YPD sau M - 4086 (pe care tulpina sintetizeaza 19,06 = 0,09%,
respectiv, 12,61 + 0,45% B-glucani), eficienta mediului optimizat R-ZZ este net superioara.

Concluzii

1. Lacultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediile nutritive utilizate in prezent, mai
convenabil pentru biosinteza B-glucanilor poate fi considerat mediul Rieder, iar pentru dezvoltarea si
multiplicarea levurii — mediile YPD si M—4086.

2. Optimizarea compozitiei mediului Rieder cu aplicarea metodei matematice de planificare a experientelor
a condus la elaborarea unui mediu nutritiv eficient care asigura obtinerea cu 31,8% mai mult B-glucani
comparativ cu mediul initial.
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