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ADNOTARE 

Chiseliţa Natalia „Tehnologie de obţinere a β-glucanilor din levuri”. Teză de doctor în 

ştiinţe biologice, Chişinău, 2018. 

Teza conţine introducere, patru capitole, concluzii şi recomandări, bibliografie cu 281 

titluri, 4 anexe, 124 pagini text de bază, 68 figuri, 11 tabele. Rezultatele obţinute sunt publicate 

în 36 lucrări ştiinţifice. 

Cuvintele cheie: Tehnologie de cultivare, levuri, Saccharomyces cerevisiae, β-glucani, 

carbohidraţi, proteine, nanoparticule, unde milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. 

Domeniul de studiu: 167.01- biotehnologie, bionanotehnologie. 

Scopul lucrării constă în elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obţinere a β-

glucanilor din levuri.  

Obiectivele lucrării: Selectarea nutrienţilor şi condiţiilor optime de cultivare submersă a 

tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în vederea ameliorării biosintezei β-glucanilor; Elucidarea 

acţiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei β-glucanilor şi altor constituiente 

celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20; Evaluarea efectelor undelor milimetrice cu 

frecvenţă extra înaltă asupra biosintezei β-glucanilor şi altor constituiente celulare a levurii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20; Elaborarea tehnologiei de obţinere a β-glucanilor din biomasa 

levuriană. 

Noutatea şi originalitatea ştiinţifică. În premieră se propune o tehnologie inovativă de 

cultivare a levurii S. cerevisiae şi de obţinere a β-glucanilor, bazată pe procedee avantajoase de 

sinteză orientată, care contribuie la ameliorarea calităţii şi sinecostului produsului final. Au fost 

selectaţi  nutrienţii preferenţiali şi elaborate două medii de cultură pentru tulpina S. cerevisiae 

CNMN-Y-20, au fost stabilite condiţiile speciale de cultivare pentru sporirea biosintezei β-

glucanilor. În premieră s-a demonstrat că nanoparticule TiO2 şi ZnO, utilizate la cultivarea 

levurii, influenţează procesul de biosinteză a β-glucanilor şi altor constituiente celulare, efectul 

exprimându-se în funcţie de dimensiunile şi concentraţiile nanoparticulelor. În premieră a fost 

elucidat caracterul acţiunii undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra biosintezei β-

glucanilor şi altor componente celulare în dependenţă de spectrul de frecvenţă şi durata de 

iradiere. Pentru prima dată au fost elaborate 2 procedee noi de sporire a conţinutului de β-glucani 

la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, dintre care unul a fost brevetat. 

Problema ştiinţifică importantă soluţionată în lucrare. Au fost determinaţi parametrii 

biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la 

eficientizarea procedeelor de sinteză orientată a β-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea 

tehnologiei de obţinere a acestor compuşi biologic activi valoroşi. 

Semnificaţia teoretică. Este fundamentată ştiinţific şi demonstrată posibilitatea dirijării 

proceselor biosintetice şi sporirii potenţialului de producere a β-glucanilor la cultivarea levurii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 prin tehnologia cu utilizarea nutrienţilor preferenţiali, condiţiilor 

speciale de cultivare, a nanoparticulelor şi undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă în 

calitate de stimulatori. 

Valoarea aplicativă. Se propun spre valorificare: tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-

Y-20, brevetată ca sursă de β-glucani; două variante de medii nutritive şi două procedee de 

sinteză orientată cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor de metale şi undelor milimetrice cu 

frecvenţă extra înaltă ca factori reglatori, care asigură sporirea semnificativă a cantităţii de β-

glucani în biomasa levuriană; metoda de extragere a β-glucanilor, caracterul inovaţional al căreia 

permite de a reduce etapele suplimentare de distrugere a peretelui celular şi extragere a β-

glucanilor; bioprodusul „Glucan-20” cu activitate fiziologică înaltă. 

Implementarea rezultatelor ştiinţifice. Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost 

depozitată în CNMN a IMB şi utilizată în cercetări ştiinţifice. Preparatul „Glucan-20” a fost 

utilizat în furajul pentru puietul şi larvele de peşti (Acte de implementare: Nr. 1 din 17.07.2014, 

Nr. 3 din 17.07.2015, Nr. 4 din 10.10.2016, Nr. 85a din 04.09.2017) 
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AННОТАЦИЯ 

Киселица Наталья „Технология получения β-глюканов из дрожжей”. 

Диссертация кандидата биологических наук, Кишинѐв, 2018.  

Диссертация состоит из введения, четырех глав, выводов и рекомендаций, 

библиографии из 281 наименований, 4 приложений, 124 страниц основного текста, 68 

рисунков, 11 таблиц. Результаты исследований опубликованы в 36 работах. 

Ключевые слова: Технология культивирования, дрожжи, Saccharomyces cerevisiae, 

β-глюканы, углеводы, белки, наночастицы, миллиметровые волны.  

Область исследования: 167.01 – Биотехнология, бионанотехнология. 

Цель работы: разработка эффективной инновационной технологии получения β-глюканов из 

дрожжей.  

Задачи работы: отбор питательных веществ и оптимальных условий для глубинного 

культивирования штамма S. cerevisiae CNMN-Y-20 с целью улучшения биосинтеза β-

глюканов; выявление действия наночастиц оксидов металлов на биосинтез β-глюканов и 

других клеточных компонентов штамма S. cerevisiae CNMN-Y-20; определение эффекта 

высокочастотных миллиметровых волн на биосинтез β-глюканов и других клеточных 

компонентов штамма S. cerevisiae CNMN-Y-20; разработка технологии получения β-глюканов 

из биомассы дрожжей.  

Научная новизна и оригинальность. Впервые предлагается инновационная технология 

культивирования дрожжей S. cerevisiae для получения β-глюканов, основаннaя на способах 

направленного синтеза, ведущих к улучшению качества конечного продукта и уменьшению его 

себестоимости. Отобраны источники питания и оптимальные условия культивирования, 

оптимизированы две питательные среды  с целью увеличения биосинтеза β-глюканов штаммом 

S. cerevisiae CNMN-Y-20. Впервые  показано, что наночастицы TiO2 и ZnO, используемые в 

культивировании дрожжей, влияют на процесс биосинтеза β-глюканов и других клеточных 

компонентов, эффект которых зависит от их размера и концентрации.  Впервые выявлен 

характер действия высокочастотных миллиметровых волн на биосинтез β-глюканов и других 

клеточных компонентов в зависимости от спектра и времени их действия. Впервые были 

разработаны два новых способа культивирования способствующих увеличению содержания β-

глюканов в биомассе S. cerevisiae CNMN-Y-20, один из которых запатентован. 

Научная задача, решенная в данной работе. Были определены оптимальные 

биотехнологические параметры культивирования дрожжей S. cerevisiae CNMN-Y-20, что 

способствовало оптимизированию способов направленного синтеза β-глюканов и позволило 

разработать технологию получения этих веществ. 

Теоретическое значение. Научно обоснована и доказана возможность управления 

биосинтетическими процессами в дрожжах S. cerevisiae CNMN-Y-20, а также улучшения 

потенциала синтеза β-глюканов путем использования отобранных источников питания, 

оптимальных условий для культивирования, наночастиц и высокочастотных миллиметровых 

волн в качестве стимуляторов. 

Практическое значение: Предлагаются: штамм дрожжей S. cerevisiae CNMN-Y-20, 

запатентованный как источник β-глюканов; две питательные среды и два способа направленного 

синтеза с использованием наночастиц оксидов металлов и высокочастотных миллиметровых 

волн как регулирующих факторов, ведущих к увеличению содержания β-глюканов в 

биомассе дрожжей; метод экстракции β-глюканов, который позволяет сократить этапы 

разрушения клеточной стенки и экстракции β-глюканов; биопрепарат „Глюкан-20” с 

высокой физиологической активностью. 

Внедрение результатов. Штамм S. cerevisiae CNMN-Y-20 был депонирован в 

НКНМ и использован в научных исследованиях. Препарат „Глюкан-20” был использован 

в кормах для малька и личинок рыб (Акты о внедрении: №1 от 17.07.14, №3 от 17.07.15, 

№4 от 10.10.16, №85а от 04.09.17)  
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ANNOTATION 
Chiselita Natalia „Technology for obtaining of β-glucans from yeasts”. PhD thesis in biological 

sciences, Chisinau, 2018.  

The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and recommendations, bibliography 

list with 281 references, 124 pages of the main content, 68 figures, 11 tables and 4 anexes. The obtained 

results were published in 36 scientific papers.  

Keywords: Cultivation technology, yeasts, Saccharomyces cerevisiae, β-glucans, 

carbohydrates, proteins, nanoparticles, extra-high frequency millimeter waves. 

Field of study: 167.01- biotechnology, bionanotechnology. 

Research goal: to develop an efficient innovative technology for β-glucan obtaining from 

yeasts.  

Objectives: Selection of preferred nutrients and optimum conditions for submerged cultivation of S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 strain to improve the biosynthesis of β-glucans; Elucidation of the action of the 

metal oxides nanoparticles on the biosynthesis of β-glucans and other cellular constituents of S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 yeast; Evaluation of the extra-high frequency millimeter wave effects on the biosynthesis of 

β-glucans and other cellular constituents of S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast; Elaboration of technology of 

obtaining β-glucans from the yeasts biomass. 

Scientific novelty of reasearch. For the first time, an innovative technology is proposed 

for S. cerevisiae yeast cultivation and β-glucan production, based on advantageous directed 

synthesis procedures, which contribute to improving the quality and reducing the cost of the final 

product. Preferential nutrients and two culture media for S. cerevisiae strain CNMN-Y-20 were 

selected, and specific culture conditions for enhancing β-glucan biosynthesis were established. 

For the first time, it has been demonstrated that TiO2 and ZnO nanoparticles used in yeast 

cultivation influence the biosynthesis process of β-glucans and other cellular constituents, the 

effect being dependent upon nanoparticle size and concentration. For the first time, the character 

of extra-high frequency millimeter wave action on the biosynthesis of β-glucans and other 

cellular components, depending on the frequency spectrum and the duration of irradiation, has 

been elucidated. For the first time, 2 new procedures for increasing β-glucan content in S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 strain were elaborated, one of which was patented. 

Important scientific problem, solved in the scientific work. The optimal 

biotechnological parameters of S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast cultivation were determined, 

which has contributed to the efficiency of the targeted synthesis of β-glucans, which enabled the 

elaboration of the technology for their obtaining. 

Theoretical value. It is scientifically justified and demonstrated the possibility to direct 

the biosynthetic processes and to increase the β-glucan production potential diring S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 yeast cultivation by the use of preferential nutrients, special cultivation conditions, 

nanoparticles and extra-high frequency milimeter waves as stimulators. 

Practical value. There are proposed for valorisation: S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast 

strain, patented as a source of β-glucans; two variants of nutrient media and two directed 

synthesis processes with application of metal oxides nanoparticles and extra-high frequency 

milimeter waves as regulating factors, which ensure a significant increase of the β-glucans 

amount in the yeast biomass; the method of β-glucan extraction, the innovative character of 

which allows to reduce additional steps of cell wall destruction and β-glucans extraction; the 

bioproduct „Glucan-20” with high physiological activity. 

Implementation of scientific results. The S. cerevisiae CNMN-Y-20 strain was deposited 

in the CNMN of IMB and used in scientific research. The polysaccharide bioproduct "Glucan-

20" has been used in diets of fish larvae and juveniles. (Implementation Acts: Nr. 1 from 

17.07.2014, Nr. 3 from 17.07.2015, Nr. 4 from 10.10.2016, Nr. 85a from 04.09.2017). 
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LISTA ABREVIERILOR 

AP actinoplaşti 

BIG1 Bad In Glucose protein  

B.U. biomasă uscată 

CNMN Colecţia Naţională de Microorganisme Nepatogene 

CNMN-Y Colecţia Naţională de Microorganisme Nepatogene – Yeasts 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid  

FKS1 FK506 Sensitivity - 1,3-β-glucan synthase component  

FLI finger-like invagination  

FT-IR Fourier Transform Infrared spectroscopy 

FT-Raman Fourier Transform Raman spectroscopy 

GPI Glycosylphosphatidylinositol  

KNH1  Kre9(Nine) Homolog  

KRE5 Killer toxin-Resistance protein 5  

KRE6 Killer toxin-Resistance protein 6  

KRE9 Killer toxin-Resistance protein 9 

MAP kinase Mitogen-Activated Protein kinase  

NP nanoparticule 

PVP Poli(N-vinilpirolidonă) 

RHO1 Ras HOmolog1  

ROT1 Reversal Of Tor2 lethality  

R-ZZ Rieder + zaharoză + zinc  

SDS Sodium Dodecyl Sulfate  

S.U. substanţă uscată 

SKN1 Suppressor of Kre Null β-glucan  

UMM 

 

unde milimetrice 

YPD Yeast Extract Peptone Dextrose medium 

 

 

 



 10 

INTRODUCERE 

Actualitatea şi importanţa cercetărilor. Importanţa β-glucanilor pentru medicină, 

farmaceutică, industria alimentară şi alte domenii ale economiei condiţionează dezvoltarea 

rapidă a industriei de producere a acestor polizaharide complexe constituite din unităţi de D-

glucopiranoză conjugate în poziţiile β-(1-6) şi β-(1-3) [234]. Levurile genului Saccharomyces se 

numără printre producători performanţi de β-glucani cu proprietăţi imunologice deosebite [133]. 

Interesul înalt faţă de 1,3- şi 1,6-ß-glucani este condiţionat şi de activitatea antibacteriană, 

antivirală, anticancerigenă, antioxidantă, antimutagenă, hipocolesterolemică, detoxifiantă, etc. 

[146, 228, 273]. 

Pentru dezvoltarea biotehnologiilor moderne de obţinere a β-glucanilor este evidentă 

oportunitatea selectării tulpinilor cu calităţi performante utilizate în producerea industrială. 

Producţia de β-glucani depinde în mod semnificativ de conţinutul lor în peretele celular al 

levurii. În general, schimbările în starea fiziologică a celulei şi reacţia sa la influenţa factorilor 

externi sunt legate de structura peretelui celular. Arhitectura peretelui celular şi mecanismele 

responsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi controlate prin compoziţia mediului de 

cultură şi condiţiile de cultivare [155]. O problemă ştiinţifică importantă ţine de elaborarea unor 

formule noi ale mediilor de fermentaţie şi evidenţierea condiţiilor optime de cultivare în 

profunzime a tulpinilor de levuri selectate. Conform unor autori, temperatura de cultivare, pH-ul, 

aeraţia mediului şi durata procesului de cultivare, determină activitatea fiziologică a culturilor şi 

acţionează asupra proprietăţilor şi compoziţiei biochimice a microorganismelor [228, 233]. 

De asemenea, actuale şi importante sunt cercetările destinate studiului influenţei asupra 

levurilor a nanoparticulelor oxizilor de metale şi undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. 

Mecanismele posibile de influenţă a nanoparticulelor la nivel celular au fost cercetate parţial de 

către specialişti în domeniu [110, 178]. Importante sunt rezultatele investigaţiilor acţiunii undelor 

milimetrice asupra dezvoltării şi proliferării celulelor, activităţii enzimelor şi altor sisteme 

biologice. În zona de interes intră şi modelarea teoretică a mecanismelor posibile de interacţiune 

a undelor milimetrice cu obiectele biologice, inclusiv microorganismele [172]. 

Situaţia în domeniul de cercetare. Cererea de substanţe naturale biologic active de 

origine polizaharidică cu efect sanogen a dat un impuls simţitor cercetărilor orientate spre 

identificarea noilor surse, precum şi a procedeelor şi tehnologiilor de obţinere a preparatelor 

sigure pentru utilizare [106]. În ultimii ani în calitate de astfel de surse sunt studiate 

microorganismele, în special levurile, capabile să sintetizeze un complex de substanţe bioactive, 

inclusiv β-glucani, care au un rol impunător în activitatea vitală a organismelor vii [253] şi 

obţinerea cărora din punct de vedere economic este avantajoasă. Luând în consideraţie că 
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biomasa de Saccharomyces cerevisiae este lipsită de efecte toxice asupra organismelor vii, fiind 

utilizată în hrana omului peste 2000 mii ani şi posibilitatea reglării productivităţii şi activităţii 

biosintetice a levurilor prin optimizarea condiţiilor de cultivare, mediilor nutritive şi utilizarea 

diferitor factori chimici şi fizici [74, 184], considerăm oportune cercetările orientate spre 

elaborarea tehnologiilor de cultivare a acestui obiect biotehnologic şi obţinere a β-glucanilor. 

Reieşind din cele expuse, o soluţie inovativă pentru obţinerea β-glucanilor din levuri poate 

fi identificarea noilor procedee de reglare a biosintezei lor, rezultate care vor servi ca bază la 

elaborarea tehnologiilor microbiene pentru producerea preparatelor cu utilizări polivalente. 

Scopul lucrării constă în elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obţinere a β-

glucanilor din levuri. 

Pentru realizarea scopului au fost trasate următoarele obiective:  

 Selectarea nutrienţilor şi condiţiilor optime de cultivare submersă a tulpinii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 în vederea ameliorării biosintezei β-glucanilor; 

 Elucidarea acţiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei β-

glucanilor şi altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20; 

 Evaluarea efectelor undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra 

biosintezei β-glucanilor şi altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-

20; 

 Elaborarea tehnologiei de obţinere a β-glucanilor din biomasa levuriană. 

Noutatea şi originalitatea ştiinţifică. În premieră se propune o tehnologie inovativă de 

cultivare a levurii S. cerevisiae şi de obţinere a β-glucanilor, bazată pe procedee avantajoase de 

sinteză orientată, care contribuie la ameliorarea calităţii şi sinecostului produsului final. Au fost 

selectaţi  nutrienţii preferenţiali şi elaborate două medii de cultură pentru tulpina S. cerevisiae 

CNMN-Y-20, au fost stabilite condiţiile speciale de cultivare pentru sporirea biosintezei β-

glucanilor. În premieră s-a demonstrat că nanoparticule TiO2 şi ZnO, utilizate la cultivarea 

levurii, influenţează procesul de biosinteză a β-glucanilor şi altor constituiente celulare, efectul 

exprimându-se în funcţie de dimensiunile şi concentraţiile nanoparticulelor. În premieră a fost 

elucidat caracterul acţiunii undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra biosintezei β-

glucanilor şi altor componente celulare în dependenţă de spectrul de frecvenţă şi durata de 

iradiere. Pentru prima dată au fost elaborate 2 procedee noi de sporire a conţinutului de β-glucani 

la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, dintre care unul a fost brevetat. 

Problema ştiinţifică importantă soluţionată în lucrare. Au fost determinaţi parametrii 

biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la 
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eficientizarea procedeelor de sinteză orientată a β-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea 

tehnologiei de obţinere a acestor compuşi biologic activi valoroşi. 

Semnificaţia teoretică. Este fundamentată ştiinţific şi demonstrată posibilitatea dirijării 

proceselor biosintetice şi sporirii potenţialului de producere a β-glucanilor la cultivarea levurii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 prin tehnologia cu utilizarea nutrienţilor preferenţiali, condiţiilor 

speciale de cultivare, a nanoparticulelor şi undelor milimetrice în calitate de stimulatori. 

 Valoarea aplicativă. Se propun spre valorificare: tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-

Y-20, brevetată ca sursă de β-glucani; două variante de medii nutritive şi două procedee de 

sinteză orientată cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor de metale şi undelor milimetrice cu 

frecvenţă extra înaltă ca factori reglatori, care asigură sporirea semnificativă a cantităţii de β-

glucani în biomasa levuriană; metoda de extragere a β-glucanilor, caracterul inovaţional al căreia 

permite de a reduce etapele suplimentare de distrugere a peretelui celular şi extragere a β-

glucanilor; bioprodusul „Glucan-20” cu activitate fiziologică înaltă. 

Aprobarea rezultatelor ştiinţifice. Materialele expuse în teza de doctor au fost 

comunicate şi discutate la: Всероссийский симпозиум с международным участием 

„Современные проблемы физиологии, экологии и биотехнологии микроорганизмов”, 

Москва, 2014; Conferinţa ştiinţifică naţională cu participare internaţională „Integrare prin 

cercetare şi inovare”, Chişinău, 2014; Conferinţa Ştiinţifică Internaţională a Doctoranzilor 

„Tendinţe contemporane ale dezvoltării ştiinţei: viziuni ale tinerilor cercetători”, Chişinău, 2015, 

2016, 2017; Conferinţa Ştiinţifică Internaţională “Ştiinţele vieţii în dialogul 

generaţiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar şi de afaceri", Chişinău, 2016; 

Международная научная конференция молодых ученых, аспирантов и студентов 

„Научные достижения молодежи – решению проблем питания человечества в XXI веке”, 

Киев, Украина, 2016; International Conference „NANO-2016 Ethical, Ecological and Social 

Problems of Nanoscience and Nanotechnologies”, Chişinău, 2016; International Scientific 

Conference on Microbial Biotechnology 2
nd

 and 3
rd

 editions, Chişinău, 2014, 2016; 40th 

international invention show, 11th invention and prototype show and student business plan 

competition Karlovac, Croatia, 2015; Salonul internaţional al cercetării, inovării şi inventicii 

„PROINVENT”, Cluj-Napoca, România, 2016; European Exhibition of Creativity and 

Innovation „EUROINVENT”, Iasi, Romania, 2015, 2016, 2017. 

Publicaţiile la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 36 lucrări ştiinţifice: 15 articole 

în reviste recenzate (3 – în reviste internaţionale; 2 – în monoautorat), 12 teze la conferinţe 

internaţionale şi naţionale (6 – în monoautorat), 3 brevete de invenţie, 6 materiale la saloane de 

invenţii. 
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Volumul şi structura tezei. Teza constă din patru capitole, are un volum de bază de 124 

pagini, conţine 11 tabele şi 68 figuri. Lista surselor bibliografice citate include 281 titluri. 

Cuvintele cheie: Tehnologie de cultivare, levuri, Saccharomyces cerevisiae, β-glucani, 

carbohidraţi, proteine, nanoparticule, unde milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. 

Sumarul compartimentelor tezei. Teza constă din 4 capitole, primul dintre care prezintă 

analiza situaţiei din domeniu, iar următoarele trei reflectă contribuţiile metodice şi rezultatele 

propriilor cercetări. 

 

1. LEVURILE – SURSE VALOROASE DE β-GLUCANI prezintă o analiză amplă şi 

minuţioasă a publicaţiilor ştiinţifice de ultimă oră la tema de cercetare. În capitol este 

argumentată oportunitatea studierii β-glucanilor levurieni, care se bazează pe activitatea 

biologică valoroasă a acestor polizaharide şi potenţialul lor înalt de utilizare în medicină, 

farmaceutică, cosmetologie, acvacultură, zootehnie şi industria alimentară şi pe inofensivitatea şi 

nontoxicitatea lor. 

Capitolul include o caracteristică amplă a structurii şi componenţei peretelui celular la S. 

cerevisiae, inclusiv a componentei sale de bază – β-glucani. Este elucidat mecanismul de 

biosinteză a β-glucanilor şi evidenţiate principalele enzime şi gene responsabile de biogeneza 

diferitor modificări ale acestora. 

O atenţie deosebită se atrage posibilităţii modelării biosintezei β-glucanilor levurieni prin 

varierea surselor nutritive şi optimizarea condiţiilor de cultivare. Este analizată influenţa 

nanoparticulelor de diferită natură şi a undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra 

diferitor organisme vii şi posibilitatea utilizării acestor factori în calitate de stimulatori ai sintezei 

β-glucanilor la levuri. 

Sunt reflectate diverse metode de extracţie şi purificare a β-glucanilor, care permit 

obţinerea din biomasa levuriană a preparatelor β-glucanice de calitate şi cu activitate înaltă. 

Prin analiză amplă a literaturii de specialitate se ajunge la concluzia că levurile S. 

cerevisiae sunt o sursă biotehnologică importantă pentru obţinerea preparatelor β-glucanice 

biologic active, atât datorită componenţei biomasei, cerinţelor nutritive minime, cât şi 

posibilităţii dirijării proceselor biosintetice prin varierea diferitor factori de cultivare. În final este 

formulată problema de cercetare şi direcţiile de rezolvare a acesteea, sunt definite scopul şi 

obiectivele cercetării. 

 

2. BIOSINTEZA β-GLUCANILOR LA TULPINA SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE CNMN-Y-20 ÎN FUNCŢIE DE NECESITĂŢILE NUTRITIVE ŞI 
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CONDIŢIILE DE CULTIVARE este dedicat cercetărilor ce ţin de eficientizarea metodei de 

extragere a β-glucanilor, evaluarea capacităţilor de acumulare a biomasei şi biosinteză a β-

glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, în funcţie de necesităţile nutritive şi condiţiile 

de cultivare. 

Studiul comparativ a metodelor de dezagregare a celulelor a demonstrat, că cea mai 

eficientă metodă este omogenizarea cu durata de tratare a biomasei 10 minute. Aplicarea acestui 

procedeu de preparare a pereţilor celulari în combinaţie cu tratarea alcalin-acidă sporeşte cu 

34,5% conţinutul de β-glucani extraşi din pereţii celulari levurieni şi reduce durata de extragere 

cu 24 ore comparativ cu procedeul martor. 

Au fost studiate sursele optimale de carbon şi azot, care asigură obţinerea cantităţilor 

maxime de β-glucani. 

În baza rezultatelor obţinute, utilizând metoda planificării matematice a experienţelor, a fost 

elaborat mediul nutritiv, numit convenţional R-ZZ [13], pentru cultivarea tulpinii S. cerevisiae 

CNMN-Y-20, care permite de a obţine cu 31,8% mai mulţi β-glucani comparativ cu martorul. 

În cazul cultivării tulpinii pe mediul YPD modificat – YPD-4, suplimentat cu acetatul de 

zinc, cantitatea de β-glucani este inferioară martorului cu 5,8-11,4%. În consecintă, pentru 

cercetările ulterioare a fost utilizat mediul YPD-4. 

Cercetările destinate evaluării influenţei condiţiilor de cultivare asupra sintezei β-glucanilor 

la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 au stabilit că temperatura de 25°C, concentraţia O2 în 

mediul de cultură – 81,3...83,3 mgL
-1 

şi durata de 120 ore sunt optime pentru cultivarea tulpinii 

S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi producerea β-glucanilor pe mediul optimizat R-ZZ. 

Astfel, au fost stabiliţi metoda de extragere a β-glucanilor, nutrienţii preferenţiali şi 

condiţiile optime de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru obţinerea biomasei cu 

conţinut sporit de β-glucani. În baza acestor rezultate se propune un procedeu de cultivare a 

tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 [22].  

 

3. POTENŢIALUL BIOTEHNOLOGIC A LEVURII SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE CNMN-Y-20 SUB INFLUENŢA NANOPARTICULELOR OXIZILOR 

METALICI prezintă rezultatele cercetărilor proprii ce ţin de elucidarea influenţei 

nanoparticulelor oxizilor de metale asupra proprietăţilor morfo-culturale, viabilităţii, producţiei 

de biomasă, activităţii biosintetice şi enzimatice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Au fost testate nanoparticulele de TiO2 şi ZnO. Efecte de stimulare a sintezei β-glucanilor 

au fost obţinute pentru nanoparticulele de ZnO cu dimensiunea 30 nm în concentraţie de 5-10 

mg/L. 
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Nanoparticulele de ZnO de asemenea s-au manifestat în calitate de remediu ce înlătură 

efectele negative ale alcoolului. Datele obţinute au confirmat că nanoparticulele ZnO nu pot 

înlătura efectul negativ al concentraţiilor înalte de alcool etilic asupra multiplicării celulelor S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 şi producţiei de biomasă, în acelaşi timp influenţează pozitiv procesul 

de biosinteză a β-glucanilor, carbohidraţilor şi proteinelor. Nanoparticulele ZnO (30 nm), 

aplicate în procesul de cultivare a levurii, pot fi precăutate ca un factor eficient pentru a spori 

producţia de β-glucani sub aspect industrial. S-a constatat că ponderea conţinutului de β-glucani 

este maximală în cazul cultivării tulpinii în prezenţa a 5 mg/L nanoparticule ZnO şi 2% alcool 

etilic. Rezultatele obţinute au stat la baza elaborării unui procedeu nou de stimulare a biosintezei 

β-glucanilor, care permite de a obţine cu 30,7% mai mulţi β-glucani faţă de martor [11, 88]. 

 

4. ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE CULTIVARE A TULPINII S. CEREVISIAE 

CNMN-Y-20 ŞI DE OBTINERE A β-GLUCANILOR este dedicat  elaborării unei tehnologii 

integrate de obţinere a β-glucanilor, care include utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţa extra 

înaltă. 

Studiul ce reflectă acţiunea undelor milimetrice cu frecvenţa  f=53,33 GHz în funcţie de 

durata de  iradiere a demonstrat, că în intervalul de 15-20 minute de iradiere tulpina acumulează 

activ carbohidraţi, inclusiv β-glucani şi proteine. Între conţinutul de biomasă, carbohidraţi, β-

glucani, proteine şi activitatea catalazei la tulpina de levuri iradiată s-a stabilit un grad înalt de 

dependenţă (coeficienţii de determinare variază în limitele R²=0,633...0,949), fapt ce 

demonstrează că sinteza acestor componente celulare este influenţată de acelaşi factor, undele 

milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz. În baza acestor rezultate a fost elaborat un procedeu de 

stimulare a biosintezei β-glucanilor, bazat pe iradierea tulpinii cu unde milimetrice cu frecvenţa 

f=53,33 GHz timp de 20 minute. Avantajul procedeului propus constă în majorarea conţinutului 

de β-glucani cu 25,7% faţă de martor. Procedeul este brevetat [7]. 

Cercetările ce ţin de influenţa undelor milimetrice asupra tulpinii studiate au permis 

elaborarea tehnologiei de producere a β-glucanilor, bazat pe utilizarea undelor milimetrice cu 

frecvenţă extra înaltă în calitate de factor reglator. 

Tehnologia elaborată asigură un spor al cantităţii de β-glucani de până la 25,2% faţă de 

tehnologia martor. 

În baza β-glucanilor obţinuţi conform tehnologiei a fost elaborat preparatul biologic activ 

Glucan-20, care în componenţa raţiilor furajere, majorează cu 22,0-26,7% supravieţuirea 

larvelor, cu 16,9-24,0% masa medie a unei larve, cu 45,2-56,3% ihtiomasa generală medie. 
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Rezultatele obţinute la crescătoriile de peşti au fost brevetate [8] şi sunt documentate prin acte de 

implementare. 

Astfel, această lucrare dezvăluie mai multe aspecte, scopul final al cărora este selectarea 

mediului şi condiţiilor optime de cultivare a producătorului, evaluarea stimulatorilor chimici şi 

fizici ai sintezei β-glucanilor, elucidarea metodelor eficiente de extracţie a β-glucanilor, elaborarea 

tehnologiei de obţinere a acestora, testarea lor în practică şi deci prezintă atât importanţă teoretică, 

cât şi valoare aplicativă. 
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1. LEVURILE – SURSE VALOROASE DE β-GLUCANI 

 

1.1. Oportunitatea studierii β-glucanilor la levuri 

În ultimele decenii biotehnologiile microbiene au influenţat tot mai mult întreaga activitate 

umană, iar comunitatea ştiinţifică internaţională acordă o atenţie deosebită studiilor de estimare a 

biodiversităţii microorganismelor şi utilizare a acestora în diverse procese biotehnologice. O 

problemă actuală este căutarea noilor surse de materie primă pentru elaborarea preparatelor 

medicamentoase şi profilactice, suplimentelor furajere şi alimentare biologic active. În ultimii 

ani în calitate de astfel de surse sunt studiate microorganismele şi în special drojdiile, capabile să 

sintetizeze un complex de substanţe bioactive, inclusiv polizaharide, cu un rol important în 

activitatea vitală a organismelor vii [253], obţinerea cărora este mult mai avantajoasă din punct 

de vedere economic în comparaţie cu cele de origine animală şi vegetală. 

Producerea microbiologică a polizaharidelor biologic active este una din ramurile 

biotehnologiilor ce se dezvoltă rapid. În prezent industria microbiologică produce un spectru larg 

de polizaharide valoroase: WGP (whole glucan particles), Zymosan, Curdlan, dextran, xantan, 

etc. [121]. Însă toate aceste preparate sunt importate în Republica Moldova, fapt ce evidenţiază 

necesitatea şi actualitatea cercetărilor ce ţin de elaborarea tehnologiilor autohtone de obţinere a 

polizaharidelor naturale. 

Printre producători de polizaharide se regăsesc reprezentanţi ai diferitor clase, familii, 

genuri şi specii de microorganisme. Însă cei mai mulţi aparţin regnului Fungi printre care pot fi 

menţionate macromicetele cei din genurile Lentinus, Ganoderma, Agaricus, [119] şi 

micromicetele din genurile Candida, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Neurospora, 

Rhodotorula şi Saccharomyces, care conţin până la 40-55% polizaharide intracelulare [234]. În 

acest context, un mare interes ştiinţifico-practic, la momentul actual, îl prezintă polizaharidele de 

bază ale peretelui celular al levurilor, şi anume glucanii. 

Deşi printre levurile producătoare de polizaharide, utilizate în alimentaţie, se regăsesc 

reprezentanţi ai genurilor Zygosaccharomyces, Kloeckera, Kluyveromyces, Debaryomyces, totuşi 

Saccharomyces cerevisiae rămâne o sursă majoră de β-glucani [49, 78, 184]. 

β-glucanii obţinuţi din levuri au fost aprobaţi de Autoritatea Europeană pentru Siguranţa 

Alimentară ca ingrediente alimentare noi [106] şi recunoscute ca fiind sigure GRAS (Generally 

Recognized as Safe) de către Administraţia SUA pentru Alimente şi Medicamente [120, 253, 

275]. 

Saharomicetele sunt utilizate în producerea alimentelor şi băuturilor fermentate timp de mii 

de ani şi sunt cele mai detaliat studiate microorganisme, ale căror condiții de cultivare sunt foarte 
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bine cunoscute şi pot fi optimizate pentru a maximiza randamentul de producere a β-glucanilor. 

Din punct de vedere biotehnologic ele au avantajul de a produce o cantitate mare de biomasă cu 

cheltuieli minime. Biomasa de levuri în calitate de produs secundar al producţiei de bere, vin ar 

putea fi de asemenea utilizată ca materie primă pentru obţinerea β-glucanilor [257]. 

β-glucanii sunt polizaharide ale monomerilor de D-glucoză legaţi prin legături β-

glicozidice. În calitate de fibre dietetice, β-glucani se găsesc într-o varietate largă de surse 

naturale: drojdii, ciuperci, bacterii, alge, orz şi ovăz [280]. Aceştea posedă mai multe proprietăţi 

benefice graţie căror şi-au găsit aplicaţie în diverse domenii. Pe lângă perspectiva utilizării lor în 

medicină, β-glucanii prezintă interes major pentru industria alimentară, cosmetică, farmaceutică, 

chimică, veterinărie şi producerea furajelor [117, 281]. Obţinuţi din diferite surse naturale, 

posedă activitate biologică înaltă, ceea ce îi face indispensabili pentru obţinerea diferitor produse 

medicamentoase, alimentare şi de uz veterinar. 

Efectul antiviral şi antibacterian [37, 55, 64], proprietăţile imunomodulatoare [70, 71, 235], 

imunostimulatoare [80, 133, 252], şi anticancerigene [51, 83, 84, 137] a β-glucanilor permit 

utilizarea lor la elaborarea medicamentelor anticancerigene şi evidenţiază semnificaţia 

biomedicală deosebită a acestora. Recent s-au confirmat proprietăţile hipocholesterolemice [149, 

263], antimutagene [169], antiinflamatorii [105, 135] şi antioxidante [165, 183] ale β-glucanilor, 

lărgind şi mai mult spectrul de utilizare a acestor compuşi în medicină şi farmaceutică. 

Utilizarea β-glucanilor şi altor polizaharide biologic active de origine naturală deschid noi 

perspective privind tratamentul şi prevenirea bolilor alergice. Mecanismele de acţiune a acestor 

substanţe se bazează pe activarea răspunsului limfocitelor TH1, suprimarea paralelă a reacţiilor 

alergice imune ale organismelor vii şi restabilirea echilibrului limfocitar TH1/TH2/TH17. 

Imunomodularea prezintă pe viitor o abordare eficientă în prevenirea şi tratamentul astmului 

bronşic şi altor boli alergice [136, 240]. 

Rezultate promiţătoare au fost obţinute privind posibilitatea reglării nivelului de zahăr în 

sînge cu ajutorul β-glucanilor. Astfel, efect benefic asupra indicelui glicemic a avut ingestia de 

β-glucani, din S. cerevisiae şi alte surse naturale, de către animale [95, 96, 161] şi om [126]. 

1,3-β-glucan liniar din Saccharomyces cerevisiae stimulează proliferarea fibroblaştilor, 

creşterea numărului de plasmocite, contribuind la cicatrizarea rănilor şi vindecarea mai rapidă a 

ulcerului venos la om. Rezultatele sugerează că β-glucanii sunt stimulatori ai procesului de 

vindecare naturală a rănilor. Însă pentru a elucida mecanismele de acţiune şi a evalua beneficiile 

terapeutice a acestor polizaharide sunt necesare studii detaliate suplimentare [220]. 
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Tulpinile de levuri S. cerevisiae din diferite subspecii şi variante pot fi incluse în grupul 

microorganismelor prebiotice din care face parte Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. 

Rezultatele unor studii recente a Jawhara et al. [135] confirmă acest fapt, iar activitatea biologică 

înaltă a acestor tulpini, se datorează prezenţei ß-glucanilor în peretele celular [140, 154]. Aceste 

tulpini prezintă o activitate biologică semnificativă, care constă în prevenirea adeziunii tulpinilor 

de microorganisme patogene la epiteliul intestinal, inhibarea activităţii toxinelor bacteriilor 

patogene, prevenirea diareelor după tratament cu antibiotice, imunostimulare şi activitate anti-

inflamatorie. 

Micotoxinele, produse de multe specii de Aspergillus (predominant Aspergillus flavus şi 

Aspergillus parasiticus), reprezintă un pericol eminent pentru organismele vii, fiind unul din cei 

mai persistenţi contaminanţi ai hranei. Aceste toxine au efecte adverse semnificative asupra 

sănătăţii animalelor şi a omului. Astfel de toxine cresc susceptibilitatea la infecţii, compromit 

sistemul imunitar. Expunerea permanentă la micotoxine cauzează necroza hepatică acută, care 

poate duce la ciroză sau carcinoma ficatului. Insuficienţa hepatică acută se manifestă prin 

hemoragie, edem, modificări ale digestiei, absorbţiei şi metabolismului nutrienţilor. Studiile 

recente sugerează posibilitatea uitilizării β-glucanilor în calitate de detoxificanţi pentru reducerea 

şi evitarea efectelor negative cauzate de agenţii toxici din mediu [72, 163, 202, 259]. 

În prezent tot mai des se discută despre utilizarea biomasei de levuri S. cerevisiae şi a 

derivatelor acesteia de natură polizaharidică la remedierea siturilor poluate cu metale grele: Cd, 

Cu, Hg, Pb, Cr, Cs, Ni, U, Sr, Zn, etc. Mecanismul de biosorbţie este bazat pe interacţiunea 

ionilor metalici cu peretele celular al levurilor [166, 218, 226, 231]. 

Actualmente, graţie proprietăţilor antioxidante, de vindecare a plăgilor, protecţie de 

radiaţiile ultraviolete şi reducere a ridurilor, efectului de hidratare a tenului şi măririi 

permiabilităţii pielii, este discutată pe larg posibilitatea utilizării β-glucanilor din diferite surse 

naturale în cosmetologie [53, 104] 

Investigaţiile de ultimă oră reliefează perspectiva utilizării glucanilor în zootehnie şi 

acvacultură, domenii ale economiei ce prezintă interes deosebit pentru Republica Moldova. 

Dezvoltarea intensivă a acvaculturii şi zootehniei este indispensabil însoţită de creşterea 

numărului de boli cauzate de diverse microorganisme. Pentru a preveni şi controla aceste boli se 

utilizează diferite medicamente, produse chimice sintetice şi vaccinuri. O abordare alternativă 

este aplicarea unor compuşi naturali pentru stimularea sistemului imunitar al peştilor şi 

animalelor. Aceşti compuşi sunt cunoscuţi ca imunostimulatori, rolul benefic al căror în 

managementul bolilor deja e stabilit. Astfel, e demonstrat că atât biomasa S. cerevisiae cât şi 

derivatele acesteia, în special β-glucanii, suplimentate la nutrienţii specifici îmbunătăţesc 
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calitatea furajelor, stimulează răspunsul imun, creşterea şi dezvoltarea organismelor, majorează 

supravieţuirea animalelor nounăscute şi a puietului de peşte [25, 34, 71, 148, 174, 177, 200, 262]. 

Potenţialul înalt de utilizare a β-glucanilor şi altor derivate a biomasei de levuri ca 

hidrocoloizi în industria alimentară se bazează în principal pe proprietăţile lor reologice, adică 

capacitatea lor de gelifiere şi capacitatea de a mări viscozitatea soluţiilor apoase. Astfel, β-

glucani din diferite surse naturale sunt utilizaţi ca agenţi de îngroşare pentru a modifica textura, 

aspectul şi parametrii organoleptici ai produselor alimentare [49, 69, 119]. În plus, ei pot fi 

utilizaţi ca stabilizatori în fabricarea produselor dietice cu conţinut scăzut de grăsimi, cum ar fi 

sosurile pentru salate, biscuiţi, îngheţată, iaurturi şi brânză [153, 212, 251, 275, 281]. β-glucanii 

şi manoproteinele de levuri au fost de asemenea examinaţi în calitate de substituenţi ai grăsimilor  

în maioneză şi în alte produse alimentare [260, 265]. 

Astfel, activitatea biologică înaltă şi diversitatea domeniilor de utilizare a β-glucanilor 

fungici, în special a celor din levuri, evidenţiază oportunitatea studierii acestor compuşi, care 

posedă potenţial înalt în promovarea sănătăţii umane şi elaborarea preparatelor biologic active cu 

utilizări polivalente. 

 

1.2. Structura, compoziţia chimică şi mecanismul de biosinteză a β-glucanilor 

Peretele celular este vital pentru creşterea, supravieţuirea şi morfogeneza fungilor. El este o 

barieră de protecţie împotriva unei game largi de condiţii nefavorabile ale mediului, cum ar fi 

temperaturile joase şi înalte, deshidratarea şi stresul osmotic, precum şi împotriva altor 

microorganisme. Proteinele receptori ai peretelui celular permit fungilor să evalueze şi să 

răspundă la schimbările mediului înconjurător. Polizaharidele mediază proprietăţile adezive ale 

celulei fungice şi permite colonizarea mediilor noi. Peretele celular este, deasemenea, esenţial 

pentru participarea unei game largi de fungi la formarea biofilmului - nişă ecologică importantă 

pentru multe microorganisme. Pentru fungii patogeni, peretele celular determină virulenţa şi 

patogenitatea lor, le ajută la invazia ţesutului gazdă şi le oferă protecţie faţă de mecanismele de 

apărare ale gazdei. 

Sursele naturale majore de β-glucani sunt bacteriile, drojdiile, algele, ciupercile şi plantele 

[256]. Levurile sunt microorganisme bine cunoscute care se utilizează în biotehnologie din cele 

mai vechi timpuri, şi prezintă o sursă sigură şi importantă de β-glucani [264]. 

Pereţii celulari ai fungilor sunt compuşi din glucani, chitină şi chitosan, manoproteine 

şi/sau galactomanani şi glicoproteine. Componentele de bază a peretelui celular al S. cerevisiae 

sunt manoproteinele, 1,3-; 1,6-β-glucanii şi chitina (Figura1.1). O varietate largă de glucani: 1,3-

β; 1,4-β; 1,6-β; 1,3-ά; 1,4-ά) şi diferite combinaţii a acestora s-au identificat în pereţii celulelor 
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fungice. Aceşti polimeri sunt sintetizaţi pe membrană plasmatică cu ajutorul glucan sintazelor şi 

apoi exudaţi în spaţiul peretelui celular [234]. 

 

Fig. 1.1. Structura peretelui celular la S. cerevisiae [225]. 

 

Dintre cele 3 componente majore ale levurilor (lipide, proteine şi carbohidraţi), anume 

carbohidraţii şi-au găsit cea mai largă aplicare în practică, în special β-glucanii. 

Structura chimică nativă a β-glucanilor depinde de sursa din care sunt izolaţi. Fiecare tip de 

β-glucan, derivat din diferite surse, are o structură unică în care unităţile de glucoză sunt legate 

între ele în mod diferit [115, 239]. 

Polizaharidul β-D-glucan din levura este un biopolimer al D-glucozei. Acesta constituie un 

element structural major al peretelui celular de levuri. Celălalt element structural principal al 

peretelui celular sunt manoproteinele, costituite din polimeri ai manozei şi fracţiuni de proteine 

[152]. În peretele celular al levurii, se regăsesc două tipuri principale de β-D-glucani: 1,3-β-D-

glucan liniar, componenta principală (85%), reprezentând mai mult de 50-55% din peretele 

celular şi 1,6-β-D-glucan ramificat - (15%) (Figura 1.2) [155, 175]. În general, peretele celular 

reprezintă până la 30% din masa uscată a celulelor levuriene [48]. 

 

 

Fig. 1.2. Structura 1,3-β-D-glucanului liniar (A) şi 1,6-β-D-glucanului ramificat (B) al levurilor 

S. cerevisiae [115]. 

În literatura de specialitate în mod frecvent sunt descrise trei clase de β-glucani a levurilor, 

bazate pe proprietăţile lor de solubilitate: 1,3-β-glucan alcalin-insolubil-acid acetic insolubil, 
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care este responsabil de proprietățile mecanice şi structurale ale peretelui celular de levuri; 1,3-β-

glucan solubil în alcalii ce conferă flexibilitate peretelui celular; 1,6-β-glucan solubil în alcalii, 

care stă la baza structurii macromoleculare a peretelui celular de levuri, asigurând 

interconectarea dintre catenele liniare de 1,3-β-glucan, chitină şi manoproteine [266]. Această 

structură complexă asigură rigiditatea şi insolubilitatea peretelui celular de levuri. [270] Încă un 

polimer, 1,4-α-D-glucan, similar glicogenului, reprezentând 3-7% din peretele celular, poate fi 

asociat la β-glucani prin legături covalente, formând complecşi α, β-glucanici [151]. 

În peretele celular al levurilor S. cerevisiae 1,3-β-glucanul se organizează într-o structură 

complexă, compusă din lanţuri helix simple sau asociate în triplu helix, stabilizată prin legături 

de hidrogen (Figura 1.3) [153]. 

 

Fig. 1.3. Structura Triplu-Helix a 1,3-β-D-glucanilor din peretele celular al S. cerevisiae conform 

[276]. 

 

Moleculele de glucan asociate prin legături de hidrogen laterale formează subunităţi 

microfibrilare similare cu cele de celuloză sau de xilan. La rândul lor, microfibrilele de glucan se 

asociază, organizând în interiorul matrixului parietal o reţea cu o arhitectură şi topografie 

complicată. Experienţele cu protoplaştii de levuri au arătat că aceştia regenerează pe suprafaţa 

lor o structură reticulară glucanică, dar care pare să difere de glucanii insolubili ai peretelui nativ, 

ce rămân după extracţia manoproteinelor [150]. Astfel, 1,3-β-glucanul este foarte potrivit pentru 

a servi ca bloc major de construcţie a peretelui celular. 

Sinteza peretelui celular la levuri are loc pe membrana plasmatică şi este dependentă de 

proteinchinazele secretorii şi controlată de un sistem enzimatic echilibrat, care conţine hidrolaze, 

glicozidaze, glicoziltransferaze şi transglicozilaze. Acest sistem numit GH72, ce conţine 72 de 

enzime, este prezent în organismele fungice şi posedă funcţia importantă de  sinteză a unităţilor 

de structură şi alungire a lanţurilor de 1-3-; 1-6-β-glucan. Cu toate acestea, mecanismele 

moleculare care controlează echilibrul între hidroliză şi transglicozilare în aceste sisteme nu sunt 

pe deplin elucidate [124, 132, 224]. 
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1,3-β-glucanul este sintetizat de 1,3-β-glucan sintază, o enzimă asociată cu membrana 

plasmatică situată în multiple domenii transmembranare. Enzima utilizează UDP-glucoza 

citoplasmatică ca substrat şi adaugă monomeri de glucoză la capătul polimerului glucanic liniar. 

S. cerevisiae posedă trei gene răspunzătoare de producerea 1,3-β-glucan sintetazei, dar principală 

este FKS1, care funcţionează ca sintetază de bază a 1,3-β-glucanilor în timpul creşterii şi 

dezvoltării levurii [143]. 

FKS1 se găseşte în asociere cu proteină G RHO1, care funcţionează ca subunitate de 

reglementare pentru FKS1. Funcţia RHO1 în sistemul de transducţie a semnalelor este controlul 

căilor de semnalizare a MAP (mitogen-activated protein) chinazei, care reglează creşterea 

celulelor şi integritatea peretelui celular. Asocierea FKS1 cu G RHO1 este necesară pentru a 

activa sau inhiba sinteza 1,3-β-glucanului în condiţii normale sau de stres [143, 155, 242]. 

Mobilitatea FKS1 1,3-β-glucan sintetazei, necesară pentru sinteza şi asamblarea uniformă a 

peretelui celular, este asigurată de o proteină structurală numită actină. Aceasta se află în AP 

(actinoplaşti) în anumite locaţii a membranei plasmatice fiind de tip FLI (finger-like 

invagination), în care are loc sinteză şi asamblarea lanţurilor de 1,3-β-glucan în triplu-helix 

(nanofibrile elementare) şi în microfibrile [144, 191]. Datorită importanţei sale în biogeneza 

peretelui celular, 1,3-β-glucan sintetaza este o ţintă primordială pentru acţiunea agenţilor 

antifungici [85]. 

β-glucanii reprezintă aproximativ 30-60% din masa uscată a peretelui celular al S. 

cerevisiae, manoproteinele şi chitina constituie 20-50% şi respectiv 1-2%. Moleculele de 1,3-β-

glucan sunt formate din aproximativ 1500 monomeri de glucoză, iar ponderea acestui polimer în 

conţinutul total de glucan atinge 65-90%. 1,6-β-glucanul este un polimer cu greutate moleculară 

mică, constituit în medie din 130-150 fragmente de glucoză [152, 155]. 

1,6-β-glucanul este o componentă specifică esenţială a peretelui celular al S. cerevisiae 

care interconectează toate celelalte componente structurale într-un grilaj. Eforturi considerabile 

au fost îndreptate la identificarea şi caracterizarea etapelor biosintezei sale din punct de vedere 

genetic şi biochimic. Studiile arată că acest polimer joacă un rol central în structura peretelui, şi 

leaga lanţurile de glucan 1,3-β- cu chitina de manoproteine. Cercetările genetice au identificat 

genele ce codifică pentru enzimele responsabile de sinteza 1,6-β-glucanului, defectarea cărora 

duce la diverse modificări în structura 1,6-β-glucanului, de multe ori cu consecinţe letale. 

Acestea includ genele responsabile de sinteze proteinelor specifice cu acelaşi nume KRE5, 

BIG1 şi ROT1, care au fost localizate în reticolul endoplasmatic şi controlează împachetarea şi 

transportul moleculelor în aparatul Golgi. Proteinele KRE6 şi SKN1 sunt de asemenea necesare 

pentru sinteza normală a 1,6-β-glucanului. Secvenţa şi structura lor sugerează că aceste proteine 
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sunt glicozilhidrolaze sau transglicozidaze şi au menirea de a forma reţeaua de 1,6-β-glucanul în 

peretele celular. Studiile asupra proteinelor KRE6 şi SKN1 indică că acestea sunt localizate în 

aparatul Golgi. KRE1 este o proteină glicosilphosphatidilinositol GPI ancorată care deasemenea 

este necesară pentru sinteza normală a peretelui celular şi are funcţia de a alungi lanţul de 1,6-β-

glucan. KRE9 şi KNH1 sunt o pereche dublă de proteine a peretelui care nu sunt legate de GPI şi 

au funcţia de a direcţiona corect încorporarea 1,6-β-glucanului în peretele celular, depistarea 1,6-

β-glucan sintazei în membrana plasmatică şi legarea polimerilor componenţi ai peretelui între ei 

[155, 242]. Pierderea ambelor, KRE9 şi KNH1, este letală. Sinteză 1,6-β-glucanului este 

localizată pe membrana plasmatică, iar 1,6-β-glucan sintetaza funcţionează similar şi 1,3-β-

glucan sintetaza [234]. 

Produsele activităţii acestor gene au fost localizate în întreaga cale secretorie şi la suprafaţa 

celulelor. Cu toate acestea, activitatea majorităţii genelor identificate rămâne necunoscută, ceea 

ce face neclar în ce măsură şi mod acestea contribuie la modificarea compoziţiei β-glucanilor. 

Date curente structurale şi genetice au permis dezvoltarea unor modele pentru a prezice 

procesele biosintetice. Pe baza cunoştinţelor despre sinteza glucanilor şi a chitinei, este probabil 

că cea mai mare parte a lor se sintetizează la suprafaţa celulelor, dar necesită în prealabil 

evenimente cheie intracelulare [164]. 

Conţinutul de polizaharide şi manoproteine, gradul lor de polimerizare şi structura chimică 

sunt caracteristici individuale ale fiecărei tulpini, în funcţie de condiţiile de creştere şi timpul de 

cultivare [96]. Structura macromoleculară a polimerilor izolaţi din pereţii celulari a diferitor 

specii de levuri se caracterizează prin grad diferit de polimerizare şi ramificare. Astfel de 

parametri ca greutatea moleculară, gradul de ramificare şi structura primară, determină 

proprietăţile fizice şi chimice (de exemplu, solubilitatea) a β-glucanilor şi manoproteinelor de 

care depinde activitatea lor biologică [57, 207]. Greutatea moleculară a polizaharidelor este 

corelată cu activitatea lor antitumorală. Polizaharidele, în special de tip glucan - 1,3-β- şi 1,6-β- 

cu greutate moleculară mare, posedă activitate biologică înaltă, comparariv cu cele cu greutate 

moleculară mică. 

Insolubilitatea în apă a β-glucanilor din levuri limitează în mod substanţial aplicarea lor în 

practică. Pentru a facilita utilizarea practică, a majora şi diversifica activitatea biologică a β-

glucanilor au fost elaborate diverse metode pentru obţinerea derivaţilor β-glucanilor naturali. 

Aceste metode includ prepararea de derivaţi esterificaţi, sulfataţi, fosforilaţi şi carboximetilaţi ai 

β-glucanilor levurieni [112, 277]. 
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Aşadar, utilizarea practică a elementelor structurale ale pereţilor celulari ai levurilor 

depinde de specia şi chiar de tulpina de fungi, precum şi de metodele de cultivare a lor, metoda 

de izolare şi preparare a polizaharidelor [77]. 

Astfel, putem concluziona că structura β-glucanilor levurieni este foarte diversă şi ţine de 

varietatea taxonomică a microorganismelor din care sunt obţinuţi, iar activitatea lor biologică în 

mare măsură depinde atât de structura primară şi terţiară, greutatea moleculară, gradul de 

ramificare cât şi de metoda de izolare şi preparare. 

 

1.3. Modelarea biosintezei β-glucanilor prin varierea factorilor de cultivare 

Funcţionalitatea polizaharidelor şi randamentul de producere a acestora sunt extrem de 

dependente de varietatea taxonomică a producătorului, compoziţia mediului nutritiv, condiţiile 

de cultivare, cum ar fi temperatura, pH-ul, aeraţia şi durata acesteia [56, 74, 147]. 

Din punct de vedere biotehnologic, eficienţa procesului poate fi mărită prin stimularea 

biosintezei acestor polizaharide şi/sau obţinerea unei productivităţi mai mari a biomasei de 

levuri. Acest lucru poate fi realizat printr-o selecţie adecvată a compoziţiei mediului de cultură şi 

a condiţiilor de cultivare. Optimizarea acestor parametri în procesele de biosinteză a 

metabolitului dorit este unul dintre cele mai importante aspecte ale biotehnologiei industriale. 

Costurile întregului proces biotehnologic sunt determinate în primul rând de costul mediului 

nutritiv [190]. 

Un parametru important ce caracterizează mediul de cultură este raportul 

carbon:azot:fosfor (C:N:P) şi carbon:azot (C:N). Disponibilitatea şi proporţia corectă dintre 

elementele menţionate mai sus sunt importante din punct de vedere al cultivării şi utilizării 

biomasei microbiene, optimizării condiţiilor pentru biosinteza anumitor produse ale 

metabolismului microbian. În producerea biomasei levuriene, raportul cel mai favorabil de 

carbon, azot şi fosfor (C:N:P) este de aproximativ 6,25:1:0,125 [210]. 

La S. cerevisiae, modificări ale compoziţiei carbohidraţilor peretelui celular apar atunci 

când celulele cresc în diferite condiţii. În general, schimbările în starea fiziologică a celulei şi 

reacţia sa la condiţiile externe ar putea fi atribuite structurii dinamice a peretelui celular, în timp 

ce, arhitectura şi mecanismele celulare responsabile pentru sinteza acestuia pot fi controlate prin 

compoziţia mediului de cultură [67]. Astfel, Aguilar-Uscanga şi François au confirmat că 

conţinutul de ß-glucani şi manoproteine în peretele celular al levurilor este strâns legat de 

condiţiile de creştere şi biosinteză a polizaharidelor levuriene, fiind influenţat mult de tipul sursei 

de carbon şi azot, pH-ul mediului, temperatura de cultivare, gradul de oxigenare a mediului, 

precum şi faza de dezvoltare celulară [48]. 
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Creştere semnificativă (10-20%) a conţinutului de polizaharide, exprimat în greutate 

uscată, în peretele celular al levurilor de bere S. cerevisiae R9 a fost observată la cultivare în 

mediu cu glicerol în concentraţie de 2-5% şi pH 4,0. Conţinut maxim de carbohidrati (58%) la 

tulpina probiotică S. cerevisiae var. boulardii a fost depistat la cultivare în mediu cu 3% de 

glicerol şi pH 5,0. Peretele celular al levurii probiotice era caracterizat printr-un conţinut ridicat 

de manoproteine, comparativ cu peretele celular al levuriilor de bere S. cerevisiae R9, compus în 

special din ß-glucani. După cultivare în mediu nutritiv cu 2 şi 3% de glicerol, celula de levuri de 

bere conţinea cea mai mare cantitate (36% S.U.) de 1,3-/1,6-β-glucani. Glicerolul în concentraţie 

de 3 şi 5% intensifica biosinteza manoproteinelor în peretele celular al S. cerevisiae R9, 

cantitatea lor ajungând la 29% S.U., comparabilă cu cea din levurile cu proprietăţi prebiotice, 

cultivate într-un mediu cu pH-ul 5,0 cu 3% de glicerol [77]. 

Modificări în structura peretelui celular la tulpina de levuri furajere Candida utilis ATCC 

9950 au fost observate în funcţie de mediul de cultură. Mediul nutritiv în bază de suc de cartofi 

deproteinizat cu pH-ul 5,0 suplimentat cu 5 şi 10% glicerol a intensificat semnificativ biosinteza 

1,3/1,6-β-glucanilor în peretele celular al levurii studiate. Celule pe acest mediu erau 

caracterizate prin pereţi celulari mai groşi, cu conţinut de β-glucani de aproximativ 44-45% la 

S.U., fiind semnificativ mai mare în comparaţie cu cel determinat după cultivare în mediul YPD 

(aproximativ 31%) [75]. 

Mediile de cultură diferenţiale trebuie să conţină substanţe care pot facilita dezvoltarea 

levurilor fără a afecta viabilitatea lor. Cercetările ştiinţifice au arătat că mediile nutritive pentru 

cultivarea S. cerevisiae includ sursă de carbon şi azot, agenţi de creştere, săruri minerale şi 

microelemente. 

Astfel, Naruemon M. şi colaboratorii au studiat efectul aditivilor SDS (Sodium Dodecyl 

Sulfate), EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), NaCl şi a diferitor combinaţii dintre acestea 

asupra producţiei de β-glucani la S. cerevisiae Angel®. Rezultatele au arătat că toate mediile 

completate cu aditivii studiaţi majorează producţia de β-glucani cu o eficienţă de 7-40% faţă de 

martor. Levura cultivată în mediul YPD suplimentat cu 100 mg/L SDS a produs cea mai mare 

cantitate de β-glucan: cu 40% mai mult faţă de martor. În acelaşi timp, conţinutul de proteine a 

scăzut semnificativ, probabil din cauza proprietăţii SDS de a extrage proteinele din peretele 

celular. În alte variante deasemenea s-a determinat o majorare a conţinutului de β-glucani, însă 

diferenţa faţă de martor nu era atât de semnificativă 15-27% [184]. Bazându-se pe studiile altor 

cercetători [271] ei susţin că stimularea biosintezei β-glucanilor este un răspuns al celulelor la 

stres, care, în condiţii nefavorabile, în acest caz cauzate de SDS, prin diferite căi de semnalizare 

îşi activează mecanismele enzimatice pentru a proteja celula de deteriorare. Sub acţiunea SDS 
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are loc activarea (FKS1) β-glucan sintetazei şi redistribuirea ei pe suprafaţă membranei 

plasmatice pentru a repara deteriorările apărute în peretele celular [155]. 

Descoperirea multiplelor căi de semnalizare, implicate în reglarea organizării peretelui 

celular de levuri ca răspuns la diferite semnale de mediu, a condus la recunoaşterea biogenezei 

peretelui celular ca un proces dinamic, complex şi la o nouă înţelegere a naturii interdependente 

a proceselor de remodelare a peretelui celular [156, 201]. 

Sursele de carbon utilizate pentru fermentarea levurilor includ glucoza, zaharoza, lactoza, 

fructoza, maltoza, şi amidonul, din care glucoza este sursa optimă a S. cerevisiae şi este utilizată 

pentru a spori randamentul levurilor [86]. 

Glucoza este un compus indispensabil şi strict necesar pentru bună sinteză a peretelui 

celular şi funcţia sinergică a glucozidazelor şi tuturor enzimelor implicate în acest proces. Ea este 

responsabilă de activarea enzimelor membranei plasmatice, cu rol multiplu în organism: mediază 

fluxul de ioni şi protoni în membrana celulară, reglând pH-ul şi protejează celula de cationii 

toxici [63, 79]. 

Calea pentru catabolismul glucozei în S. cerevisiae este glicoliza, caracteristică şi pentru 

alţi carbohidraţi. Fructoza şi glucoza sunt uşor fosforilate şi intră în glicoliză în mod direct, în 

timp ce galactoza şi manoza sunt mai întâi convertite în glucoză-6-fosfat şi fructoză-6-fosfat, 

respectiv, înainte de a intra în glicoliză. Di-, tri- şi oligozaharidele trebuie să fie hidrolizate în 

monozaharide, care pot intra în calea glicolitică. Zaharoza, prin urmare, este hidrolizată în 

glucoză şi fructoză de către invertază, maltoza în glucoză de către maltaze (α-D-glucozidază) şi 

melibioza în galactoză de către melibiaze (α-D-galactozidaze). Poli- şi trizaharidele constând din 

unul sau mai multe tipuri de monomeri sunt hidrolizate în monozaharide printr-o combinaţie de 

enzime. Rafinoza, de exemplu, este redusă în monozaharidele galactoza, glucoza şi fructoza prin 

eforturile combinate ale melibiazei şi invertazei. Amidonul necesită glucoamilaze pentru a fi 

hidrolizat până la glucoză [65]. 

Ca şi în cazul surselor de carbon, S. cerevisiae a dezvoltat mecanisme care permit 

utilizarea rapidă şi optimă a mai multor surse de azot şi reprimarea utilizării surselor de azot mai 

puţin favorabile. Acest fenomen şi mecanismul său de bază au fost denumite „regulamentul de 

azot”. Surse de azot, precum amoniacul, glutamatul şi glutamina sunt descrise ca surse de azot 

preferenţiale, care asigură o rată de creştere mult mai ridicată decât sursele considerate sărace, 

cum ar fi prolina, arginina sau ureea [113]. Sursele de azot organic pentru fermentarea S. 

cerevisiae sunt peptona, cazeina şi extractul de levuri, în acelaşi timp levurile sunt capabile să 

utilizeze şi surse de azot anorganic aşa ca sulfatul de amoniu, azotatul de potasiu. În acelaşi timp 

Zeng şi colaboratorii au descoperit că microorganismele ar putea fi afectate în mod semnificativ 
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de utilizarea concomitentă a două surse de azot diferite, ca de exemplu peptona şi extractul de 

levuri [278]. Pentru a utiliza orice compus care conţine azot, celulele levuriene trebuie să-l 

transforme în glutamină sau glutamat. Compuşii azotaţi se sintetizează în celulele de levuri, 

folosind produsele asimilării sursei de carbon şi glutamatul sau glutamina ca donor de azot [243]. 

Astfel, levurile S. cerevisiae sunt capabile să utilizeze o gamă largă de surse de carbon şi 

azot, dar nu toate dintre acestea sunt utilizate cu o eficienţă egală. 

Factorii fizici ai mediului de cultură au, de asemenea, o influenţă semnificativă asupra 

creşterii şi metabolismului microorganismelor. Temperatura de cultivare, pH-ul, aeraţia mediului 

şi durata procesului de cultivare determină activitatea fiziologică a culturilor şi acţionează asupra 

proprietăţilor şi compoziţiei biochimice a microorganismelor. 

Cercetările privind influenţa temperaturii, pH-ului şi aeraţiei mediului de cultivare asupra 

sintezei polizaharidelor de către Ganoderma lucidum au arătat, că temperatura de +25-30ºC este 

optimală pentru aceste procese. Cultura posedă capacitate de a creşte într-un spectru larg de 

valori ale pH-ului de la 3,0 până la 7,5 şi mai sus. Productivitatea maximală după biomasă s-a 

determinat la un pH iniţial de 6,0-7,0 şi o aeraţie a mediului de 0,155-0,325 g O2/l oră. Scăderea 

pH-lui de la 6,0 la 4,0 şi a aeraţiei până la 0,155 g O2/l oră a dus la intensificarea sintezei 

polizaharidelor. Optimizarea condiţiilor de cultivare nu a avut nici un efect asupra compoziţiei 

calitative a polizaharidelor, glucanii constituind partea principală a lor [28]. 

Prin varierea pH-ului de la 3,5 la 6,5 şi temperaturii de cultivare de la +20 la 40ºC, pe un 

mediu nutritiv mineral în care glicerolul (50 gL
-1

) a servit ca unică sursă de carbon, Chagas B. şi 

colaboratorii au determinat intervalele optime de sinteză a polizaharidelor peretelui celular la 

Komagataella (Pichia) pastoris DSM 70877. Varierea parametrilor în aceste limite nu a 

influienţat semnificativ productivitatea de biomasă, însă a modificat esenţial raportul dintre 

polizaharidele peretelui celular al tulpinii. Astfel, în intervalul de pH 4,5-5,8 şi temperatură +26-

38ºC raportul dintre conţinutul de chitină şi glucani era de 14:86, în timp ce o reducere drastică a 

chitinei până la 6% a fost observată în afara acestor intervale [81]. 

În baza unor cercetări vaste, cu utilizarea metodelor de planificare matematică a 

experienţelor, a fost optimizată componenţa mediului de cultură pentru producerea mananilor de 

tulpina S. cerevisiae 2.0016-S. Astfel, stimulare esenţială a sintezei mananilor s-a obţinut la 

utilizarea în calitate de surse de carbon şi azot a zaharozei, peptonei de soia, glicerolului şi 

extractului de levuri în concentraţie de 4,98; 4,39; 3,10 şi 2,21 g la 100 ml de mediu respectiv. 

Mediul de cultură optimizat a permis majorarea conţinutului de manani de la 82,7 până la 162,5 

mg la 100 ml de mediu nutritiv. Deasemenea a fost evaluată şi influenţa pH-ului iniţial, 

volumului de inocul, temperaturii de cultivare şi volumului mediului nutritiv. Condiţiile optimale 
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s-au dovedit a fi următoarele: pH iniţial - 5; volumul inoculului - 5 ml; temperatura - 32ºC; şi 

volumul mediului de cultură - 40 ml. Producţia maximă de manani a fost de 258,5 mg per 100 ml 

mediu nutritiv la respectarea parametrilor optimi [129]. 

Conform datelor din literatura de specialitate, este cunoscut procedeul de cultivare 

submersă a tulpinilor de levuri pe medii care conţin precursori ai biosintezei β-glucanilor 

(monozaharide, extracte din şroturi, etc.) [100]. Un alt procedeu propus constă în cultivarea 

tulpinii de levuri saharomicete ce include prepararea materialului semincer pe must de bere la 

temperatura de 20°C şi durata de cultivare de 72 ore, inocularea germenilor în mediul de 

fermentaţie steril YPD sau Rieder, cultivarea ulterioară în profunzime pe agitator (200 rot/min), 

la temperatura de 20°C timp de 120 ore. Cultivarea tulpinii utilizând mediile de fermentaţie şi 

condiţiile indicate asigură acumularea a 15,38-19,66% β-glucani în biomasa uscată a levurii [4]. 

Concentraţia iniţială a inocumului de 2,5x10
6
, pH-ul - 5,7; temperatura de 30°C au fost 

stabiliţi drept factori importanţi pentru producerea componentelor peretelui celular al tulpinii S. 

cerevisiae T7. În condiţii optime de cultivare, pe mediul YPD, după 24 de ore, protoplaştii S. 

cerevisiae T7 produc 0,91 mg/ml ß-glucani, cu o activitate de necroză tumorală de aproximativ 

1,3 ori mai mare decât cea a preparatului 1,3/1,6-β-glucan din celule de levuri de brutărie 

disponibil comercial [127]. 

Şocul termic duce la schimbări radicale în metabolismul celulei, provocând deteriorarea 

membranelor, denaturarea şi agregarea proteinelor celulare. Majorarea temperaturii induce 

sinteza proteinelor şi tregalozei, care protejează celula de aceste deteriorări. Datele din literatură 

ne indică faptul, că în timpul şocului termic la levurile S. cerevisiae creşte esenţial concentraţia 

formelor active a oxigenului ce conţin anioni superoxidanţi (O2
-
), peroxid de hidrogen (H2O2) şi 

radicali hidroxili (OH
-
) toxici pentru celulă. Sinteza acestor compuşi toxici duce la distrugerea 

membranelor, denaturarea proteinelor şi ADN- ului şi moartea celulelor [156]. 

Temperaturile optime de dezvoltare şi biosinteză a substanţelor biologic active variază de 

la o grupă taxonomică de microorganisme la altă. Astfel, temperatura optimă de acumulare a 

biomasei de către Agaricus blazei este de +28°C, iar de biosinteză a polizaharidelor - de +30°C. 

Însă polizaharidele sintetizate la această temperatură se caracterizează printr-o activitate 

biologică scăzută, în comparaţie cu cele sintetizate la temperatura de +24°C. Acest fapt se 

datorează conţinutului sporit de β-glucan în polizaharidele sintetizate la temperatura mai joasă 

[87]. 

Procesele de acumulare a biomasei şi polizaharidelor la cultivarea submersă a culturii 

Bacillus subtilis practic coincid în timp şi depind mult de temperatura de cultivare şi de pH-ul 

iniţial al mediului nutritiv [40]. 
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Deasemenea o mare importanţă pentru sinteza substanţelor biologic active şi acumularea 

biomasei are faza de dezvoltare a microorganismului. Experienţele asupra ciupercii Aspergillus 

niger au demonstrat, că cantitatea şi calitatea glucanilor şi chitinei depinde de stadiul 

ontogenezei şi că acumularea complexului chitino-glucanic este strâns legată de stoparea 

proceselor de multiplicare. Prin urmare, procesul de majorare a cantităţii de chitină şi glucani în 

celulă este o reacţie de răspuns a acesteia la acţiunea factorilor nefavorabili ai mediului, adică a 

factorilor de stres [43]. 

Celule de levuri S. cerevisiae prezintă o durată de viaţă finită, care este în general 

dependentă de numărul de diviziuni suportate. Drept consecinţă a îmbătrânirii, celulele de levuri 

suferă modificări fiziologice, morfologice şi de expresie a genelor. Aceste caracteristici 

influenţează absorbţia de zahăr, producţia de metaboliţi, proprietăţile de floculare, care depind de 

structura peretelui celular. Proprietăţile de fermentare, potenţialul de floculare şi hidrofobic al 

celulelor de levuri cresc odată cu vârsta. Toţi aceşti parametri în final determină eficacitatea 

industrială a tulpinilor de levuri [90]. 

Studiul analitic al literaturii de specialitate evidenţiază posibilitatea reglării potenţialului 

biosintetic şi productiv al microorganismelor prin utilizarea nanoparticulelor diferitor metale şi al 

oxizilor acestora. 

Nanoparticulele, datorită dimensiunilor reduse (1-100 nm) şi proprietăţilor unice chimice şi 

fizice, pot induce modificări substanţiale în diferite sisteme biologice. Astfel, conform datelor 

unor autori utilizarea nanoparticulelor în biotehnologia cultivării microorganismelor asigură 

sporirea capacităţii de absorbţie a nutrienţilor necesari şi implicit se pot produce modificări în 

procesele metabolice [59, 93, 209]. 

Aplicarea nanoparticulelor la cultivarea microorganismelor reprezintă un domeniu inovativ 

în cercetările de nanobiotehnologie [185, 206, 209, 272]. 

Funcţionalitatea nanoparticulelor (NPs) este expusă în diferite publicaţii în care se 

menţionează eficienţa utilizării acestora în industria alimentară, medicină, microbiologie, la 

producerea vopselelor, pigmenţilor, aplicarea în cosmetologie. Există ipoteza că mai multe 

nanocompozite posedă activităţi toxice, dar şi stimulatorii asupra microorganismelor, care se 

manifestă în dependenţă de compoziţia nanostructurilor şi concentraţia aplicată. 

Proprietăţile unice şi utilitatea NPs permit de a le aplica în diferite domenii: biologie, 

medicină, chimie, fizică etc. [18, 181, 238]. 

Dezvoltarea ştiinţei şi tehnologiei în ultimul deceniu se caracterizează prin studii intensive 

asupra proprietăţilor obiectelor nanodimensionale şi prin elaborarea diferitor tehnologii de 

aplicare a acestora în practică. Analiza şi generalizarea literaturii de specialitate [54, 171], 
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sugerează că progresul în această direcţie va contribui la rezolvarea multor probleme cu care se 

confruntă omenirea. În acelaşi timp, nu există dubii că aplicarea pe scară largă a 

nanotehnologiilor, care înseamnă, de fapt trecerea la un nou nivel, mai înalt al progresului 

ştiinţific şi tehnologic, are şi reversul său, cu noi pericole, legate de cercetarea insuficientă a 

proprietăţilor, caracteristicilor şi acţiunilor necunoscute ale obiectelor nanometrice. 

Unul dintre aceste pericole, recunoscut astăzi de majoritatea cercetătorilor, este insuficienţa 

informaţiei privind influenţa nanomaterialelor asupra organismelor vii, inclusiv a omului. Astfel, 

devine important să se determine condiţiile utilizării unor nanotehnologii sigure pentru sistemele 

vii, în special pentru om, problemă care este frecvent discutată în numeroase lucrări ştiinţifice 

[180, 237]. Merită evidenţiat faptul că proprietăţile unice ale nanoparticulelor, cum ar fi 

dimensiunile mici, suprafaţa specifică mare şi reactivitatea ridicată oferă posibilităţi largi de 

aplicare a acestora în practică, pentru binele omului, dar în acelaşi timp pot ascunde riscuri grave 

pentru om. În aşa mod, rezultă că pentru a estima pericolele şi a reduce riscurile posibile, sunt 

necesare studii biologice sistematice ale efectelor nanoparticulelor şi nanomaterialelor asupra 

organismelor vii. 

Deşi este studiată influenţa nanoparticulelor asupra diferitor obiecte biologice, cele mai des 

utilizate sunt microorganismele [107]. Astfel, a fost studiată influenţa diferitor nanoparticule 

asupra creşterii, dezvoltării şi activităţii enzimatice a micromicetelor [230], bacteriilor [99, 219] 

şi levurilor [14, 194]. 

Despre efectele de stimulare a NPs se comunică în publicaţiile autorului Kiran [142], care 

menţionează că utilizarea nanoparticulelor de fier în concentraţie de 10 mg/l sporeşte cu 80% 

producţia glicolipidelor biosurfactante la cultura marină Nocardiopsis sp. MSA13A. 

Activitatea biologică a nanoparticulelor depinde atât de caracteristicile principale ale 

acestora: dimensiunea, forma, suprafaţa de contact, compoziţia şi structura stratului de 

stabilizare, cât şi de varietatea taxonomică a microorganismului care serveşte în calitate de 

cultură de referinţă [107]. Acest fapt ne sugerează că utilizarea nanoparticulelor în orice scop, 

necesită studii detaliate şi abordare specifică în fiecare caz concret, privind evidenţierea 

parametrilor optimi. 

În prezent sunt descrise diferite tipuri de nanoparticule, cum ar fi nanoparticulele metalice, 

nanoparticulele de oxizi metalici, nanoparticulele polimerice. Dintre toate acestea, 

nanoparticulele oxizilor metalici sunt precăutate drept cele mai versatile materiale, datorită 

proprietăţilor şi funcţionalităţii lor diverse. Dintre nanoparticulele de oxizi metalici, cele mai 

utilizate sunt nanoparticule oxidului de zinc (ZnO), datorită aplicaţiilor lor diverse [258]. În 

special, nanoparticulele oxidului de zinc sunt, frecvent, utilizate ca bioprodus antimicrobian. La 
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fel, nanopartuculele ZnO cu dimensiunile medii de ~50 ± 10 nm, testate pe ciuperci patogene în 

concentraţie de 100 mg/L, au demonstrat efect antimicotic evident [109]. Oxidul de zinc (ZnO), 

datorită proprietăţilor sale antimicrobiene este încorporat într-o varietate de produse 

farmaceutice cu aplicaţii dermatologice, în creme, loţiuni şi unguente [173]. 

In prezent, ZnO este unul dintre cei cinci compuşi de zinc, care figurează ca un material 

sigur (GRAS) în general recunoscut de către US Food and Drug Administration 

(21CFR182.8991 FDA, 2011) [199] 

Compuşi anorganici de nano-dimensiuni prezintă activitate antibacteriană înaltă în 

concentraţii mici, datorită raportului mare suprafaţă:volum şi proprietăţilor unicale chimice şi 

fizice [208]. Ei sunt, de asemenea, mult mai stabili în condiţii extreme, cum ar fi temperatura şi 

presiunea înaltă [222], iar unii sunt consideraţi non-toxici şi chiar conţin elemente minerale 

esenţiale pentru organismul uman [214]. 

Studiile recente oferă o nouă perspectivă cu privire la potenţialul utilizării nanoparticulelor 

ZnO ca un supliment pentru a spori producţia industrială de β-glucosidază - enzimă importantă 

în S. cerevisiae, cultivat atât în condiţii normale, cât şi în condiţiile stresului alcoolic, precum şi 

producerea levurii de panificaţie în cantităţi mai mari [59]. 

Mudasir A. şi colegii argumentează o posibilă utilizare în medicină a nanoparticulelor de 

Ag sintetizate biologic, elucidând activitatea antimicrobiană înaltă asupra Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi şi Candida albicans [182]. 

Se consideră că nanoparticulele de Fe, Zn, Mg, în calitate deelemente esenţiale cu 

proprietăţi noi, pot modifica căile matabolice la organismele vii [125]. Nanomateriale pe bază de 

nanoparticule ale oxizilor metalici (CuO şi F3O4) se propun a fi utilizate în medicină ca remedii 

cu efect citotoxic [9, 246]. 

Un număr mare de experienţe sunt destinate studiului influenţei nanoparticulelor dioxidului 

de titan cu scopul obţinerii unor medicamente eficiente şi inofensive pentru om şi mediu. Se ştie 

că dioxidul de titan posedă activitate antibacteriană şi antivirală. A fost testată influenţa 

nanoparticulelor TiO2 cu dimensiunea 4-5 nm asupra virusului gripei H3N2. Experienţile au 

demonstrat, că deja peste 15 minute nanoparticulele TiO2 aderă la suprafaţa virusului şi provoacă 

leziunile ei. Efectul dioxidului de titan depinde de timpul incubării, concentraţia virusului şi 

concentraţia de nanoparticule. Moartea virusului este cauzată de deteriorarea membranei sale. 

[38]. Posibile mecanisme de influenţă a nanoparticulelor TiO2 la nivel celular au fost cercetate de 

către mai mulţi specialişti în domeniu [110, 178], care au elucidat unele procese ce au loc în 

cazul aplicării NPs. 
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Astfel, căutarea noilor căi pentru dezvoltarea biotehnologiilor microbiene inovative este de 

o importanţă majoră. La moment, posibilitatea stimulării proceselor metabolice la levuri prin 

aplicarea nanoparticulelor este insuficient studiată. Cercetările efectuate asupra mai multor specii 

de levuri s-au soldat cu rezultate contradictorii. Luând în consideraţie inofensivitatea produselor 

levuriene pentru organismul uman şi perspectiva utilizării nanomaterialelor în diverse domenii, 

prezintă interes studiul influenţei oxizilor metalici nanostructuraţi asupra potenţialului biosintetic 

al levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, în vederea elaborării unor procedee eficiente de obţinere a 

biomasei cu conţinut biochimic pronosticat. 

Cercetările destinate evidenţierii unor noi căi de sporire a productivităţii 

microorganismelor şi obţinere a biomasei cu un conţinut înalt, prognozat de substanţe biologic 

active rămân a fi actuale şi capătă o răspândire tot mai largă. Cercetătorii preocupaţi de 

investigarea proceselor de sinteză a substanţelor biologic active de către microorganisme şi 

elaborarea tehnologiilor eficiente de obţinere a acestora au marcat mai multe posibilităţi de a 

spori eficienţa proceselor biotehnologice menţionate. În calitate de stimulatori se propun diferiţi 

compuşi chimici, inclusiv coordinativi [23, 42, 215, 255]. 

Pe lîngă utilizarea factorilor chimici, o modalitate relevantă şi actuală de a stimula 

creşterea şi dezvoltarea microorganismelor este utilizarea factorilor fizici, care influenţează 

activitatea fiziologică a microorganismelor. O atenţie deosebită se acordă posibilităţii de utilizare 

a radiaţiei undelor milimetrice ca mijloc de stimulare a proceselor biologice. Acest tip de radiatie 

poate avea un efect semnificativ asupra diferitor obiecte biologice, inclusiv microorganisme, care 

în acest aspect sunt puţin studiate. Utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă în 

aceste scopuri prezintă o direcţie neexplorată, care poate oferi beneficii evidente industriei de 

producere a substanţelor biologic active microbiene, în primul rând prin intensificarea proceselor 

tehnologice. 

Undele milimetrice cu frecvenţă extra înaltă sunt alineate la tipul de iradiere neionizante şi 

se referă la oscilaţiile electromagnetice de frecvenţă ∫=30-300 GHz care ocupă diapazonul 

lungimii de undă λ=1-10 mm [245]. 

Undele milimetrice de intensitate joasă şi frecvenţă extra înaltă sunt un factor de mediu 

foarte răspândit. Ele sunt utilizate în sistemele de telecomunicaţii, practicile terapeutice şi 

protecţia produselor alimentare. În industria medicamentelor şi alimentelor sunt utilizate, în 

special, pentru efectele lor bactericide [249, 268]. 

UMM îşi găsesc o aplicare largă în diverse domenii, în special medicină şi biotehnologie. 

Un număr impresionant de cercetări ştiinţifice fundamentale, experimentale şi aplicative privind 

acţiunea câmpului electromagnetic milimetric asupra microorganismelor şi animalelor de 
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laborator, efectului în tratamentul bolilor cu diferite etiologii, aplicarării în diverse biotehnologii, 

s-au desfăşurat cu succes şi sunt în derulare în Federaţia Rusă, Ucraina, Italia, Cehia, Australia, 

Spania, Croaţia, Finlanda, etc. [31, 91, 97, 172, 203]. Aceste studii demonstrează manifestarea 

efectelor UMM asupra dezvoltării şi proliferării celulelor, activităţii enzimelor, funcţionării 

membranelor celulare şi altor sisteme biologice [250]. 

Multitudinea datelor experimentale, cu privire la eficacitatea undelor milimetrice, au pus 

baza utilizării lor în medicină [29]. 

În practica terapeutică, se utilizează de regulă trei frecvenţe: f = 42,25; 53,57; 61,2 GHz 

(λ= 7,1 mm; 5,6 mm; 4,9 mm). Dacă primele două lungimi de undă au fost determinate 

experimental, în experienţele cu microorganisme şi animale, apoi a treia λ= 4,9 mm corespunde 

liniei de absorbţie a oxigenului molecular al aerului [32]. 

Undele milimetrice se utilizează cu succes la tratarea unui spectru larg de afecţiuni 

cardiovasculare, neurologice, urologice, ginecologice, dermatologice, gastro-intestinale, dentare, 

oftalmologice, oncologice [52, 213, 247, 267]. 

De asemenea este bine cunoscut şi studiat efectul imunostimulator, imunomodulator şi 

antiinflamator al undelor milimetrice asupra organismului uman [35, 168]. 

Actualmente, acţiunea undelor milimetrice asupra organismelor vii este pe larg utilizată în 

aşa domenii ca medicina veterinară (tratarea diferitor boli la animale), fitotehnia (protecţia 

plantelor de diferite boli, stimularea germinării seminţelor etc.) şi biotehnologia [27, 103]. 

Rezultate promiţătoare, ce pun baza utilizării undelor milimetrice în piscicultură, au fost 

obţinute în experienţele asupra peştilor. Astfel, s-au demonstrat efecte pozitive a câmpurilor 

electromagnetice asupra creşterii, dezvoltării, imunităţii nespecifice şi rezistenţei la boli 

păstrăvului Oncorhynchus mykiss [141]. 

Efectul acţiunii undelor milimetrice depinde de frecvenţă, timpul şi puterea iradierii, dar şi 

de însăşi obiectul biologic. Oscilaţiile undelor milimetrice suprapuse cu vibraţiile proprii ale 

celulei, pot iniţia diverse răspunsuri, atît pozitive, cît şi negative [41, 61, 118]. 

Actualmente există mai multe ipoteze privind mecanismele primare de interacţiune dintre 

undele milimetrice şi obiectele biologice. Potrivit celei mai plauzibile, efectul interacţiunii 

undelor milimetrice cu organismele vii se datorează absorbţiei de rezonanţă a radiaţiei 

milimetrice la nivel celular, în rezultatul căreia se formează o reacţie adecvată de răspuns a 

organismului viu. Această ipoteză se bazează pe caracterul informaţional al acţiunii undelor 

milimetrice (iradierea extrernă imită semnalele proprii de control al funcţiilor vitale ale 

organismelor vii), iar influienţa undelor milimetrice se datorează formării pe membranele 

celulare a unor „substructuri” proteice, responsabile de restabilirea activităţii vitale [216, 261]. 
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Efectele înregistrate nu întotdeauna se păstrează pe o durată lungă de timp, de aceea, pentru 

intensificarea proceselor fiziologice, în cazul studiului acţiunii undelor milimetrice, este 

important de a stabili durata optimă de acţiune a acestora asupra organismului. În cazul lipsei 

iradierii exterioare aceste substructuri, sub acţiunea mişcării brouniene, treptat revin la starea 

iniţială [41, 122]. 

Un moment important în studierea mecanismelor de interacţiune a cîmpului 

electromagnetic de diapazon milimetric cu obiectele biologice, prezintă evidenţierea unităţii 

structurale care reacţionează nemijlocit la acţiunea factorului extern [41, 118]. Este demonstrat 

că efectul undelor milimetrice asupra organismelor vii se poate manifesta la diferite niveluri de 

organizare a materiei vii: molecular, celular, de substructuri celulare şi de organism [139, 279]. 

Punctele de bază ale interacţiunii acestor unde cu celulele vii sunt apa, membrana celulară 

şi genomul. Schimbările în structura şi proprietăţile clusterului de apă duce la creşterea activităţii 

chimice sau hidratarea proteinelor şi a altor structuri celulare, modificarea activităţii enzimatice. 

Aceste efecte pot fi specifice şi pe termen lung. Mai mult, este modificată structura de suprafaţă, 

transportul substanţelor şi procesele energetice ale membranei celulare. Consecinţele 

interacţiunii undelor milimetrice cu microorganismele se manifestă prin modificarea sensibilităţii 

lor faţă de diverse substanţe chimice [232]. 

Conform unor autori, rolul principal în formarea reacţiilor de răspuns la influenţa factorilor 

fizici externi le revine membranelor celulare, capabile de reglarea proceselor energetice şi 

biochimice în celulă, prin modificarea nivelului de difuzie a ionilor şi altor substraturi [36]. 

Vastul material ştiinţific, acumulat experimental, confirmă că mecanismul interacţiunii undelor 

milimetrice atăt cu organismele unicelulare, cît şi cu cele pluricelulare, vizează aspectele 

esenţiale vitale ale animalelor, plantelor şi microorganismelor. 

Datorită unui şir de particularităţi ale interacţiunii undelor milimetrice cu obiectele 

biologice, utilizarea lor în biotehnologia microbilogică este de mare perspectivă. Deoarece 

microorganismele sunt parte integrantă a proceselor de producere utilizate în industria 

alimentară, agricultură şi alte domenii ale economiei, stimularea creşterii, îmbunătăţirea 

parametrilor tehnologici şi optimizarea proceselor de cultivare a acestora sunt sarcini actuale şi 

relevante, rezolvarea cărora are o mare importanţă practică. 

Reieşind din necesităţile optimizării indicilor tehnologici, este important de a evidenţia 

frecvenţele optime ale undelor milimetrice la care reacţionează obiectul biologic. Se ştie, că 

obiectele biologice sunt mai receptive la anumite frecvenţe [31, 32]. 

Prin alegerea corectă a parametrilor de iradiere, utilizarea undelor milimetrice poate 

îmbunătăţi în mod semnificativ capacitatea de reglementare a proceselor metabolice din culturile 
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microbiene. Mai mult, utilizarea acestui tip de iradiere nu are efect negativ asupra mediului, nu 

lasă reziduuri toxice, este sigur pentru viaţa umană [187, 188]. 

A fost acumulat un material ştiinţific variat referitor la efectul undelor milimetrice asupra 

microorganismelor din diferite grupe taxonomice. În prezent, în literatura de specialitate, sunt 

disponibile date cu privire la efectul undelor electromagnetice milimetrice asupra organismelor 

fotosintetizante - cianobacterii, micro- şi macro-alge, plante superioare [39, 205, 241], 

actinomicete [33, 73]. 

Sunt descrise timpul, frecvenţa, şi regularitatea acţiunii radiaţiei undelor milimetrice asupra 

organismelor fotosintetice procariote şi eucariote precum şi efectele fiziologice care rezultă din 

interacţiunea acestora. Este demonstrat efectul stimulator al iradierii asupra creşterii şi 

acumulării de biomasă, transportului de ioni şi excreţiei din celulă a substanţelor biologic active 

la organismele procariote şi eucariote. 

Cercetările savanţilor au demonstrat că undele milimetrice influenţează asupra viabilităţii 

microorganismelor şi această acţiune are un caracter selectiv [50]. 

Undele mimilmetrice provoacă modificări în membrana plasmatică a microorganismelor 

gram-pozitive şi gram-negative. Astfel, au loc diverse modificări fizico-chimice: 

hiperpolarizarea membranelor, schimbarea potenţialului de suprafaţă, majorarea activităţii 

respiratorii etc. [192]. 

Deasemenea sunt studiate unele aspecte ale influenţei undelor milimetrice asupra ciclului 

vital, particularităţilor morfologice şi a capacităţilor biosintetice a levurilor [91, 116, 118, 122, 

145]. 

Este evident însă, că pentru a utiliza undele milimetrice în biotehnologia cultivării dirijate a 

levurilor şi obţinerii produselor bioactive de diversă natură, sunt necesare cercetări suplimentare 

detaliate privitor la sensibilitatea celulelor la acest tip de unde, influenţa lor asupra ciclului vital, 

activităţii fiziologice şi biosintetice. Studiul în dinamică a derulării ciclului mitotic şi biosintezei 

principiilor bioactive sub influenţa undelor milimetrice, poartă un caracter teoretic şi practic. 

Pentru aplicaţiile practice a undelor milimetrice în microbiologie şi biotehnologie este esenţială 

cunoaşterea procesului de creştere a culturii ca răspuns la acţiunea factorului extern. Obiectele 

biologice posedă sensibilitate diferită la iradiere, deaceea în vederea caracterizării reacţiei de 

răspuns a levurilor este important de a depista timpul când celula îşi sincronizează activitatea la 

frecvenţa undelor milimetrice aplicate. Un indice important al ameliorării calităţilor tehnologice 

ale tulpinilor de levuri este caracteristica bioproductivă – producţia de biomasă, conţinutul de 

proteine, carbohidraţi, polizaharide, alte principii bioactive. 
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Astfel, o soluţie inovaţională pentru obţinerea β-glucanilor este identificarea noilor 

procedee de reglare a biosintezei lor, bazate pe optimizarea mediilor nutritive, condiţiilor de 

cultivare şi utilizarea materialelor nanodimensionale şi a undelor milimetrice în calitate de 

stimulatori ai biosintezei. 

Metode de extracţie, purificare şi tehnologii de obţinere a β-glucanilor 

Apariţia biotehnologiei moderne a transformat fundamental modul în care oamenii de 

ştiinţă precaută microoorganismele şi substanţele pe care acestea le produc. Microorganismele 

pot sintetiza o cantitate mare de substanţe, inclusiv polizaharide, în condiţii de producţie optime, 

simple, dar în unele cazuri costisitoare. Un număr mare de polizaharide produse de 

microorganisme fie sunt deja adoptate ca produse comerciale, fie au un potenţial înalt de 

comercializare. Principalul dezavantaj care limitează dezvoltarea tehnologiilor de obţinere a 

polizaharidelor este lipsa unor procedee eficiente pentru extragerea completă şi purificarea lor. 

Metodele existente în present nu oferă posibilitatea de a extrage toate polizaharidele microbiene. 

Cu toate acestea, biotehnologiile noi din agronomie, industria alimentară, medicină, farmaceutică 

cosmetologie etc. ar putea da un imbold puternic pentru dezvoltarea lor [121]. 

Peretele celular al levurilor este ţinta principală a metodelor de extracţie a β-glucanilor. 

Deşi metodele de lezare a peretelui celular şi extracţie a componentelor diferă semnificativ între 

ele, toate afectează cu grad diferit de gravitate randamentul final, puritatea, greutatea moleculară, 

solubilitatea, activitatea biologică, şi alte proprietăţi biologice şi funcţionale ale β-glucanului 

extras. Metodele de dezagregare a celulelor microbiene pot fi clasificate, în principal, în cele 

mecanice şi non-mecanice [159]. Toate metodele mecanice existente (ultrasunet, omogenizare la 

presiuni înalte, măcinarea cu bile) se bazează pe forţa de rupere, cele non-mecanice se divizează 

în fizice (termoliza, şoc osmotic, congelare-decongelare), chimice (alcalii, acizi) şi enzimatice 

(enzime litice, glucanaze, autoliza) de perturbare a integrităţii peretelui celular. La următoarea 

etapă are loc purificarea fracţiunilor de pereţi celulari prin eliminarea manoproteinelor, lipidelor, 

proteinelor, obţinându-se diferite fracţiuni de β-glucani cu grad divers de puritate [256]. 

Majoritatea metodelor de purificare utilizează diferenţierea componentelor celulare, pe baza 

solubilităţii lor diferite în soluţii alcaline şi/sau acizi anorganici, unde conţinutul de carbohidraţi 

din peretele celular este de regulă determinat prin utilizarea soluţiei fenol-acid sulfuric [114] sau 

a reactivului antron [111]. 

Privitor la eficienţa metodelor de distrugere a pereţilor celulari ai levurilor, printre 

specialiştii în domeniu nu există unanimitate. Unii susţin că mai eficiente sunt metodele care 

prevăd utilizarea unui singur procedeu de distrugere a peretelui celular: enzimatic [134], autoliza 

[274], ultrasunetul [227] şi extragerea şi purificarea cu alcalii şi acizi, alţii optează pentru 
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metodele ce prevăd diferite combinaţii dintre metodele fizice şi chimice [108, 189, 223]. Cert 

este că selectarea corectă a metodei influenţează semnificativ randamentul extracţiei, puritatea, 

solubilitatea, viscozitatea şi activitatea biologică a β-glucanilor, de care depinde utilizarea 

ulterioară a produsului finit. 

Randamentul final de extracţie a β-glucanilor prin utilizarea diferitor metode este foarte 

variat. La utilizarea celor chimice şi enzimatice variază de la 17,9 la 86,3%, ultimele fiind mai 

eficiente [170]. 

Pentru evaluarea eficienţei lizei pereţilor celulari sunt aplicate diverse metode. Metodele 

microscopice directe permit evaluarea numărului de celule lezate sau dezintegrate, în timp ce 

metodele indirecte măsoară eliberarea componentelor intracelulare specifice rezultate din 

solubilizarea biomasei. Pentru a observa modificările celulelor de levuri ca urmare a proceselor 

de dezintegrare, se utilizează microscopia electronică de transmisie sau de scanare. Astfel, 

utilizând aceste metode, s-a stabilit că pereţii celulari ai diferitor levuri îşi păstrează forma de 

bază, aspectul de suprafaţă şi integritatea în timpul autolizei. Aceasta se datorează probabil 

faptului că 1,3-β-glucanii nu au degradat. Conform autorilor menţionaţi, pierderea de 

manoproteine din peretele celular nu afectează integritatea peretelui, ci modifică porozitatea lui, 

fapt care facilitează eliberarea macromoleculelor intracelulare. Liu X. şi colaboratorii [160] au 

observat prin aceleaşi metode că, după autoliză, a avut loc separarea peretelui celular de 

citoplasmă, păstrându-se integritatea peretelui celular levurian. Astfel, autoliza nu a afectat 

pereţii celulari, dar a contribuit la eliminarea substanţelor intracelulare nedorite în timpul 

pregătirii lor. 

În rezultatul unor cercetări vaste ce ţin de evaluarea eficienţei diferitor metode de liză a 

peretelui celular şi obţinere a β-glucanilor (autoclavarea, autoliza, omogenizarea într-o moară cu 

bile, ultrasonarea şi diferite combinaţii a lor), Anna Bzducha-Wrobel şi colaboratorii [76] au 

stabilit că o cantitate maximă de preparate de pereţi celulari de levuri S. cerevisiae cu cel mai 

înalt grad de puritate au fost produse la omogenizarea cu bile de sticlă de zirconiu (0,5 mm în 

diametru), timp de 30 de minute. Acest lucru a fost confirmat de cea mai mare cantitate de 

material biologic solubilizat (aproximativ 64-67%) în soluţie tampon. Preparatele produse astfel 

au avut un conţinut total de monozaharide de cca 60%, 1,3/1,6-β-glucani 13-14% şi aproximativ 

35% de proteine. Variantele experimentale au fost executate în apă cu pH-ul 5,0 şi 7,0 şi soluţie 

tampon Tris-HCl cu pH 8,0. Rezultate similare s-au obţinut după autoliză cuplată cu măcinarea 

cu bile sau cu ultrasunet, doar că timpul necesar pentru aceste procese a fost mai mare. Astfel, 

prin aceste 2 metode combinate s-a obţinut 52,6-62,9% material solubil, cu conţinut total de 

monozaharide de 60,5-61,2%, 1,3/1,6-β-glucani 14,5-15,5% şi proteine 36,5-36,7%. Însă, 
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utilizarea morilor cu bile are şi neajunsurile sale, exprimate prin obţinerea particulelor de 

dimensiuni foarte mici, care cauzează probleme majore la următoarele etape de purificare, şi duc 

la majorarea costurilor de producere [58]. 

Li Zhang şi colaboratorii au reuşit să optimizeze parametrii de dezintegrare a pereţilor 

celulari ai levurilor prin ultrasunet, pentru a obţine cantităţi maxime de produs solubil cu puritate 

înaltă. Eficienţa acestei metode, exprimată prin cantitatea de material solubil obţinut şi raportul 

dintre cantitatea de proteină şi β-glucani, este în mare măsură dependentă de durata procesului, 

temperatura şi puterea ionică a soluţiei. Cel mai semnificativ efect asupra eficienţei metodei a 

avut temperatura. Ultrasonarea efectuată la temperaturi ridicate favorizează eliberarea 

polizaharidelor. Este stipulat că mecanismul de bază constă în denaturarea termică şi coagularea 

proteinelor care conduc la scăderea eliberării acestora în preparatul obţinut [157]. Dar şi această 

metodă are unele neajunsuri ce ţin de formarea în mediu a bulelor de aer, creşterea exagerată a 

temperaturii şi presiunii pe gradient, care în ansamblu duc la formarea radicalilor liberi OH
-
, 

HO2
-.
şi O2

-
 [98]. 

Una din cele mai eficiente metode de obţinere a β-glucanilor este considerată cea bazată pe 

utilizarea enzimelor. Prin aplicarea lor e posibilă obţinerea preparatelor β-glucanice cu o puritate 

de cca 90% [160, 167]. Astfel, Chema Borchani şi colaboratorii au obţinut un randament de 

extracţie a β-glucanilor de 18,0% la substanţă absolut uscată cu o puritate de cca 79,0%, printr-

un tratament iniţial cu apă caldă, urmat de hidroliza enzimatică cu savinaze şi lipaze. La prima 

etapă s-a realizat îndepărtarea manoproteinelor, evitând degradarea lanţului β-glucanic, iar prin 

aplicarea enzimelor purificarea de proteinele remanente şi lipide. În opinia autorilor, această 

metodă are un potenţial înalt de utilizare practică, pentru obţinerea preparatelor glucanice de 

calitate din S. cerevisiae la scară industrială [68]. 

Prin utilizarea metodei combinate de dezintegrare a peretelui celular, care constă din 2 

etape: hidroliza enzimatică şi ultrasonarea ulterioară a biomasei de S. cerevisiae, Tran M. T. şi 

colaboratorii au obţinut preparate de pereţi celulari levurieni cu un conţinut de β-glucani de 

72,06% şi proteină de 15,38% la B.A.U. Modificarea consecutivităţii etapelor sau utilizarea 

numai a uneia dintre ele, rezulta în micşorarea esenţială a conţinutului de β-glucani şi majorarea 

substanţială a celui de proteine în preparate [251]. 

Rezultate remarcabile au fost obţinute de către Huang Gangliang şi Li Jing, care prin 

extracţie alcalin-acidă şi deproteinizare alcalină, fără a utiliza alte metode de dezintegrare a 

peretelui celular, au obţinut din pereţii celulari a levurilor S. cerevisiae un preparat cu un 

conţinut de 84,4% β-glucani şi 5,3% proteine. În rezultatul purificării (deproteinizării) aceşti 

parametri au atins valori de 95,6 şi respectiv 0,7% [131]. 
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Condiţiile de extragere din diferite obiecte biologice a glucanilor pot afecta structura şi 

compoziţia acestora. Denaturarea structurii β-glucanilor are loc la temperaturi şi pH ridicate - 

factori fizici specifici procesului de extragere. Pachetul de macromolecule a β-glucanilor depinde 

de conformaţia lor, care determină prezenţa de structuri ordonate sau dezordonate. Se consideră 

că preparatele biologic active trebuie să conţină β-glucani în conformaţia triplu-helix [15]. 

Cunoaşterea proprietăţilor fizico-chimice, morfologice şi mecanice a β-glucanilor, de 

exemplu, forma suprafeţei, porozitatea, viscozitatea, permite aprecierea adecvată a materialului 

vizat, precum şi posibilitatea elucidării căilor de utilizare. Pentru caracterizarea polizaharidelor 

pot fi utilizate metode fizice moderne, spectroscopie (FT-IR şi FT-Raman), microscopie 

electronică de baleaj (SEM) [228], microscopie de forţă atomică (AFM) [45, 102]. 

În literatura de specialitate este stipulat că diverse modificări chimice şi fizice simple pot 

modifica esenţial activitatea biologică a β-glucanilor levurieni. Astfel, modificarea chimică 

elementară (fosforilarea sau carboxilarea) fragmentelor de glucoză la poziţiile O-2 sau O-6 

conduce la solubilizarea 1,3-β-glucanului şi majorarea activităţii sale biologice. Metodele fizice 

aplicate pentru obţinerea, purificarea şi păstrarea preparatelor β-glucanice deasemenea modifică 

activitatea lor biologică. Ca exemplu pot servi cercetările savanţilor din Cehia care au determinat 

că uscarea preparatelor β-glucanice levuriene este o metodă fizică simplă de a majora activitatea 

lor imunostimulatoare [130]. În acelaşi timp uscarea nu modifică structura şi conţinutul de β-

glucani în preparate, iar majorarea activităţii biologice se datorează creşterii purităţii lor, fapt ce 

a fost confirmat prin FT-IR spectroscopie [158]. Însă, atât uscarea cât şi liofilizarea, au şi unele 

neajunsuri exprimate prin agregarea particulelor de β-glucani şi formarea aglomeratelor. Pentru a 

minimiza aceste efecte se utilizează uscarea prin pulverizare în combinaţie cu ultrasonarea 

preparatelor [274]. 

Actualmente, în baza diferitor metode şi procedee de dezintegrare a pereţilor celulari, 

fracţionare şi purificare a polizaharidelor levuriene sunt elaborate diverse tehnologii de obţinere 

a preparatelor β-glucanice biologic active. Unul din primele preparate de acest gen, obţinut din 

biomasa levurilor S. cerevisiae prin fierbere şi tratare cu tripsină, este extractul insolubil 

Zymosan, compus din polizaharide, proteine, lipide şi microelemente, substanţa activă a cărui o 

constituie β-glucanii [211]. Aceste constatări iniţiale au dat un imbold puternic cercetărilor 

privind evaluarea activităţii biologice a β-glucanilor. 

Utilizarea practică a particulelor de β-glucani WGP (Whole glucan particle) era 

restricţionată din cauza insolubilităţii acestora în apă. În consecinţă au fost elaborate o serie de 

metode pentru solubilizarea 1,3-β-glucanilor. Glucanii solubili în apă sunt denumiți glucani PGG 

(Poli-(1-6)-β-D-glucopiranozil-(1-3)-β-D-glucopiranoză). Astfel, Jamas şi colaboratorii de la 
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Alpha-Beta Technology Inc., apoi şi de la Biopolymer Engineering, Inc. au elaborat o serie de 

metode pentru solubilizarea particulelor β-glucanice. 

Tehnologia obţinerii Betafectin PGG (Alpha-Beta Technology Inc.) este bazată pe 

tratamentul consecutiv al WGP cu acizi şi alcalii urmate de o serie de etape de filtrare şi 

ultracentrifugare pentru a obține un preparat netoxic, solubil în apă la pH neutru [197]. 

Betafectin PGG are structură triplu-helix, greutate moleculară de 150 kDa, stimulează sistemul 

imun şi hematopoeza, este eficient la tratarea bolilor infecţioase şi cancerului [138]. 

Tot aceşti cercetători au descris şi alte metode pentru prepararea β-glucanilor solubili. 

Astfel, au fost obţinuţi β-glucanii neutri – NSG (neutral soluble glucan) [198], cu structură helix 

singular, greutate moleculară mai mică ca 20 kDa, ce declanşează un răspuns specific al celulelor 

imune [138]. 

Yestimun® este un produs al companiei Leiber GmbH (Germania) în baza levurilor de 

bere S. cerevisiae, aprobat pentru utilizare în industria alimentară ca supliment, ce iniţiază şi 

stimulează răspunsurile imune înnăscute şi adaptive. Biomasa este obţinută la cultivare pe mediu 

nutritiv must de bere şi apă de izvor. După autoliza uşoară a biomasei, precipitatul insolubil 

(pereţii celulari) se separă de supernatant şi se supune purificării cu utilizarea soluţiilor alcaline 

slabe. Procesul de hidroliză cu acizi este omis, ceea ce permite obţinerea β-glucanilor cu 

structura intactă. Tehnologia permite obţinerea a 22% de β-glucani la S.U. cu o puritate de cca 

85% [235]. 

MacroGard® (Biorigin, Brazilia), cel mai bine cercetat produs β-glucanic utilizat ca aditiv 

furajer în acvacultură, hrana animalelor de fermă şi de companie, posedă un dosar ştiinţific vast 

care prezintă efectele lui benefice. Atât studiile in vitro, cât şi cercetarea in vivo cu mai multe 

specii de animale au demonstrat efectele benefice asupra parametrilor imuni şi sănătăţii 

animalelor. Acest produs este un preparat insolubil de 1,3/1,6-β-glucani, obţinut prin autoliză şi 

purificare enzimatică din biomasa unei tulpini selecte S. cerevisiae şi conţine minim 60% β-

glucani, lipide 13-18%, proteine 5-7% [176]. O alternativă a acestui preparat sunt produsele 

MacroGard®Pet, MacroGard®AquaSol, MacroGard® Immersion Grade, MacroGard® 

Adjuvant şi MacroGard® Fl Suspension, cu un grad diferit de puritate, în care conţinutul de 

lipide şi proteine scade, iar cel de β-glucani ajungând la 95-99% [196]. 

Imunoglucan - 1,3-β-glucopiranoză (HEBRON Farmacêutica, Recife, Brazilia) este un 

polizaharid solubil, obţinut din S. cerevisae extras şi purificat timp de 18 zile, cu utilizarea 

enzimelor şi soluţiilor alcaline, care este utilizat subcutanat la copiii astmatici pentru a modula 

stările alergice [221]. Administrat pe cale orală, Imunoglucanul modulează activitatea 

imunomielopoietică şi sporeşte rezistenţa animalelor bolnave de cancer [248]. 
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β-glucanii industriali din levuri, cum ar fi BetaRight® şi WGP® (Biotheras, Inc.) sunt 

utilizaţi ca ingrediente în copturi, băuturi, iaurturi, sucuri de fructe, ciocolată şi ca agenţi de 

îngroşare în sosuri pentru salate, ingheţată, maioneză, sosuri şi caşcavaluri. Majoritatea acestor 

tehnologii au fost brevetate [244, 275]. 

Astfel, luând în consideraţie diversitatea metodelor de extracţie şi purificare a β-glucanilor, 

activitatea lor biologică impunătoare, potenţialul înalt de utilizare în diverse domenii ale 

economiei şi faptul că necesităţile consumatorilor locali sunt acoperite prin import, devine 

evidentă necesitatea dezvoltării unor strategii de izolare şi purificare cât mai eficiente în vederea 

elaborării tehnologiilor autohtone de producere a biopreparatelor β-glucanice cu efecte sanogene. 

 

1.4. Concluzii la capitolul 1 

1. Activitatea biologică înaltă şi diversitatea domeniilor de utilizare a β-glucanilor fungici, 

în special a celor din levuri, evidenţiază oportunitatea studierii acestor compuşi, care posedă 

potenţial înalt în promovarea sănătăţii umane şi elaborarea preparatelor biologic active cu 

utilizări polivalente. 

2. Structura β-glucanilor levurieni este foarte diversă şi ţine de varietatea taxonomică a 

microorganismelor din care sunt obţinuţi, iar activitatea lor biologică în mare măsură depinde 

atât de structura, greutatea moleculară, gradul de ramificare cât şi de metoda de izolare şi 

preparare. 

3. O soluţie inovaţională pentru obţinerea β-glucanilor este identificarea noilor procedee de 

reglare a biosintezei lor, bazate pe optimizarea mediilor nutritive, condiţiilor de cultivare şi 

utilizarea materialelor nanodimensionale şi a undelor milimetrice în calitate de stimulatori ai 

biosintezei. 

4. Diversitatea metodelor de extracţie şi purificare a β-glucanilor, activitatea lor biologică 

impunătoare, potenţialul înalt de utilizare în diverse domenii ale economiei şi faptul că 

necesităţile consumatorilor locali sunt acoperite prin import, evidenţiază necesitatea dezvoltării 

unor strategii de izolare şi purificare cât mai eficiente în vederea elaborării tehnologiilor 

autohtone de producere a β-glucanilor cu efecte sanogene. 

Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de 

cercetare a acestei lucrări care constă în determinarea parametrilor biotehnologici optimali de 

cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la eficientizarea procedeelor 

de sinteză orientată a β-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea tehnologiei de obţinere a acestor 

compuşi biologic activi valoroşi. 
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Direcţiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat în selectarea surselor de 

carbon, azot, sărurilor minerale şi condiţiilor optime de cultivare submersă, care asigură 

stimularea biosintezei β-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20; eficientizarea metodei 

de extragere a β-glucanilor în vederea simplificării procesului de obţinere a produsului finit; 

elaborarea procedeelor specifice pentru obţinerea β-glucanilor, utilizând în calitate de reglatori ai 

biosintezei nanoparticulele oxizilor de metale şi undele milimetrice cu frecvenţa extra înaltă; 

elaborarea tehnologiei de obţinere a β-glucanilor din biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Scopul lucrării a constat în elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obţinere a β-

glucanilor din levuri. 

Obiectivele lucrării au fost următoarele: 1) Selectarea nutrienţilor şi condiţiilor optime de 

cultivare submersă a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în vederea ameliorării biosintezei β-

glucanilor; 2) Elucidarea acţiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei β-

glucanilor şi altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20; 3) Evaluarea 

efectelor undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra biosintezei β-glucanilor şi altor 

constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20; 4) Elaborarea tehnologiei de obţinere 

a β-glucanilor din biomasa levuriană. 
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2. BIOSINTEZA β-GLUCANILOR LA TULPINA SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

CNMN-Y-20 ÎN FUNCŢIE DE NECESITĂŢILE NUTRITIVE ŞI CONDIŢIILE 

DE CULTIVARE 

Producţia de β-glucani depinde în mod semnificativ de conţinutul lor în peretele celular al 

levurii. În general, schimbările în starea fiziologică a celulei şi reacţia sa la influenţa factorilor 

externi sunt determinate inclusiv de structura şi de modificările peretelui celular. Arhitectura 

peretelui unei celule şi mecanismele responsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi 

controlate de compoziţia mediului de cultură [155]. 

Mediile de cultură trebuie 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 fie incluse surse de carbon, azot, alţi factori de creştere [48]. În 

calitate de sursă de carbon utilizată pentru fermentare şi sporirea randamentului producerii de β-

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 β-

glucanilor [63]. 

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 [17, 195]. 

Reieşind din faptul că compoziţia biomasei de levuri poate fi modificată în mod 

semnificativ prin intermediul mediului de cultură, pentru producţia înaltă de β-glucani este 

important de a optimiza factorii specifici producătorilor identificaţi. 

Astfel, scopul cercetărilor în acest capitol constă în eficientizarea metodei de extracţie a 

β-glucanilor, selectarea nutrienţilor preferenţiali şi condiţiilor optime de cultivare submersă a 

tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în vederea stimulării biosintezei β-glucanilor. 

 

2.1. Materiale şi metode de cercetare 

Rezultatele investigaţiilor prezentate în această lucrare au fost obţinute în perioada anilor 

2012-2016 în laboratorul Biotehnologia levurilor. 

 

2.1.1. Obiect de studiu 

În calitate de obiect de studiu a servit tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, 

brevetată ca producător de β-glucani, depozitată în colecţia laboratorului Biotehnologia Levurilor 

şi în Colecţia Naţională de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie şi 

Biotehnologie al Academiei de Ştiinţe a Moldovei [4]. 
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Pentru cultivarea levurii au fost utilizate următoarele medii de cultură: 

YPD: 1% extract de drojdie, 2% peptonă, 2% glucoză, apă potabilă 1L, pH-5,5 [48]. 

Rieder: 30,0 g/L glucoză; 3,0 g/L (NH4)2SO4; 0,7 g/L MgSO4•7H2O; 0,5 g/L NaCl; 0,4 g/L 

Ca(NO3)2; 1,0 g/L KH2PO4; 10 ml autolizat de drojdii; apă potabilă 1L; pH-5,0-6,0 [1]. 

Cultivarea submersă s-a efectuat în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 0,25; 0,5; 0,75; 

1,0 L, pe agitator cu viteza de rotaţie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, gradul de aerare 

81,3...83,3 mg/L, durata de cultivare submersă 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a 

însămânţat în volum de 5% cu inocul 2x10
6
 celule/ml. Conţinutul de oxigen s-a măsurat cu 

Oximetrul portabil – Oxi-315i/SET 2B10-0011. Valorile pH-ului mediului de cultivare s-au 

determinat cu pH-316i MeBketten WTW, Germania. 

Metoda de preparare a inoculului  (material semincer). O colonie levuriană perfect izolată 

se suspendă în 50 ml bulion (must de bere). Suspensia de celule se cultivă pe agitator (200 

r.p.m.) timp de 24-48 ore, la temperatura de 25°C, iluminare permanentă. Concentraţia finală a 

inoculatului se determină spectrofotometric la lungimea de undă λ=600 nm [217]. De regulă, 

preparatul nativ de inocul se examinează microscopic între lamă şi lamelă. Pe preparatele native 

sunt evidenţiate existenţa celulelor levuriene, forma şi mobilitatea celulelor, puritatea inoculului. 

Multiplicarea, productivitatea şi activitatea biosintetică a tulpinii au fost modificate prin:  

1) utilizarea reglatorilor şi stimulatorilor: 

- surse de carbon: glucoza, zaharoza, fructoza, manoza, melasa, etanolul în concentraţii de 

(w/v): 1%, 2%, 3%, 4%, 5%.  

- surse de azot: sulfatul de amoniu (NH4)2SO4  şi hidrogenofosfat de amoniu (NH4)2 HPO4, în 

concentraţii de (w/v): 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%. 

- acetaţi: acetatul de zinc (CH3COO)2 Zn în concentraţii de (w/v): 5, 10, 20, 30 mg/L. 

2) varierea condiţiilor de cultivare: 

- durata de cultivare în profunzime: 48, 72, 96, 120, 144, 168 ore. 

- influenţa temperaturilor de: 15, 20, 25, 30°C. 

- influenţa conţinutului de oxigen (prin varierea volumului baloanelor): cultivare în profunzime 

la 200 rot/min şi staţionar. 

 

2.1.2. Metode de investigaţie 

Numărul de celule dezvoltate pe mediul lichid s-a determinat spectrofotometric conform 

metodelor cunoscute. Pentru determinarea acestora din probele martor şi cele experimentale s-au 

preluat monstre la începutul cultivării, după 6, 24, 48 ore de cultivare [179]. 
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Viabilitatea celulelor s-a stabilit prin cuantificarea numărului de colonii formate pe plăcile 

cu YPD agarizat prin însămanţarea suspensiei de celule, exprimată în UFC/ml (Unităţi de colonii 

formate la 1 ml suspensie) [217]. Pentru aflarea numărului de germeni viabili existenţi în 

materialul examinat se utilizează formula de calcul: 

UFC/ml = numărul de colonii x factorul diluţiei x 10                                             (2.1) 

Examinarea formei şi dimensiunii celulelor. Forma şi dimensiunile celulelor s-au examinat 

în culturi pe mediul nutritiv YPD, recomandat pentru levuri. După însămânţare, tulpinile s-au 

incubat la 25-28°C. Din cultură, după 6, 24, 48 ore de cultivare, s-au făcut preparate de levuri 

(celule fixate). Frotiurile cu celule fixate s-au colorat utilizând tehnica de colorare cu soluţie de 

violet de genţiană. Cu ajutorul microscopului XSZ-500, obiectiv 100x/1,25 OIL, 160/0,17 şi 

camera video – MEM1300, utilizând programul special Future WinJoe, s-a notat forma celulelor, 

modul de înmugurire, s-au stabilit dimensiunile celulelor. 

Biomasa levurii a fost determinată prin separarea de la lichidul cultural, prin centrifugare la 

3000 rot/min timp de 15 minute, resuspendarea depozitului cu apă distilată sterilă, centrifugare 

repetată. Această procedură s-a repetat până s-a obţinut un supernatant străveziu [129]. 

Metoda de determinare a substanţei uscate prin cântărire. Metoda se bazează pe 

eliminarea apei din biomasa levuriană prin incălzire la temperatura de 100-110°C. Proba de  

biomasă se introduce într-o capsulă de porţelan sau de platină  şi se incălzeşte în etuvă. După 

răcire capsula cu produs se cântăreşte. Operaţia se repetă până se ajunge la o masă constantă. 

Conţinutul de substanţă uscată se calculează  utilizând relaţia:  

% substanţa uscată =  m2 – m0 / m1 –m0 x 100                                                                 (2.2)  

în care: 

m1  =  reprezintă masa fiolei şi a produsului analizat (g); 

m2  =  masa fiolei şi a reziduului după uscare (g); 

m0  =  masa fiolei (g) [129]. 

Prepararea pereţilor celulari de levuri s-a efectuat conform metodei propuse de Hong-Zhi 

L., et al. [129]. 

Carbohidraţii totali în biomasa de levuri au fost determinaţi la spectrofotometru PG T160 

VIS Spectrophotometer, la lungimea de undă 620 nm cu utilizarea reactivului antron şi D-

glucozei în calitate de standard [101]. Metoda este bazată pe deshidratarea hexozelor în prezenţa 

acidului sulfuric concentrat, urmat de condensarea acestora cu Antron, care rezultă o dată cu 

obţinerea unei coloraţii albastre-verzui şi măsurarea intensităţii acesteia la lungimea de undă 620 

nm. 
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Pregătirea reactivului antronic (soluţie antron de 0,05% în acid sulfuric 66%). În eprubete 

se toarnă fie 0,5 ml (sau 5 mg) de probă analizată şi cîte 0,5 ml soluţie de 50, 100 şi 200 mg 

glucoză (pentru construirea curbei de calibrare); în eprubeta – martor se toarnă 0,5 ml apă. La 

conţinutul eprubetelor se adaugă cîte 5 ml reactiv antron. Se agită uşor şi se pune timp de 10 – 15 

minute la baia de apă la temperatura camerei. Se transferă la baia de apă fierbând timp de 15 

minute. Eprubetele se răcesc sub getul de apă la robinet şi se lasă la întuneric timp de 30 minute. 

Cantitatea de carbohidraţi din probele respective se determină după curba de calibrare. 

Rezultatele finale ale conţinutului de zahăr sunt considerate mediile aritmetice ale datelor 

repetărilor, calculate după formula: 

c(%) =X/m∙100%, unde:                                                                                                 (2.3) 

X – conţinutul glucozei după curba de calibrare; 

m – masa probei absolut uscate (mcg) 

c% – cantitatea de carbohidraţi în % la BAU. 

Determinarea conţinutului de β-glucani s-a realizat gravimetric [244], adaptată de Usatîi 

A., Chiseliţa N. [19] şi este descrisă în subcapitolul 2.2.  

Optimizarea componenţei mediului de nutriţie s-a efectuat conform metodelor de 

planificare matematică a experienţelor [17]. 

Prelucrarea statistică a rezultatelor a fost efectuată cu ajutorul setului de programe 

Statistica 7, veridicitatea în comparaţie cu martorul - p≤ 0,05. 

 

2.2. Eficientizarea metodei de extracţie a β-glucanilor 

Extragerea eficientă a β-glucanilor din pereţii celulari levurieni, ce posedă o structură 

complexă, este posibilă numai prin alegerea metodelor eficiente de distrugere a acestora. În 

majoritatea cazurilor, pentru dezagregarea pereţilor celulari, se aplică procedee cu aplicarea 

ultrasunetului, congelării-decongelării, autolizei, măcinării în mori cu bile, precum şi a 

enzimelor. Parametrii variabili la extragerea β-glucanilor din biomasa levuriană sunt: solvenţii şi 

concentraţia acestora, temperatura, durata de extracţie, etc. [115, 128, 167].  

Metoda de extragere a β-glucanilor include două faze: 

a) Dezagregarea celulelor; 

b) Extracţia  de β-glucani din pereţii celulari prin intermediul tratării cu baze 

şi acid în diferite proporţii. 

Iniţial, pentru extragerea β-glucanilor din biomasa levuriană de S. cerevisiae CNMN-Y-20, 

s-a efectuat studiul comparativ al metodelor de dezagregarea celulară. Pentru ruperea pereţilor 

celulari s-au studiat comparativ cinci metode de fragmentare: 
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-Autoliza - la 50°C timp de 24 ore, martor [244]; 

- Autoliza la 55°C timp de 8 ore; 

- Ultrasonare efectuată la frecvenţa de 22 Hz timp de 3 minute;  

- Omogenizare la 15000 rot/min 10 minute; 

- Congelare-decongelare (3 cicluri +20°C/-20°C). 

Eficienţa metodelor de fragmentare s-a apreciat prin următoarele analize: studierea 

sedimentelor prin microscopie optică; determinarea viabilităţii celulelor de drojdie din sediment; 

determinarea conţinutului de carbohidraţi totali în sediment. 

Analiza sedimentelor prin microscopie optică a demonstrat că practic în toate variantele 

testate se observă celule de diverse dimensiuni, ceea ce demonstrează că citoplasma este 

eliminată parţial (Figura 2.1). Informaţia dată necesită studii suplimentare în vederea constatării 

gradului de dezintegrare a peretelui celular. În acest sens s-a studiat viabilitatea celulelor. 

 

a)      b)    c)  

         

d)             e)  

Fig. 2.1. Celule de S. cerevisiae CNMN-Y-20 supuse diferitor procedee de dezintegrare a 

peretelui celular, (puterea de mărire 640). 

Legenda: a - autoliză la 50°C timp de 24 ore (martor), b - autoliză la 55°C timp de 8 ore, c - 

ultrasonare 3 minute, d - omogenizare 10 minute, e - congelare/decongelare. 

 

Viabilitatea celulelor s-a stabilit prin însămânţarea pe mediu YPD agarizat a 0,1 ml 

suspensie (20 mg sediment + 2 ml apă distilată sterilă) din sedimentele obţinute după procedura 

de centrifugare. 
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Rezultatele obţinute după aplicarea diferitor metode de dezintegrare sunt reflectate în 

Figura 2.2, din care concluzionăm că gradul de rupere a pereţilor celulari este cel mai înalt la 

aplicarea autolizei la 55°C timp de 8 ore (celule viabile lipsesc), urmat de procedeul 

omogenizare 10 minute, ultrasonare 3 minute, cu un grad de distrugere a celulelor de 90-95% 

(viabilitatea constituie 4,6-11,0% comparativ cu varianta martor). Procedeul congelare-

decongelare este mai puţin eficient, gradul de distrugere a celulelor este de 80,7% (viabilitatea 

constituie 19,3% comparativ cu varianta martor). 

 

 

Fig. 2.2. Viabilitatea celulelor levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 supuse dezintegrării cu 

aplicarea diferitor procedee. 

Legenda: 1 - autoliză la 50°C timp de 24 ore (martor), 2 - autoliză la 55°C timp de 8 ore, 3 - 

ultrasonare 3 minute, 4 - omogenizare 10 minute, 5 - congelare/decongelare. 

 

În continuare, în vederea obţinerii β-glucanilor din pereţii celulari, s-au aplicat variante de 

lucru, ce îmbină metodele testate de dezagregare celulară cu modificarea volumului de extragenţi 

şi duratei de extragere: 

I. Proba martor: Metoda constă în autoliza suspensiei de drojdie (15% w/w conţinut uscat 

cu pH-5), la 50°C timp de 24 ore, agitare moderată. Autolizatul se supune incălzirii la 80°C timp 

de 15 minute, răcirii până la temperatura camerei şi centrifugării la 3565 rot/min timp de 10 

minute, sedimentul se colectează. Procedura de extracţie a β-glucanilor constă în tratarea 

pereţilor celulari cu 1N NaOH (raport 1:5) la temperatura de 80±5°C timp de 2 ore, separarea, 

urmată de extracţia cu acid acetic de 0,5N (raport 1:5) la temperatura de 75±5°C timp de 1 oră. 

Extractul se centrifughează la 3565 rot/min timp de 10 minute la temperatura camerei, 

sedimentul se spală de 3 ori cu apă distilată şi se usucă la 50±5°C. Pasta obţinută de β-glucani 

este de culoare cafeniu-deschis [244]. 
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Variante experimentale: 

II. Autoliză cu durata de 8 ore. Amestecul din 10 g drojdie (30% S.U.) şi 10 ml apă 

sterilă se supune autolizei la 55°C timp de 8 ore şi se centrifughează la 3500 rot/min 10 minute. 

Sedimentul (pereţii celulari) se tratează cu 50 ml 1N NaOH timp de 1 oră la temperatura de 

90±5°C, se separă şi se tratează cu 0,5N acid acetic în raport de 1:5, la 75±5°C timp de 1 oră (în 

scopul eliminării glicogenului), apoi se spală de 2 ori cu apă distilată, se centrifughează la 3500 

rot/min timp de 10 minute la temperatura camerei, se usucă la 50±5°C. Produsul obţinut sunt β-

glucanii. 

III. Ultrasonare cu durata de 3 minute. Amestecul din 10 g drojdie (30% S.U.) şi 20 ml 

apă sterilă se supune timp de 3 minute acţiunii ultrasunetului la frecvenţa de 22 KHz.  Amestecul 

se centrifughează la 3500 rot/min 10 minute. Procedeul de extragere a β-glucanilor din pereţii 

celulari se desfăşoară conform procedeului descris în varianta II. 

IV. Omogenizare cu durata de 10 minute. Amestecul din 10 g drojdie (30% S.U.) şi 20 

ml apă sterilă se omogenizează 10 minute la viteza de rotaţie 15000 rot/min (6F volum 30 ml), 

umiditatea relativă 85%. Amestecul se centrifughează la 3500 rot/min 10 minute. Procedeul de 

extragere a β-glucanilor din pereţii celulari se desfăşoară conform procedeului descris în varianta 

II. Omogenizarea biomasei levuriene s-a efectuat la aparatul Silent Crusher M, Heidolph (2010). 

V. Congelare-decongelare: 10 g drojdie (30% S.U.) se supun congelării/decongelării la 

 -20°C/+20°C (3 cicluri), se centrifughează 10 minute la 3500 rot/min. Procedeul de 

extragere a β-glucanilor din pereţii celulari se desfăşoară conform procedeului descris în varianta 

II. 

La analiza conţinutului de carbohidraţi totali se observă unele fluctuaţii, care nu indică 

legităţi, ce ar permite evaluarea randamentului procedeelor de dezintegrare a pereţilor celulari. 

Conţinutul mai mic de carbohidraţi în variantele experimentale comparativ cu probele martor se 

explică prin dizolvarea monozaharidelor solubile în apă adăugată la probele de biomasă celulară 

supusă procedeelor de autoliză, omogenizare, ultrasonare sau congelare/decongelare. Menţionăm 

faptul că conţinut sporit de carbohidraţi 32,36% la S.U. s-a observat în varianta IV de distrugere 

a peretelui celular (omogenizare cu durata de 10 minute), ceea ce constituie 7,8% comparativ cu 

proba martor (Figura 2.3). 

Eficienţa metodelor de extragere s-a apreciat prin determinarea conţinutului de β-glucani. 

În urma analizei rezultatelor obţinute s-a stabilit, că condiţiile optime de extragere a β-glucanilor 

sunt create la aplicarea variantei IV (omogenizarea biomasei celulare timp de 10 minute) şi 

variantei V (procedura de congelare/decongelare a biomasei celulare în 3 cicluri). La utilizarea 

acestor metode se extrag circa 25,5% respectiv 25,28% β-glucani la S.U. (cu 35,6 şi respectiv 
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34,5% mai mult faţă de proba martor), în varianta martor (autoliza 24 ore) conţinutul de β-

glucani extraşi constituie 18,8% (Figura 2.3). Rezultatul tehnic pozitiv specific variantei cu 

aplicarea omogenizării biomasei celulare se exprimă prin faptul că concomitent cu cantitatea mai 

mare de β-glucani extraşi se reduce cu 24 ore comparativ cu procedeul martor şi durata 

procesului de extragere a β-glucanilor. 

 

 

Fig. 2.3. Eficienţa metodelor de extragere a β-glucanilor din pereţii celulari ai S. cerevisiae 

CNMN-Y-20. 

Legenda: 1 - autoliză la 50°C timp de 24 ore (martor), 2 - autoliză la 55°C timp de 8 ore, 3 

- ultrasonare timp de 3 minute, 4 - omogenizare timp de 10 minute, 5 - congelare/decongelare. 

 

Astfel, în rezultatul cercetărilor se propune un procedeu simplificat pentru extragerea β-

glucanilor din biomasa levuriană, care constă din următoarele etape: 

a) omogenizarea biomasei celulare la 15000 rot/min timp de 10 minute; 

b) separarea pereţilor celulari prin centrifugare la 3500 rot/min 10 minute; 

c) tratarea pereţilor celulari cu 1N NaOH în raport 1:5, incălzirea la 90°C timp de 1 oră; 

d) tratarea cu acid acetic de 0,5N (raport 1:5) la temperatura de 75±5°C timp de 1 oră; 

e) centrifugarea la 3500 rot/min timp de 10 minute la temperatura camerei; 

f) spălarea sedimentului de β-glucani de 2 ori cu apă distilată; 

g) uscarea β-glucanilor la 50±5°C. 

 

2.3. Influenţa surselor de carbon, azot asupra biosintezei β-glucanilor şi elaborarea 

mediului de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 

Carbohidraţii au importanţă deosebită în procesele de biosinteză a principiilor bioactive. 

Glucoza (dextroza) sau zahărul de struguri (C5H11O5CHO) este componenta de bază din care 

sunt construite mai multe polizaharide - β-glucanii, glicogenul, amidonul, celuloza. Glucoza intră 
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în componenţa zaharozei, maltozei, lactozei, uşor se absoarbe în sânge. O altă monozaharidă – 

manoza (HOCH2(CHOH)4CHO), este componenta mai multor polizaharide, în special a 

mananilor. 

În scopul selectării surselor adecvate de carbon pentru sinteza β-glucanilor au fost 

efectuate cercetări de evaluare a efectelor diferitor compuşi ai carbonului adăugat în mediile de 

fermentaţie YPD şi Rieder în diferite concentraţii. 

Drept criterii de evaluare au servit conţinutul de biomasă celulară (gL
-1

 mediu de cultură), 

conţinutul de carbohidraţi totali (% la B.U.), conţinutul de β-glucani (% la B.U. şi gL
-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 semnificativ superioare celor obţinute pe 

mediul Rieder (Figura 2.4a). 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-a obţinut la suplimentarea mediului cu melasă sau 

manoză (Figura 2.4b). 

 

a)  b)  

Fig. 2.4. Efectul surselor de carbon asupra conţinutului de biomasă (a) şi carbohidraţi (b) la 

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Cantitatea de β-glucani în toate variantele mediului YPD are valori de 15,27...18,91% din 

B.U., maximul fiind specific glucozei. În cazul cultivării levurii pe mediul Rieder conţinutul de 

β-glucani se află în limitele 14,16...19,85% la B.U., conţinutul maxim s-a obţinut în variantele de 

mediu suplimentate cu glucoză, zaharoză şi manoză (Figura 2.5a). 

Comparând randamentele de producere a β-glucanilor de către tulpina S. cerevisiae CNMN-

Y-20, putem afirma că etanolul, manoza şi zaharoza incluse în mediul YPD au cel mai 

semnificativ rezultat – 0,937...1,129 gL
-1

 mediu de cultivare (Figura 2.5b). 
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a)  b)  

Fig. 2.5. Efectul surselor de carbon asupra conţinutului de β-glucani la tulpina  

S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Pentru optimizarea mediului de cultură sunt necesare experienţe de selectare a 

concentraţiilor optime a sursei de carbon. În experienţele cu tulpina S. 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 bibliografice, care 

indică că valorile mai mari de 6% pot reprima multiplicarea levurilor [17]. 

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% (Figura 2.6a). 

Acelaşi efect de stimulare s-a constatat în experienţele de evaluare a influenţei  diferitor 

concentraţii de glucoză asupra cantităţilor de β-glucani în biomasa tulpinii S. cerevisiae CNMN-

Y-20 (Figura 2.6b). Conţinutul maximal de β-glucani (19,23-19,8% la B.U.) s-a înregistrat în 

variantele de mediu YPD cu 3-4% glucoză. Randamentul maxim de producere a β-glucanilor 

exprimat la 1L de mediu s-a obţinut  la utilizarea glucozei în concentraţie de 4%. 

a)  b)  

Fig. 2.6. Efectul diferitor concentraţii de glucoză asupra acumulării biomasei, carbohidraţilor 

totali (a) şi conţinutului de β-glucani (b) la cultivare tulpinii  S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe 

mediul YPD. 
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În continuare, în mod similar a fost studiat efectul diferitor concentraţii de zaharoză, care 

au substituit glucoza din mediul Rieder. În calitate de martor a servit mediul Rieder clasic cu 3% 

de glucoză. Rezultatele sunt reflectate în Figura 2.7a, 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 gL
-1

 mediu de cultură. 

Aprecierea conţinutului de β-glucani în biomasa uscată a evidenţiat modificări nesemnificative 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. (Figura 2.7b). Recalculul conţinutului 

de β-glucani la 1L mediu de cultură evidenţiază superioritatea variantei experimentale în care 

zaharoza s-a introdus în concentraţia de 3%.  

a)  b)  

Fig. 2.7. Efectul diferitor concentraţii de zaharoză asupra acumulării biomasei, carbohidraţilor 

totali (a) şi conţinutului de β-glucani (b) la cultivarea tulpinii S. 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 afirma că pentru cercetările în vederea sporirii producerii de β-glucani 

este oportună utilizarea mediului YPD cu conţinutul de glucoză în concentraţie de 4%, codificat 

– YPD-4 sau a mediului Rieder cu aplicarea a 3% zaharoză, codificat Rieder-M. 

Studiul ce urmează este consacrat evaluării acţiunii diferitor surse de azot. Azotul este un 

element esenţial pentru toate speciile de microorganisme şi 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 [195]. 

În vederea identificării efectelor azotului asupra acumulării biomasei, carbohidraţilor totali 

şi β-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost testate - sulfatul de amoniu 
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(NH4)2SO4 şi hidrogenofosfatul de diamoniu (NH4)2HPO4, 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 

gL
-1

 biomasă uscată, cu 20,8...38,9% mai mult faţă de martor. În varianta martor conţinutul de 

biomasă constituie 4,76 gL
-1

 (Figura 2.8a). 

 

a)  b)  

Fig. 2.8. Efectul diferitor concentraţii de azot asupra acumulării biomasei (a) şi  sintezei 

carbohidraţilor totali (b) la cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD. 

 

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 reflectate în Figura 2.8b. 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 B.U. 

Privitor la conţinutul de β-glucani în biomasa levurii, menţionăm o deosebire 

semnificativă pentru variantele de mediu YPD cu sulfat de amoniu comparativ cu cel obţinut în 

variantele cu hidrogenofosfat de amoniu. 

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 tendinţă de diminuare odată cu creşterea concentraţiei 

sursei de azot (Figura 2.9a). 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 a 
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carbohidraţilor totali şi a β-glucanilor, se diminuează, astfel se obţin cantităţi mari de biomasă cu 

conţinut mic de β-glucani. 

Cercetările, rezultatele cărora sunt reflectate în Figura 2.9b, confirmă concluzia că 

utilizarea surselor de azot, implicit a sulfatului de amoniu sau hidrogenofosfatului de amoniu, 

duce la diminuarea eficienţei mediului de cultură la producerea β-glucanilor. 

 

a) b)  

Fig. 2.9. Efectul diferitor concentraţii de azot amoniacal asupra conţinutului de β-glucani la 

cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD. 

 

În baza cercetărilor efectuate putem afirma că din sursele de azot testate, numai 

hidrogenofosfatul de amoniu asigură rentabilitate mediului de cultivare YPD pentru tulpina S. 

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 semnificativ conţinutul de carbohidraţi totali şi β-glucani 

la tulpina de levuri comparativ cu mediul martor. 

Este cunoscut că sărurile minerale joacă un rol deosebit în procesele de biosinteză şi se 

evidenţiază prin aceea că aceşti compuşi pot reprezenta surse de elemente constitutive, 

intermediari ai reacţiilor de oxido-reducere, reglatori ai permeabilităţii membranelor celulare, 

cofactori ai sistemelor enzimatice - metaloenzime. Sărurile furnizoare de microelemente sunt de 

obicei sulfaţii, fosfaţii, nitraţii, acetaţii [17]. Un element important în metabolismul 

microorganismelor este zincul, semnificativ pentru activitatea enzimelor zinccomponente. 

În experienţele noastre s-a urmărit influenţa acetatului de zinc asupra producerii β-

glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Compusul s-a adăugat în concentraţii de 5, 10, 

20, 30 mgL
-1

 medii nutritive: YPD-4 – YPD modificat (glucoza 4%) şi Rieder-M – Rieder 

modificat (glucoza substituită cu 3% zaharoză). În calitate de martor au servit mediile enunţate 

fără completarea cu acetat de zinc. 
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Analiza rezultatelor a arătat, că efectul acetatului de zinc este variabil şi depinde de 

concentraţie şi mediul de cultivare. Spre exemplu, acetatul de zinc în concentraţii de 5, 10, 20, 30 

mgL
-1

 mediu de cultură YPD-4 şi Rieder-M micşorează nesemnificativ conţinutul de biomasă şi 

carbohidraţi, comparativ cu martorul (Figura 2.10). Valorile conţinutului de biomasă uscată în 

variantele experimentale cu mediul YPD-4 constituie 5,36...5,62 gL
-1

 (Figura 2.10a). Majorarea 

concentraţiilor de acetat de zinc adăugat la mediul YPD-4 a determinat diminuarea conţinutului 

de carbohidraţi totali de la 46,93 (varianta cu 10 mgL
-1

 acetat de zinc) la 43,97% la B.U. 

(varianta cu 30 mgL
-1

 acetat de zinc). 

În cazul cultivării tulpinii pe mediul Rieder-M, la care s-au adăugat diferite concentraţii de 

acetat de zinc, biomasa celulară constituie 1,24...1,81 gL
-1

, în varianta martor - 2,0 gL
-1

. 

Carbohidraţii totali menţin aceiaşi tendinţă de micşorare a conţinutului lor legată de sporirea 

concentraţiilor de acetat de zinc (Figura 2.10b). 

 

a)  b)  

Fig. 2.10. Influenţa acetatului de zinc asupra acumulării biomasei şi carbohidraţilor la tulpina S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD-4 (a) şi Rieder-M (b). 

Legenda: martor I – mediul Rieder, martor II – mediul M-4086. 

 

Efect similar al acetatului de zinc a fost înregistrat în studiul conţinutului de β-glucani la 

cultivarea tulpinii pe mediul YPD-4. Cantitatea de β-glucani în  variantele de mediu completat cu 

compusul studiat este inferioară martorului cu 5,8-11,4% (Figura 2.11a). Deaceea în continuare 

pentru cercetări a fost folosit mediul YPD-4. 

Un aspect total diferit prezintă datele obţinute ca rezultat al studiului de evaluare a 

influenţei acetatului de zinc asupra conţinutului de β-glucani la cultivarea tulpinii pe mediul 

Rieder-M. La cultivarea 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 (Figura 2.11b). De rând cu efectul 
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stimulator exercitat asupra conţinutului de β-glucani în biomasa levurii, dozele 10 şi 20 mgL
-1

 

acetat de zinc intensifică randamentul mediului de cultură, obţinându-se până la 0,440 gL
-1

 β-

glucani. 

 

a) b)  

Fig. 2.11. Influenţa acetatului de zinc asupra conţinutului de β-glucani la tulpina 

S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediile modificate YPD-4 (a) şi Rieder-M (b). 

 

Reieşind din aceste considerente, rezultatele experienţelor monofactoriale pentru toţi 

compuşii mediului de nutriţie au fost supuse analizei statistice şi regresionale. După prelucrarea 

rezultatelor, pentru mediul Rieder, au fost evidenţiaţi 2 factori esenţiali: zaharoza şi acetatul de 

zinc (CH3COO)2Zn), care pot influenţa semnificativ biosinteza β-glucanilor. 

Rezultatele acestor investigaţii au stat la baza optimizării matematice a mediului de cultură 

pentru levura S. cerevisiae CNMN-Y-20 în vederea obţinerii conţinutului maximal de β-glucani. 

Optimizarea mediului de nutriţie în scopul obţinerii unei cantităţi maximale de β-glucani a 

fost efectuată în câteva etape consecutive: experienţa conform planului „Experienţa factorială 

fracţionată (EFF 2
2 

)”, în timpul căreia se determină direcţia varierii concentraţiei factorilor (spre 

mărirea sau micşorarea concentraţiei) şi experienţa conform planului „Mişcarea pe gradient”, în 

timpul căreia se alege cea mai reuşită combinaţie a factorilor esenţiali şi neesenţiali. 

Evidenţierea factorilor cu efecte esenţiale în procesul de acumulare a β-glucanilor a fost 

efectuată în câteva trepte, utilizând metoda balanţei aleatoare. La fiecare treaptă s-au selectat 

efectele cu valoare esenţială. 

Iniţial a fost elaborat planul experienţei factoriale fracţionate EFF 2
2
 (Tabelul 2.1). 

După rezultatele experienţei EFF 2
2 

au fost calculaţi coeficienţii de regresie după 

algoritmul Iets [17] (Tabelul 2.2). Pe baza coeficienţilor de regresie calculaţi a fost alcătuită 

ecuaţia de regresie, care are expresia: Y= 24,10 - 0,482 X1 + 1,647 X2  - 2,117 X1X2.  

În corespundere cu ecuaţia dată a fost montată experienţa „Mişcarea pe gradient”, conform 

planului din Tabelul 2.3. 
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Tabelul 2.1. Informaţia iniţială despre factori 

Componenta 

mediului 

Codifica

rea 

Concentraţia componentelor Pasul de 

variaţie, 

λ(i) 

Minimă 

- 1 

Baza 

0 

Maximă 

+ 1 

Zaharoza, gL
-1 X1 

 

30 35 40 5 

Acetat de zinc, 

mgL
-1 X2 10 15 20 5 

Tabelul 2.2. Calcularea coeficienţilor de regresie după schema Iets 

Planul 

experienţei 

 

Rezultate 

experimentale 

(Y) 

β-glucani, % 

la S.U. 

Calculul efectelor Coeficientul 

liniar de 

regresie, 

b(i) 

 

Pasul 1 Pasul 2 

X1 X2 

- - 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 -Y1-Y2 + Y3+Y4 = 6,59 1,647 

+ + 23,15 Y4-Y3 = - 5,27 Y1-Y2 - Y3+Y4 = - 8,47 - 2,117 

Tabelul 2.3. Planul experienţelor „Mişcarea pe gradient” 

Valorile  Factorii Biomasa 

uscată, g 

L
-1

. 

β-glucani,  % 

la B.U.  Zaharoza, 

X1 

Acetat de  zinc, 

X2 

Coeficient liniar de 

regresie, b(i) 

- 0,482 1, 647   

Unităţi de variaţie 

λ(i) 

5 5   

b(i) ∙ λ(i) - 2,41 8,235   

Coeficient de 

proporţionalitate, Ki  

 

1 

b(i) · λ(i)x2/ b(i) · 

λ(i)x1 

- 3,42 

  

Pasul pantei 

maximale, H(i) 

2 -3,42 ·2=-6,84   

Baza experimentului 35 15   

Concentraţia gL
-1

 mgL
-1

   

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  0  1,91±0,01 29,16±0,61  

5 43,0  0  1,97±0,01 25,86±0,73  

 

Notă * b(i) - coeficientul de regresie;  λ(i) – unităţi de variaţie; H(i) – pasul ascendenţei. 
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Conform datelor din Tabelul 2.3 nivelul maximal de sinteză a β-glucanilor (29,47±0,52% 

la B.U.) pentru tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de următoarea componenţă 

cantitativă a mediului nutritiv, gL
-1

: zaharoză - 37,0; (NH4)2SO4 - 3,0; MgSO4•7H2O - 0,7; NaCl 

- 0,5; Ca(NO3)2 - 0,4; KH2PO4 - 1,0; acetat de zinc - 0,00816; autolizat de levuri - 10 ml; apă 

potabilă - 1L; pH- 5,0-6,0. Mediul optimizat a fost numit convenţional R-ZZ [13]. 

Cantitatea netă de β-glucani pe mediul optimizat R-ZZ este de 0,510±0,01 gL
-1

. 

Mediul martor Rieder asigură obţinerea a 22,36±0,57% β-glucani, iar mediul M-4086 – 

12,61±0,45% β-glucani. Cantitatea netă de β-glucani pe mediul Rieder este de 0,467±0,02 gL
-1

, 

iar pe mediul M-4086 este de 0,501±0,02 gL
-1

 [5]. Rezultatele sunt prezentate în Tabelul 2.4. 

 

Tabelul 2.4. Conţinutul de β-glucani, carbohidraţi şi biomasă la cultivarea tulpinii S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 pe diferite medii nutritive 

Componente 

evaluate 

Mediul optimizat 

R-ZZ 

Mediul Rieder 

(martor I) 

Mediul 

M-4086 

(martor II) 

β-glucani, % în 

peretele celular 

29,47±0,52 22,36±0,57 12,61±0,45 

β-glucani, gL
-1 

mediu 

de cultură 

0,510±0,01 0,467±0,02 0,501±0,02 

Carbohidraţi totali, % 

la B.U. 

41,97±0,4 35,38±0,34 36,99±0,05 

Biomasa uscată, gL
-1 

mediu de cultură 

1,73±0,011 2,09±0,03 3,97±0,04 

 

Astfel, prin analiza regresională au fost determinate concentraţiile optime a sursei de 

carbon (zaharozei) şi acetatului de zinc în componenţa mediului nutritiv pentru sporirea cantităţii 

de β-glucani la tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Cercetările efectuate au finalizat cu elaborarea unui nou mediu de nutriţie – R-ZZ pentru 

cultivarea levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 care permite obţinerea până la 29,47±0,52% β-

glucani în biomasa uscată, faţă de 22,36±0,57% în mediul martor Rieder. 

 

2.4. Influenţa temperaturii, aeraţiei şi duratei de cultivare asupra biosintezei β-glucanilor 

la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 

O influenţă semnificativă asupra creşterii şi metabolismului microorganismelor o au 

condiţiile de cultivare. Temperatura, pH-ul, aeraţia, durata procesului de cultivare determină 
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activitatea fiziologică a microorganismelor şi acţionează asupra compoziţiei biochimice a 

acestora [66, 82, 228, 233]. 

Se ştie că procesul de creştere al levurilor este deosebit de sensibil la temperatură. Sub 

acţiunea temperaturii se modifică durata etapelor de dezvoltare a microorganismului – lag-fazei, 

fazei exponenţiale, fazei staţionare şi a termenilor de manifestare a activităţii biochimice – 

biosintezei enzimelor, proteinelor şi altor substanţe biologic active [60]. La temperaturi extreme, 

mecanismele de reglare ale celulei sunt afectate, astfel că randamentul producerii principiilor 

bioactive se modifică. De exemplu, la aceeaşi tulpină pentru creşterea masei celulare este 

necesară o anumită temperatură optimă, iar pentru producerea principiilor bioactive sunt 

necesare alte valori de temperatură [16]. Diferite valori de temperatură pot influenţa procesele de 

biosinteză a carbohidraţilor, în special a β-glucanilor, astfel prin cultivarea dirijată a tulpinii de 

levuri se pot obţine β-glucani cu structură programată. 

Pentru selectarea valorilor de temperatură adecvate biosintezei β-glucanilor la tulpina S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 s-a studiat influenţa a 4 regimuri termice – 15, 20, 25, 30°C. Cultivarea 

s-a realizat submers în baloane Erlenmeyer cu volumul de 100 ml pe agitator rotativ (200 

rot/min). Probele au fost prelevate la 120 ore de cultivare. Celule se recuperează prin 

centrifugare la 3000 rot/min, timp de 15 minute. Ulterior s-a determinat cantitatea de biomasă, de 

carbohidraţi totali şi β-glucani. În rezultatul cercetărilor s-a stabilit, că temperatura optimă pentru 

multiplicarea celulelor este de 15...25°C la care tulpina timp de 120 ore acumulează o cantitate 

maximă de biomasă. Majorarea temperaturii de cultivare până la 30ºC induce o încetinire a 

procesului de multiplicare a levurii (Figura 2.12a). Faptul poate fi explicat prin creşterea 

esenţială în celulele de levuri, la cultivarea la temperaturi elevate, a concentraţiei compuşilor 

toxici reprezentaţi de formele active ale oxigenului (anionul superoxid (O2
-
), peroxidul de 

hidrogen (H2O2) şi radicalii hidroxili (OH
-
). Formarea acestor compuşi duce la distrugerea 

membranelor, denaturarea proteinelor şi ADN-ului şi moartea celulelor [94, 236]. 

a)  b)  

Fig. 2.12. Efectul temperaturii de cultivare asupra acumulării biomasei, carbohidraţilor totali (a) 

şi β-glucanilor (b) la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. 
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Cu toate că tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a manifestat activitate maximală la cultivare 

în regimul de 30°C (Figura 2.12), calculul pentru cantitatea netă de β-glucani la 1 L mediu de 

cultură arată, că productivitate sporită a tulpinii (0,792 g/L) poate fi obţinută la cultivarea în 

regimul de 25°C (Figura 2.12b). 

Unul din factorii decisivi ai procesului de dezvoltare a microorganismelor aerobe este 

alimentarea cu oxigen. Necesarul de oxigen pune problema dizolvării acestuia în mediu cu o 

viteză care să corespundă cerinţelor faţă de oxigen ale microorganismului aflat la o viteză 

maximă de creştere. Viteza de dizolvare a oxigenului depinde de temperatură, de concentraţia 

unor componente ale mediului, în special al zaharurilor. Numeroase investigaţii efectuate de 

cercetători au evidenţiat faptul, că la concentraţii mari de zahăr, inhibiţia creşterii se datorează 

stresului osmotic ce influenţează procesele legate de difuzie şi deshidratare. Pe de altă parte, 

pornind de la aceeaşi cantitate de glucoză, dar în condiţiile unei oxigenări puternice, se produce o 

cantitate mult mai mare de celule decât în condiţii de oxigenare redusă [16]. Prezenţa unei 

concentraţii mari de glucoză, în condiţiile unei oxigenări puternice, duce la inhibarea sintezei 

citocromilor a, b, c şi, ca urmare, la represia respiraţiei celulare. Aceasta afectează metabolismul 

celulelor, deoarece NADH acumulat inhibă sistemul piruvat dehidrogenazic, ceea ce determină 

încetarea activităţii ciclului Krebs, represia fosforilării oxidative, inhibarea producerii de ATP şi 

afectarea transportului transmembranar al glucozei [16]. Acest efect prezintă o importanţă 

deosebită în performanţa proceselor biotehnologice. 

Pornind de la aceste premize, cercetările experimentale ulterioare s-au axat pe elucidarea 

efectelor influenţei gradului de aerare a mediului de cultivare asupra biosintezei β-glucanilor la 

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Tulpina a fost cultivată pe mediul nutritiv R-ZZ optimizat. 

Influenţa oxigenului dizolvat asupra procesului de biosinteză s-a urmărit în condiţii de cultivare 

pe agitator (200 rot/min) şi staţionar la temperatura de 25°C, durata de cultivare - 120 ore. 

Gradul de aerare, în condiţiile cultivării submerse în baloane Erlenmeyer, a fost modificat 

prin varierea volumului baloanelor: 1) baloane cu capacitatea 0,25 L ce conţin 0,15 L mediu 

nutritiv, 2) baloane cu capacitatea 0,50 L ce conţin 0,15 L mediu nutritiv, 3) baloane cu 

capacitatea 0,75 L ce conţin 0,15 L mediu nutritiv, 4) baloane cu capacitatea 1,0 L ce conţin 0,15 

L mediu nutritiv. Ca martor a servit aceleaşi variante cultivate staţionar. Rezultatele variaţilor 

conţinutului de oxigen molecular determinat la 120 ore de cultivare sunt reflectate în Figura 

2.13. 

Cercetările au demonstrat că la cultivarea tulpinii în condiţii de agitare conţinutul de 

biomasă, carbohidraţi şi β-glucani este semnificativ mai mare comparativ cu cel obţinut în 
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condiţii de staţionare, în care conţinutul de oxigen este redus şi constituie 3,4...9,8 mg/L (Figura 

2.14). 

 

Fig. 2.13. Conţinutul de oxigen molecular în variantele experimentale şi martor la 

cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Legenda: Variante: 1 - baloane cu capacitatea 0,25 L; 2 - baloane cu capacitatea 0,5 L; 3 

- baloane cu capacitatea 0,75 L; 4 - baloane cu capacitatea 1,0 L. 

 

Pentru multiplicare şi biosinteza carbohidraţilor, inclusiv a β-glucanilor este optimă 

cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în baloane cu capacitatea de 0,75-1,0 L, gradul de 

aerare fiind mai mare (81,3...83,3 mg O2/L), graţie faptului că se măreşte suprafaţa de contact al 

fazei lichide cu aerul. În aceste condiţii conţinutul de β-glucani constituie 0,674 g/L mediu de 

cultură, faţă de 0,424 g/L calculat în varianta cultivării staţionare (Figura 2.14). 

a)  b)  

c)  d)  

Fig. 2.14. Efectul gradului de aerare asupra acumulării biomasei (a), carbohidraţilor (b) şi 

β-glucanilor (c, d) la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Legenda: variante - 1) baloane cu capacitatea 0,25 L; 2) baloane cu capacitatea 0,50 L; 

3) baloane cu capacitatea 0,75 L; 4) baloane cu capacitatea 1,0 L. 
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În continuare s-a studiat influenţa duratei de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 

asupra biosintezei β-glucanilor. În baza studiului bibliografic s-a constatat că sinteza unui anumit 

produs la levuri este asociată cu fazele de dezvoltare. Din aceste considerente este important de a 

stabili pentru tulpina selectată relaţiile dintre procesul de multiplicare şi biosinteză a β-glucanilor 

în dinamică. 

Cercetările au fost efectuate la cultivarea tulpinii pe mediul nutritiv optimizat R-ZZ la 

temperatura de 25°C, pe agitator rotativ (200 rot/min) şi concentraţia O2 de la 80,3...85,0 mg/L, 

durata cultivării - 7 zile. La fiecare 24 ore de cultivare au fost prelevate probe pentru a stabili 

acumularea biomasei celulare, conţinutul de carbohidraţi totali şi de β-glucani. 

Datele ce reflectă dinamica acumulării biomasei, carbohidraţilor totali şi β-glucanilor de 

către tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 sunt prezentate în Figura 2.15. 

a)  b)  

Fig. 2.15. Dinamica acumulării biomasei, carbohidraţilor totali (a) şi β-glucanilor (b) la 

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

S-a constatat că acumularea biomasei este intensă în primele 48 ore de cultivare, după care 

acest proces se stabilizează şi după 72 ore de la începutul procesului de dezvoltare se intensifică 

acumularea de glucide în celule (Figura 2.15a). Majorarea conţinutului de carbohidraţi în 

biomasă în faza respectivă de dezvoltare a levurilor poate fi explicată prin diminuarea 

conţinutului de azot în mediu, fapt ce duce la stoparea proceselor de multiplicare şi biosinteza 

activă a componentelor celulare şi poate fi considerată o adaptare la conţinutul mediului nutritiv. 

Aceste date corelează cu datele altor autori [150].  

O acumulare semnificativă a β-glucanilor în peretele celular la tulpina S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 se produce peste 96 ore de cultivare submersă, valori care practic nu se modifică 

pe parcursul următoarelor ore de cultivare (Figura 2.15b). Conţinutul maximal al β-glucanilor 

0,559 g/L se observă la 120 ore de cultivare a levurii. 
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Influenţa pH-ului asupra proceselor de creştere şi biosinteză la microorganisme este 

complexă. Într-un ciclu de cultivare, pH-ul optim în faza de creştere a masei celulare are o 

valoare, iar în faza de sinteză a produsului o altă valoare. Deci, în cele două etape tehnologice, 

trebuie asigurate valori optime diferite pentru pH. Din aceste considerente, în timpul procesului 

de creştere este necesar ca pH-ul mediului de cultură să fie permanent monitorizat. 

Modificarea pH-ului mediului de cultivare iniţial 5,5 observat pe durata creşterii tulpinii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 este reflectată în Figura 2.16. 

 

 

Fig. 2.16. Modificarea pH-ului mediului de cultivare pe durata ciclului vital a tulpinii 

S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul R-ZZ. 

 

S-a constatat că tulpina posedă un puternic mecanism de reglare a pH-ului mediului de 

cultură. Stabilizarea valorilor pH-ului se produce după 48 ore de cultivare. Conţinutul maximal 

de biomasă determinat în primele 48 ore de cultivare (Figura 2.16) poate fi caracterizat ca unul 

pozitiv deoarece la etapele ulterioare de dezvoltare, când pH mediului de cultivare scade, se 

înlătură posibilitatea de contaminare bacteriană. 

Astfel, ca rezultat al studiului efectuat asupra influenţei diferitor parametri de cultivare a 

levurii, s-a stabilit că temperatura favorabilă pentru producerea β-glucanilor este de 25°C, 

valoarea optimă a concentraţiei oxigenului dizolvat în mediul de cultură – 81,3...83,3 mg/L, 

durata optimă de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este 120 ore.  

 

2.5. Procedeu de sporire a conţinutului de β-glucani la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu 

aplicarea mediului nutritiv şi condiţiilor de cultivare optimizate 

Cercetările de optimizare a compoziţiei mediului nutritiv şi a condiţiilor de cultivare au 

permis de a elabora un procedeu de sporire a conţinutului de β-glucani având ca obiect 

biotehnologic tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, care poate fi realizat în mai multe variante. 
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a) Procedeu de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediu R-ZZ. 

Procedeul se realizează în următorul mod: 

Se prepară mediul nutritiv R-ZZ cu următoarea componenţă (gL
-1

):
 
zaharoză - 37,0; 

(NH4)2SO4 - 3,0; MgSO4•7H2O - 0,7; NaCl - 0,5; Ca(NO3)2 - 0,4; KH2PO4  - 1,0; acetat de zinc – 

0,00816; autolizat de levuri - 10 ml; apă potabilă - 1 L; pH - 5,0-6,0. Mediul se inoculează cu 

celule de levuri cultivate pe must de bere cu vârsta de 48 ore. Materialul semincer cu densitatea 

2x10
6
 celule/ml se introduce în volum de 5% din volumul mediului nutritiv şi se cultivă pe 

agitator (200 rot/min), la temperatura de 25°C, valoarea optimă a concentraţiei O2  - 81,3...83,3 

mgL
-1

, pe parcursul a 120 ore. 

Biomasa se colectează prin centrifugare, se supune autolizei urmată de efectuarea 

analizelor biochimice de rigoare şi standardizarea bioprodusului după conţinutul de β-glucani. 

Procedeul asigură obţinerea a 2,18±0,38 gL
-1

 biomasă uscată, care conţine 28,74±0,96% la 

B.U. β-glucani. Cantitatea netă de β-glucani care se obţine la aplicarea acestui procedeu este de 

0,620±0,086 gL
-1

 mediu de cultură (Tabelul 2.5). 

 

Tabelul 2.5. Indicii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare cu utilizarea mediului R-ZZ 

Indici bioproductivi Procedeu nou 

 

Procedeu cunoscut 

 

Avantajul 

procedeului 

nou, % 

Biomasa uscată, g/L 2,18±0,38 2,09±0,03 

 

4,3 

Carbohidraţi totali, % 

la B.U. 

37,65±2,88 35,38±0,34 6,4 

 

β-glucani, % la B.U. 28,74±0,96 22,36±0,57 28,5 

 

β-glucani, g/L mediu 

de cultură 

0,620±0,086 0,467±0,02 32,8 

 

 

Procedeul standard cu utilizarea mediului clasic Rieder permite obţinerea a 2,09±0,03 gL
-1

 

biomasă uscată, 22,36±0,57% la B.U. β-glucani. Cantitatea netă de β-glucani care se obţine la 

aplicarea acestui procedeu este de 0,467±0,02 gL
-1

 mediu de cultură. 

Avantajul procedeului elaborat constă în producerea cu 32,8% mai mult β-glucani la 1 L 

mediu de cultură [22]. 
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b) Procedeu de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediu YPD-4. 

Procedeul se realizează în următorul mod: 

Se prepară mediul nutritiv YPD-4 cu următoarea componenţă (gL
-1

): 1% extract de levuri, 

2% peptonă, 4% glucoză, apă potabilă - 1 L, pH - 5,0-6,0. Mediul se inoculează cu celule de 

levuri cu vârsta de 48 ore cultivate pe must de bere. Materialul semincer cu densitatea 2x10
6
 

celule/ml se introduce în volum de 5% din volumul mediului nutritiv şi se cultivă pe agitator 

(200 rot/min), la temperatura de 25°C, valoarea optimă a concentraţiei O2 –  81,3...83,3 mgL
-1

, 

pe parcursul a 120 ore. 

Biomasa se colectează prin centrifugare şi se supune autolizei urmată de separarea β-

glucanilor din pereţii celulari. 

Procedeul asigură obţinerea a 5,8±0,17 gL
-1

 B.U., care conţine 45,35±0,51% din B.U. 

carbohidraţi totali şi 19,8±1,64% la B.U. β-glucani. Cantitatea netă de β-glucani care se obţine la 

aplicarea acestui procedeu este de 1,14±0,07 gL
-1

 mediu de cultură. 

Procedeul standard cu utilizarea mediului clasic YPD permite obţinerea a 3,91±1,06 gL
-1

  

biomasă uscată, 19,06±0,09% la B.U. β-glucani. Cantitatea netă de β-glucani care se obţine la 

aplicarea acestui procedeu este de 0,748±0,207 gL
-1

 mediu de cultură (Tabelul 2.6). 

 

Tabelul 2.6. Indicii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare cu utilizarea mediului YPD-4  

Indici bioproductivi Procedeu nou 

 

Procedeu cunoscut 

 

Avantajul 

procedeului 

nou, % 

Biomasa uscată, g/L 5,8±0,17 3,91±1,06  48,7 

Carbohidraţi totali, % 

la B.U. 

45,35±0,51 40,93±0,92 10,8 

 

β-glucani, % la B.U. 19,8±1,64 19,06±0,09 3,9 

 

β-glucani, g/L mediu 

de cultură 

1,14±0,07 0,748±0,207 52,4 

 

 

Avantajele procedeului elaborat constau în producerea cu 48,7% biomasă uscată şi cu 

52,4% mai mult β-glucani la 1 L mediu de cultură.  

Astfel, analiza comparativă a rezultatelor obţinute cu datele din literatura de specialitate 

[47, 48, 128] ne permite să afirmăm că procedeul elaborat de sporire a biosintezei β-glucanilor în 
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biomasa de S. cerevisiae CNMN-Y-20 asigură obţinerea unor cantităţi considerabile de acest 

compus cu valoare fiziologică înaltă. Datorită simplităţii etapelor de realizare, procedeul de 

sinteză orientată a β-glucanilor de către tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 poate fi încadrat cu 

succes în fluxurile tehnologice de producere industrială. 

 

2.6. Concluzii la capitolul 2 

1. Procedeul de dezintegrare a celulelor cu aplicarea omogenizării biomasei celulare timp de 

10 minute asigură un grad de distrugere a pereţilor celulari de 95%. Aplicarea procedeului 

dat în îmbinare cu tratarea alcalin-acidă sporeşte cu 34,5% conţinutul de β-glucani extraşi 

din pereţii celulari levurieni şi reduce durata de extragere cu 24 ore comparativ cu 

procedeul martor [19]. 

2. Din sursele de carbon investigate capacitate maximă de a spori acumularea β-glucanilor în 

biomasa tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 posedă glucoza şi zaharoza. Biosinteză sporită 

de β-glucani s-a înregistrat la cultivarea tulpinii pe mediul YPD completat cu 3-4% 

glucoză şi mediul Rieder completat cu 3% zaharoză [21]. 

3. Sulfatul de amoniu şi hidrogenofosfatul de amoniu în concentraţii de 0,1...0,5%, 

suplimentat la mediul YPD, diminuează semnificativ conţinutul de β-glucani la tulpina de 

levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20. Eficienţa hidrogenofosfatului de amoniu a fost 

demonstrată numai pentru acumularea biomasei celulare, care a sporit cu 38,9% faţă de 

martor [21]. 

4. Acetatul de zinc în concentraţii de 5-30 mg/L, adăugat la mediul de cultură Rieder-M, 

asigură sporirea cu 23...44,1% faţă de martor a conţinutului de β-glucani în biomasa S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 [21]. 

5. Aplicarea metodelor matematice de planificare a experienţelor a permis de a elabora un 

mediu nutritiv, cu aplicarea concentraţiilor optime ale acetatului de zinc şi zaharozei, 

codificat R-ZZ.  Mediul nutritiv elaborat asigură o sinteză sporită a β-glucanilor cu 31,8% 

faţă de martor [13]. 

6. Condiţiile optime pentru biosinteza β-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, 

cultivată pe mediile elaborate sunt: temperatura de 25°C, gradul de aerare 81,3...83,3 

mg/L, durata de cultivare submersă 120 ore [22]. 

7. Procedeul elaborat, bazat pe utilizarea mediilor nutritive R-ZZ şi YPD-4, condiţiilor de 

cultivare optimizate, permite obţinerea a 0,620 şi respectiv 1,14 gL
-1

 β-glucani, ce este cu 

32,8 respectiv 52,4% mai mult comparativ cu procedeele cunoscute [22]. 
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3. POTENŢIALUL BIOTEHNOLOGIC A LEVURII SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

CNMN-Y-20 SUB INFLUENŢA NANOPARTICULELOR OXIZILOR METALICI 

Dezvoltarea ştiinţei şi tehnologiei în ultimul deceniu se caracterizează prin studii intensive 

asupra proprietăţilor obiectelor nanodimensionale şi prin elaborarea diferitor tehnologii de 

aplicare a acestora în practică. Analiza amplă şi generalizarea literaturii de specialitate efectuată 

în capitolul 1, evidenţiază perspectiva utilizării nanoparticulelor în calitate de reglatori ai 

creşterii şi stimulatori a indicilor productivi şi biosintetici ai microorganismelor, în special ai 

levurilor. 

Perspective biotehnologice privind aplicarea nanoparticulelor ZnO în diferite domenii sunt 

menţionate în publicaţiile [199, 258] în care este descris rolul acestora în produsele cosmetice, în 

procesul de prevenire a toxiinfecţiilor alimentare datorat activităţii antimicrobiene a diferitor 

nanoparticule, etc. Este de menţionat faptul că nanoparticulele ZnO în concentraţii mai mari de 

50 mg/L sunt toxice pentru S. cerevisiae [92]. 

Zincul este un microelement strict necesar pentru structura, multiplicarea, creşterea şi 

dezvoltarea levurilor, ce întră în compoziţia a cca 300 enzime, ce mediază procesele metabolice, 

sinteza AND, ARN-ului şi proteinelor [229]. În lucrările mai multor autori sunt expuse 

rezultatele influenţei diferitor  nanoparticule (oxizi ai Au, Ag, Ti, Si, Zn) asupra celulei 

microbiene din care concluzionăm că acestea, în dependenţă de structură şi concentraţie, pot 

stimula sau inhiba creşterea şi activitatea biosintetică a microorganismelor [59, 109].  

Un alt tip de nanoparticule cu efect reglator sunt cele ale dioxidului de titan. Comparativ cu 

alti agenţi antimicrobieni, TiO2 merită atenţie datorită stabilitaţii înalte, toxicităţii joase pentru 

mediul ambiant, costului relativ mic, activităţii biologice, etc. Posibile mecanisme de influenţă a 

nanoparticulelor TiO2 la nivel celular au fost cercetate de către mai mulţi specialişti în domeniu 

care au elucidat unele procese ce au loc în cazul aplicării nanoparticulelor [110, 178]. Conform 

rezultatelor din literatura de specialitate, concentraţia minim inhibitorie (MIC - minimum 

inhibitory concentration) a nanoparticulelor variază în dependenţă de microorganismul cercetat. 

Spre exemplu, pentru Escherichia coli şi Candida albicans MIC a nanoparticulelor TiO2 

constituie 9,7 µg ml
-1

, iar pentru Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 

subtilis MIC este de 19,0-19,5 µg ml
-1

 [204]. 

În general, schimbările în starea fiziologică a celulei şi reacţia la influenţa factorilor externi  

sunt legate de structura şi dinamica peretelui celular. Conform cercetărilor Ya-Nan Chang [269], 

mecanismul de influenţă a nanoparticulelor CuO şi ZnO asupra celulei microbiene este complex 

şi atrage asupra sa modificări atât în membrana celulară cât şi în citoplasmă. 
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Aşadar, aplicarea nanoparticulelor anorganice la cultivarea microorganismelor prezintă un 

domeniu relativ nou, puţin explorat în cercetările de nanobiotehnologie.  

Cele expuse mai sus determină importanţa evaluării efectelor nanoparticulelor oxizilor de 

metale asupra tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi aprecierea perspectivelor de 

aplicare ale acestora în biotehnologia cultivării levurilor în vederea sporirii potenţialului 

biosintetic.  

Luând în consideraţie cele expuse scopul capitolului constă în elucidarea acţiunii 

nanoparticulelor ZnO şi TiO2 asupra biosintezei β-glucanilor şi altor constituiente celulare a 

levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

3.1. Materiale şi metode de cercetare 

În vederea realizării scopului acestui capitol, în cercetări au fost utilizate trei tipuri de 

nanoparticule (NPs): ZnO cu dimensiunile 10 şi 30 nm, stabilizate în poli(N-vinilpirolidon) 

(Poly(N-vinylpyrrolide)) (PVP) [123] şi TiO2 cu dimensiunea 30 nm, obţinute prin metoda zol-

gel asistată cu ultrasunet [44], puse la dispoziţia de către cercetătorii Institutului de Inginerie 

Electronică şi Nanotehnologii. Concentraţiile nanoparticulelor utilizate la cultivarea levurilor au 

constituit 0,5; 1; 5; 10; 15; 20 mg/L. Nanoparticulele s-au adăugat sub formă de emulsie la etapa 

inoculării tulpinii. 

Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost cultivată pe mediul nutritiv YPD cu următoarea 

componenţă: 1% extract de drojdie, 2% peptonă, 2% glucoză, apă potabilă 1 L, pH-5,5 [48]. 

Cultivarea submersă s-a efectuat în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator 

cu viteza de rotaţie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, gradul de aerare – 81,3...83,3 mg/L, 

durata de cultivare submersă – 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a însămânţat în volum de 

5% cu inocul 2x10
6
 celule/ml.  

Prepararea inoculului, determinarea numărului de celule dezvoltate pe mediul lichid, 

viabilitatea celulelor, examinarea formei şi dimensiunilor celulelor, determinarea biomasei 

levurii, substanţei uscate a biomasei, conţinutului de carbohidraţi totali, conţinutului de β-glucani 

s-au efectuat în conformitate cu metodele descrise în capitolul 2.  

Determinarea proteinei a fost efectuată spectrofotometric după metoda Lowry [162]. 

Metoda este bazată pe determinarea intensităţii coloraţiei soluţiei de proteine prin 

combinarea a două reacţii: Biuret (de identificare a legăturilor peptidice) şi Folin (oxidarea 

resturilor proteice aromatice aminoacizilor tirozina şi cisteina) din componenţa moleculei de 

proteină. Ultima reacţie constă în reducerea amestecului de acizi fosfovolframic şi 
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fosfomolibdenic cu formarea unui compus complex colorat în albastru. Intensitatea coloraţiei 

este proporţională cu cantitatea de proteine în materialul cercetat. 

Protocolul experimental începe cu extracţia proteinelor: la 0,1 ml probă biomasă de levuri 

(7,0 mg/ml) se adaugă 0,9 ml NaOH 0,1N şi se lasă 30 minute. După care la 0,1 ml din soluţia 

dată se adaugă 0,4 ml apă distilată şi 2,0 ml reactiv Biuret, se agită şi se lasă 10 minute la 

temperatura camerei. Se adăugă 0,2 ml reactiv Folin şi se agită energic. Proba se lasă timp de 30 

minute pentru dezvoltarea coloraţiei şi se măsoară  absorbanţa soluţiei la spectrofotometru la 

lungimea de undă 750 nm în cuve cu grosimea stratului de 1,0 cm. 

Calcularea cantităţii de proteine se efectuează după curba de calibrare construită în baza 

unor diluţii succesive ale soluţiei standart de albumină. 

Cantitatea de proteine se determină după formula: 

c(%)=E750∙d∙K∙100%/m, unde:                                                                                     (3.1) 

E750 – absorbanţa probei la lungimea de undă 750 nm; 

K – coeficientul de recalculare a cantităţii de peptide în mg/ml; 

d – diluţia probei; 

m – masa probei absolut uscate (mg); 

c - conţinutul de proteine în % din BAU. 

Activitatea catalazei a fost stabilită conform metodei descrise de Aebi [46], adaptată pentru 

levuri de Efremova [6]. 

Biomasa tulpinii de levuri S. cerevisiae se supune autolizei la temperatura de 30…35
o
C 

timp de 20…24 ore, cu agitare periodică. Apoi se determină conţinutul de proteine în autolizatul 

obţinut. Următoarea etapă este pregătirea soluţiilor pentru determinarea activităţii catalazei: 

0,05M de tampon fosfat cu pH-7,0 şi soluţie de peroxid de hidrogen de 0,06%. Pregătirea soluţiei 

de peroxid de hidrogen se efectuează în felul următor: la 50 ml de 0,05M de tampon fosfat cu 

pH-7,0 ce conţine 5 mM de EDTA se adaugă 0,1 ml de H2O2 de 33%, soluţia obţinută se 

incubează la temperatura de 25
o
C. Se pregăteşte amestecul de reacţie pentru determinarea 

activităţii catalazei. În flacoane de sticlă cu volumul de 3 ml se adaugă 2,9 ml de soluţie de 

peroxid de hidrogen de 0,06% şi 0,1 ml de material biologic (autolizat de levuri S. cerevisiae). 

Proba experimentală se diluează de 30 ori cu apă distilată. În proba de control se adaugă aceiaşi 

reagenţi în consecutivitatea descrisă mai sus, dar în loc de material biologic se adaugă 0,1 ml de 

soluţie de 0,05M de tampon fosfat cu pH-7,0. Amestecul de reacţie se agită şi se toarnă în cuvele 

spectrofotometrice cu volumul de 3 ml. Următoarea etapă este determinarea indicilor 

spectrofotometrici care vor fi utilizaţi pentru a calcula viteza de scădere a densităţii optice într-un 

interval de timp, la lungimea de undă de 240 nm (∆E/t). Scăderea densităţii optice se datorează 
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descompunerii peroxidului de hidrogen în prezenţa catalazei. Măsurarea densităţii optice a 

produsului reacţiei în raport cu soluţia tampon fosfat se efectuează spectrofotometric la lungimea 

de undă de 240 nm peste 15 s. Activitatea catalazei se exprimă în U/mg de proteine. O unitate 

enzimatică descompune 1 µmol de H2O2/min, la temperatura de 25°C şi pH-7,0. Se calculează 

activitatea CAT conform formulei:  

Activitatea CAT (U/mg de proteine) = (∆Eproba/t-∆Econtrol/t)∙d∙V probei de 

reacţie/0,0436∙Cproteine, unde:                                                                                                 (3.2) 

∆Eproba − variaţia densităţii optice a probei experimentale la lungimea de undă de 240 

nm. 

 

3.2. Efectele nanoparticulelor dioxidului de titan asupra biosintezei β-glucanilor şi altor 

constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 

Funcţionalitatea nanoparticulelor (NPs) de TiO2 este expusă în diferite publicaţii în care se 

menţionează eficienţa utilizării acestora în industria alimentară, medicină, microbiologie, 

cosmetologie, la producerea vopselelor, pigmenţilor [178]. 

Un studiu de evaluare a influenţei nanoparticulelor TiO2, ZrO2 şi Fe2O3 asupra consumului 

de O2 şi integrităţii membranei celulare la drojdia S. cerevisiae a efectuat Lila Otero-Gonzales, 

care a stabilit că concentraţiile până la 1000 mg/L nu sunt toxice pentru drojdie [193]. 

În legătură cu faptul că în ultimul timp, tot mai des se menţionează efectele pozitive ale 

nanoparticulelor TiO2 cercetările noastre au fost axate pe elucidarea posibilităţii de aplicare a 

nanoparticulelor TiO2 în biotehnologia cultivării levurilor, în vederea sporirii producţiei de β-

glucani. Pentru a demonstra eficienţa utilizării nanoparticulelor TiO2 (30 nm) în tehnicile de 

cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, a fost iniţiat un studiu de apreciere a modificărilor 

următorilor indicatori bioproductivi: multiplicarea, producţia de biomasă, conţinutul de proteine, 

de carbohidraţi şi β-glucani. Totodată s-a cercetat activitatea enzimei antioxidante – catalaza. 

Studierea şi evidenţierea particularităţilor de acţiune a nanoparticulelor TiO2 asupra 

multiplicării celulelor s-a monitorizat timp de 48 ore de cultivare. 

Rezultatele experimentale ale influenţei NPs TiO2 asupra reproducerii celulelor sunt 

prezentate în Figura 3.1 din care este evident că densitatea optică (OD), determinată la lungimea 

de undă λ=670 nm, în probele experimentale ale tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 nu diferă 

substanţial de proba martor. Procesele care au loc în fiecare din etapele vitale ale levurii decurg 

în conformitate cu schemele clasice. 

http://bsl.asm.md/articles/keyword/45978
http://bsl.asm.md/articles/keyword/45978
http://bsl.asm.md/articles/keyword/45978
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Fig. 3.1. Multiplicarea celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivarea în prezenţa NPs TiO2 în 

funcţie de concentraţie şi durata de contact. 

 

Deoarece în condiţiile fizico-chimice de cultivare modificate, cultura îşi poate schimba 

indicii de productivitate ca o reacţie de răspuns, în continuare a fost studiat potenţialul de 

producere de către levură a biomasei celulare. Astfel, cantitatea de biomasă uscată obţinută după 

120 ore de cultivare în profunzime în prezenţa nanoparticulelor dioxidului de titan în concentraţii 

de 0,5-20 mg/L s-a micşorat nesemnificativ (cu 3-6%) comparativ cu martorul (Figura 3.2). 

 

 

Fig. 3.2. Efectul diferitor concentraţii a nanoparticulelor TiO2 asupra conţinutului de biomasă la 

tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Din punct de vedere biotehnologic este de a stabili gradul de modificare a capacităţilor 

biosintetice a culturii de levuri la acţiunea nanoparticulelor aplicate în procesul de cultivare. 

Astfel, în continuare a fost cercetată influenţa nanoparticulelor TiO2 asupra sintezei proteinelor la 

tulpina în studiu. Analiza comparativă a rezultatelor prezentate în Figura 3.3 a pus în evidenţă o 

cantitate redusă de proteine (în raport cu martorul) în biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, 
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la cultivare în variantele experimentale cu aplicarea NPs TiO2. Semnificative (cu 14,5-19,5% 

mai jos faţă de proba de referinţă) sunt probele experimentale în care au fost aplicate 

concentraţiile 0,5-1,0 mg/L de NPs TiO2. 

 

 

Fig. 3.3. Efectul nanoparticulelor TiO2 asupra conţinutului de proteine în biomasa levuriană, în 

funcţie de concentraţie. 

 

În cadrul experienţelor ulterioare a fost monitorizat conţinutul de carbohidraţi totali şi β-

glucani la levura S. cerevisiae CNMN-Y-20. Studierea şi evidenţierea particularităţilor de 

acţiune a nanoparticulelor dioxidului de titan asupra cantităţii de carbohidraţi în biomasă a pus în 

evidenţă valori diferite în funcţie de concentraţia utilizată de nanoparticule. În variantele 

experimentale de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în prezenţa nanoparticulelor 

TiO2 în diapazonul de concentraţii 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 şi 15,0 mg/L s-a înregistrat o majorare cu 

1-7,5% a conţinutului de carbohidraţi în funcţie de concentraţie (Figura 3.4). Astfel, s-a 

demonstrat că nanoparticulele TiO2 se manifestă ca reglatori şi pot asigura o acumulare uşoară a 

carbohidraţilor la S. cerevisiae CNMN-20. 

 

Fig. 3.4. Efectele nanoparticulelor TiO2 asupra acumulării carbohidraţilor la tulpina de levuri S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 în funcţie de concentraţie. 
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Determinarea conţinutului de β-glucani, a indicat că în biomasa levurii S. cerevisiae 

CNMN-20, la cultivare în prezenţa nanoparticulelor TiO2, au loc variaţii nesemnificative a 

acestui parametru comparativ cu proba martor. Astfel, sporirea conţinutului de β-glucani cu 7,2-

19,8% mai mult comparativ cu martorul s-a observat la aplicarea concentraţiilor de 10,0-20,0 

mg/L şi a constituit 18,8-21,0% la S.U. (Figura 3.5). La concentraţii mai mici a nanoparticulelor 

TiO2 (0,5-5,0 mg/L), efectul de stimulare lipseşte. 

 

 

Fig. 3.5. Conţinutul de β-glucani în biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare în prezenţa diferitor concentraţii nanoparticulelor TiO2.  

 

Aşadar, în premieră au fost efectuate cercetări pentru stabilirea posibilităţii de utilizare a 

nanoparticulelor TiO2 în biotehnologia cultivării levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi obţinerii β-

glucanilor. Rezultatele au demonstrat eficienţa utilizării nanoparticulelor TiO2 la cultivarea 

tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru majorarea randamentului de acumulare a β-glucanilor. 

În rezultatul cercetărilor efectuate, putem afirma că gradul de acţiune a nanoparticulelor TiO2 

este determinat de concentraţiile utilizate. Proprietăţile depistate ale nanoparticulelor TiO2 

prezintă oportunitate de aplicare în biotehnologia cultivării levurilor şi obţinerii unor 

componente polizaharidice [254]. 

 

3.3. Efectele nanoparticulelor oxidului de zinc asupra biosintezei β-glucanilor şi altor 

constituiente celulare ale levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în funcţie de dimensiuni 

Pentru caracteristica comparativă a efectelor nanoparticulelor ZnO în funcţie de dimensiuni 

au fost selectaţi următorii indicatori bioproductivi ai tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-

20: gradul multiplicării levurii, acumularea biomasei celulare, conţinutul de proteine, 

carbohidraţi totali, β-glucani, precum şi activitatea enzimelor antioxidante. 
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Pentru a aprecia ritmul de creştere a levurii, nanoparticulele ZnO cu dimensiunile 10 şi 30 

nm au fost adăugate în mediu de cultură YPD, în concentraţii de 0,5; 1,0 mg/L. Procesul de 

reproducere a celulelor s-a monitorizat timp de 48 ore de cultivare în profunzime, perioada care 

cuprinde toate fazele procesului de multiplicare a celulei levuriene: lag, log, staţionară, declin şi 

moarte celulară. Multiplicarea culturii s-a determinat după 6, 24 şi 48 ore de cultivare în 

profunzime. Rezultatele redate în Figura 3.6a, b demonstrează că, atât sub influenţa 

nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 10 nm, în concentraţii de 0,5; 1 mg/L, cât şi sub 

influenţa celor cu dimensiunile de 30 nm, nu se produc devieri semnificative a multiplicării 

celulelor comparativ cu proba martor. 

 

a)  b)  

Fig. 3.6. Multiplicarea S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa nanoparticulelor ZnO 

cu diferite dimensiuni în funcţie de durata de contact: a) 5 mg/L; b) 10 mg/L. 

 

Biomasa este unul din parametrii bioproductivi importanţi ai culturii de levuri S. cerevisiae 

CNMN-Y-20. Aceasta a fost colectată la finele ciclului vital, după 120 ore de cultivare, prin 

centrifugare, şi supusă analizelor biochimice. Figura 3.7 redă grafic conţinutul de biomasă 

acumulat de S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa  nanoparticulelor ZnO cu diferite 

dimensiuni. Astfel, conţinutul de biomasă acumulat prezintă o stabilitate relativă pentru levura 

cultivată în prezenţa nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 10 nm. În cazul cultivării levurii 

studiate în prezenţa nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm se observă o inhibiţie uşoară 

cu 3,2% comparativ cu proba martor. 

De rând cu polizaharidele, lipidele şi acizii nucleici, printre constituenţii bioactivi 

importanţi ai biomasei levuriene, se numără şi proteinele, care în calitate de enzime catalizează 

diferite reacţii biochimice sau pot juca un rol important în menţinerea integrităţii celulare 

(proteinele din peretele celular). Sub acţiunea diferitor factori chimici (acizi, baze, solvenţi 

organici), factori fizici (ultrasunet, radiaţii de diversă natură, temperatură) sau mecanici (agitare), 

are loc modificarea structurii proteinelor, care poate fi reversibilă sau ireversibilă. 
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Fig. 3.7. Cantitatea de biomasă a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni. 

 

Din aceste considerente, ne-am propus să identificăm efectul nanoparticulelor ZnO asupra 

conţinutului de proteine în biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Rezultatele obţinute 

demonstrează că conţinutul de proteine în biomasă se modifică în funcţie de dimensiunile 

nanoparticulelor utilizate. Pentru nanoparticulele cu dimensiunile mici (10 nm) este specifică o 

micşorare relativă (cu 4,7-15,1%) a cantităţii de proteine. Nanoparticulele ZnO cu dimensiunile 

mai mari, (30 nm), aplicate în concentraţie de 1 mg/L, prezintă un efect pozitiv mai clar conturat, 

astfel încât cantitatea de proteine în această variantă experimentală atinge valori cu 10% mai 

mari, decât cantitatea de proteine determinată în martor (Figura 3.8.). 

 

 

Fig. 3.8. Conţinutul de proteine în biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni. 

 

În continuare a fost cercetat şi stabilit conţinutul de carbohidraţi totali şi cel al fracţiei de β-

glucani în biomasa levurii la cultivarea ei în prezenţa nanoparticulelor ZnO cu diferite 

dimensiuni. În variantele de cultivare a levurii în prezenţa nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile 

de 10 nm, valorile conţinutului de carbohidraţi totali au fost apropiate de cele din proba martor 
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(Figura 3.9a). Analiza statistică a rezultatelor obţinute la cultivarea în prezenţa nanoparticulelor 

ZnO cu dimensiunile de 30 nm ne demonstrează o inhibiţie uşoară a conţinutului de carbohidraţi 

totali cu 7% faţă de proba martor (Figura 3.9a). 

 

a) b)  

Fig. 3.9. Conţinutul de carbohiodraţi (a) şi β-glucani (b) în biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare în prezenţa nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni. 

 

Studiul conţinutului de β-glucani în biomasa celulară din variantele cu utilizarea 

nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm a înregistrat un spor mai mare cu 5% comparativ 

cu cel din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu dimensiunile de 10 nm. Conţinutul de β-

glucani în variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu dimensiunile de 10 nm a fost comparabil 

cu proba martor (Figura 3.9b). 

Nanoparticulele ZnO au provocat o intensificare a activităţii catalazei, valorile maximale 

fiind atinse în cazul utilizării nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm, care în 

concentraţie de 1 mg/L intensifică cu 6% activitatea catalazei faţă de cea apreciată în martor. 

Pentru nanoparticulele cu dimensiunile de 10 nm, activitatea catalazei înregistrată în variantele 

experimentale este mai joasă cu până la 27,1% faţă de cea a martorului (Figura 3.10). Fluctuaţiile 

activităţii catalazei explică devieri de la starea normală a celulei, concretizate în producţia de 

peroxizi şi radicali liberi, care pot afecta componentele celulare. 

 

 

Fig. 3.10. Activitatea catalazei a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni. 
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Generalizând rezultatele obţinute în acest studiu putem deduce, că parametrii bioproductivi 

ai tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare în prezenţa nanoparticulelor ZnO, se 

modifică în funcţie de dimensiunile utilizate. Rezultatele obţinute la stabilirea caracterului 

acţiunii nanoparticulelor ZnO asupra proceselor biosintetice la S. cerevisiae CNMN-Y-20 pot 

servi ca suport pentru cercetările ulterioare efectuate în scopul modelării proceselor de biosinteză 

a principiilor bioactive de către levură în funcţie de concentraţiile nanoparticulelor. Rezultatele 

modeste obţinute ne-au sugerat necesitatea continuării cercetărilor în direcţia majorării 

concentraţiilor [14, 254]. 

 

3.4. Efectele nanoparticulelor oxidului de zinc asupra biosintezei β-glucanilor şi altor 

constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, în funcţie de concentraţie 

Pentru studiul efectelor în funcţie de concentraţie în continuare au fost selectate 

nanoparticule ZnO cu dimensiunile 10 şi 30 nm şi concentraţiile nanoparticulelor 5, 10 şi 15 

mg/L adăugate în mediu de cultură YPD. În mod identic subcapitolului 3.3 s-au studiat indicii 

bioproductivi: procesul de multiplicare, acumularea biomasei celulare, conţinutul de proteine, 

carbohidraţi totali, β-glucani, precum şi activitatea catalazei. 

Multiplicarea culturii s-a determinat după 6, 24 şi 48 ore de cultivare în profunzime. 

Rezultatele demonstrează că sub influenţa nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 10 nm, în 

concentraţii de 5, 10 şi 15 mg/L, nu se produc modificări semnificative în procesul de 

multiplicare a celulelor comparativ cu proba martor. În variantele experimentale cu utilizarea 

nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile 30 nm, gradul de multiplicare al culturii de levuri prezintă 

devieri în raport cu martorul, îndeosebi după 6 ore de cultivare în prezenţa concentraţiei de 5 

mg/L care amplifică procesul de multiplicare cu 7%. Rezultatele experimentale ale influenţei 

nanoparticulelor ZnO asupra reproducerii celulelor sunt prezentate în Figura 3.11 a, b, c. 

Studiul privind conţinutul de biomasă uscată obţinută după 120 ore de cultivare în 

profunzime a relevat că nanoparticule ZnO cu dimensiunea 10 nm sunt tolerate de către tulpina 

S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi prezintă o stabilitate relativă comparativ cu proba martor. 

Variaţii ale conţinutului de biomasă s-au observat la administrarea a 5, 10 şi 15 mg/L a 

nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm. În aceste probe cantitatea de biomasă a 

diminuat cu 3,5-5,8% faţă de martor (Figura 3.12). 

Un indicator important, ce caracterizează desfăşurarea proceselor metabolice a culturii de 

levuri supusă acţiunii diferitor factori de cultivare, sunt proteinele. Analiza comparativă a 

cantităţii de proteine acumulate de levura S. cerevisiae CNMN-Y-20 în experienţe arată că 

nanoparticule ZnO cu dimensiunile 10 nm în concentraţii 5-15 mg/L micşorează conţinutul 
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acestora în biomasă cu 10,7-15,4% în comparaţie cu proba martor (Figura 3.13). Datele cu 

privire la cantitatea de proteine în biomasa levurii din variantele experimentale cu aplicarea 

nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm demonstrează un efect opus – pozitiv, astfel încât 

conţinutul de proteine în varianta cu concentraţia 5 mg/L atinge valori cu 18% mai înalte, decât 

cantitatea de proteine determinată în martor. 

 

a)  b)  

c)  

Fig. 3.11. Multiplicarea S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa nanoparticulelor ZnO 

în funcţie de concentraţie şi durata de contact: a) 5 mg/L; b) 10 mg/L; c) 15 mg/L. 

 

 

Fig. 3.12. Conţinutul de biomasă a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO în funcţie de concentraţie. 
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Fig. 3.13. Conţinutul de proteine în biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO în funcţie de concentraţie. 

 

În continuare, un studiu similar a fost realizat pentru determinarea conţinutului de 

carbohidraţi şi β-glucani în biomasa levurii la utilizarea nanoparticulelor ZnO. Analiza 

rezultatelor conţinutului de carbohidraţi a pus în evidenţă tendinţa de creştere a acestui indice în 

probele experimentale cu aplicarea nanoparticulelor ZnO de 30 nm în concentraţiile de 5, 10 şi 

15 mg/L. În acest caz, conţinutul de carbohidraţi totali s-a  majorat cu 16-22,3% comparativ cu 

martorul.  În variantele de cultivare a levurii în prezenţa nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile 

de 10 nm, valorile conţinutului de carbohidraţi totali au fost comparabile cu martorul (Figura 

3.14a). 

 

a)  b)  

Fig. 3.14. Conţinutul de carbohidraţi (a) şi β-glucani (b) în biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare în prezenţa nanoparticulelor ZnO în funcţie de concentraţie. 

Rezultate similare s-au înregistrat şi în cazul β-glucanilor. Conţinutul de β-glucani în 

biomasa celulară din variantele cu utilizarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm a 

înregistrat un spor mai mare comparativ cu cel din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu 

dimensiunile de 10 nm. Creşterea conţinutului de β-glucani este specifică tuturor concentraţiilor 
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nanoparticulelor ZnO, valorile experimentale fiind cu 9-19% mai înalte faţă de martor (Figura 

3.14b). Însă creşterea cantităţii de β-glucani în biomasă este mai puţin evidentă odată cu 

majorarea concentraţiei nanoparticulelor.  

Nanoparticulele ZnO în dependenţă de concentraţie aplicată au provocat o majorare 

evidentă a activităţii catalazei, valorile maximale fiind atinse în cazul utilizării nanoparticulelor 

ZnO cu dimensiunile de 30 nm, care în concentraţie de 5 mg/L asigură intensificarea cu 13% a 

activităţii catalazei faţă de cea apreciată în martor. Pentru nanoparticulele cu dimensiunile de 10 

nm, activitatea catalazei înregistrată în variantele experimentale este mai joasă cu până la 38,6% 

faţă de cea a martorului (Figura 3.15). 

 

 

Fig. 3.15. Activitatea catalazei a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO în funcţie de concentraţie. 

 

Generalizând rezultatele acestui studiu putem concluziona că gradul de acţiune a 

nanoparticulelor asupra dezvoltării tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de 

dimensiunile, concentraţiile şi durata de contact. Nanoparticulele ZnO cu dimensiunile de 30 nm, 

în concentraţie de 5 şi 10 mg/L, asigură sporirea moderată a cantităţii de carbohidraţi, β-glucani, 

proteine în biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, dar iniţiază o micşorare relativă a 

conţinutului de biomasă celulară. Pentru sporirea randamentului procedeelor de cultivare dirijată 

a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi obţinerea β-glucanilor se recomandă nanoparticulele ZnO 

cu dimensiunile de 30 nm în concentraţie de 5-10 mg/L [14]. 

 

3.5. Efectele nanoparticulelor oxidului de zinc în combinaţie cu alcoolul etilic asupra 

biosintezei β-glucanilor şi altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 

Deoarece levurile îşi pot modifica indicii de productivitate şi caracterele morfo-culturale ca 

răspuns la schimbarea condiţiilor fizico-chimice de cultivare, iar pe durata dezvoltării 
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saharomicetelor în mediul nutritiv se acumulează anumite cantităţi de alcool etilic, scopul 

cercetărilor expuse mai jos a constat în aprecierea gradului de influenţă a nanoparticulelor 

oxidului de zinc (30 nm) asupra morfologiei celulelor, reproducerii, productivităţii şi indicilor 

biosintetici ai S. cerevisiae CNMN-Y-20 în prezenţa alcoolului etilic în mediul nutritiv în 

concentraţie de 2, 5 şi 10%. 

Iniţial a fost cercetată morfologia celulelor levuriene cultivate pe mediul YPD suplinit cu 

alcool etilic. Observaţiile microscopice denotă prezenţa unor modificări nesemnificative ale 

morfologiei celulelor levurii la cultivare în prezenţa alcoolului. De regulă, celulele sunt ovale sau 

rotunde, cu înmugurire polară, ce formează asce din celula diploidă cu ascospori neeliberaţi, 

rotunzi sau ovali. Dimensiunile celulelor în proba martor şi în cea experimentală cu 2% alcool 

variază în diapazonul 5-10 µm (Figura 3.16 a, b). În variantele experimentale, sub influenţa 

alcoolului în volum de 5% majoritatea celulelor au dimensiuni mai mici (Figura 3.16 c). În cazul 

cultivării levurii pe mediu YPD cu 10% alcool, se întâlnesc atât celule cu dimensiuni mai mici 

faţă de martor, cât şi celule cu dimensiuni mai mari de 10 µm (Figura 3.16 d). 

 

a)          b)     

c)          d)   

Fig. 3.16. Aspectul celulelor levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD în 

prezenţa diferitor concentraţii de alcool (puterea de mărire 1600). 

Legenda: a - martor, b - 2% alcool, c - 5% alcool, d - 10% alcool. 

 

Ulterior, s-a cercetat acţiunea diferitor concentraţii de alcool asupra multiplicării celulelor. 

Monitorizarea reproducerii celulelor în variantele martor şi experimentale a demonstrat pericolul 

evident al alcoolului inclus în mediul de cultură YPD în concentraţie de 10%. Multiplicarea 

celulelor s-a redus de 2 ori comparativ cu proba martor (Figura 3.17). 
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Fig. 3.17. Multiplicarea celulelor levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD 

în prezenţa alcoolului etilic. 

 

Efectul inhibitor al alcoolului, utilizat în concentraţie de 10% în mediul de cultivare a 

levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, s-a observat şi în cazul acumulării biomasei celulare, după 

120 ore de cultivare în profunzime. Din datele Figurii 3.18 concluzionăm că sub influenţa 

alcoolului are loc o micşorare evidentă (cu 71%) comparativ cu proba martor a conţinutului de 

biomasă obţinută la 1L mediu de cultură. Totodată, concentraţia de 2% de alcool, induce 

activizarea procesului de multiplicare a celulelor (Figura 3.17) şi a cantităţii de biomasă (Figura 

3.18). Rezultatele cercetărilor influenţei alcoolului în concentraţii de 2, 5, 10% asupra 

componentelor celulare a levurii au demonstrat efecte diferite. 

Alcoolul administrat în concentraţiile testate manifestă efecte pozitive asupra biosintezei β-

glucanilor, conţinutul cărora este superior martorului cu 10-13% (Figura 3.18), însă conţinutul de 

proteine la cultura de levuri, la concentraţiile de 2, 5 şi 10% alcool, se micşorează cu 10-15%. 

Efectul negativ al prezenţei alcoolului este confirmat şi de activitatea catalazei. În condiţiile când 

conţinutul de alcool în mediul de cultură atinge valori de 10%, are loc o activizare a catalazei, 

ceea ce indică asupra toxicităţii alcoolului pentru tulpina studiată (Figura 3.18). 

 

 

Fig. 3.18. Modificarea productivităţii şi conţinutului de principii bioactive la S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 sub influenţa alcoolului, % la martor. 
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Prin urmare, datele obţinute confirmă faptul că alcoolul etilic influenţează asupra celulelor 

levuriene, induce schimbări în procesele vitale, iar în concentraţii înalte provoacă apariţia 

stresului alcoolic, care duce la degradarea membranelor celulare şi moartea celulelor. În acest 

context prezintă interes cercetările ce ţin de posibilitatea diminuării efectului negativ al 

alcoolului prin utilizarea nanoparticulelor oxidului de zinc. 

Conform unor lucrări ştiinţifice publicate în revistele de specialitate, nanoparticulele, 

datorită dimensiunilor mici (1-100 nm) şi proprietăţilor fizice şi chimice unicale, ar putea 

provoca modificări substanţiale în diferite sisteme biologice. Astfel, s-a stabilit că 

nanoparticulele ZnO pot stimula activitatea enzimatică a levurii S. cerevisiae [59]. Autorii 

menţionează că nanoparticulele ZnO cu toate că au inhibat creşterea celulară, totuşi au 

neutralizat efectul negativ al alcoolului asupra activităţii β-glucozidazei, sporind cantitatea de 

enzime produsă de către levuri. Aceste rezultate oferă perspective noi privind aplicarea 

nanoparticulelor ZnO pentru a spori producerea β-glucozidazei, care este o enzimă industrială 

importantă. 

În scopul obţinerii unei informaţii mai ample despre influenţa nanoparticulelor oxidului de 

zinc asupra tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20, în condiţii de stres alcoolic, s-au monitorizat 

modificările care se produc în morfologia celulelor, precum şi în procesul de multiplicare şi 

producţia de biomasă celulară. Datele obţinute în investigaţiile realizate au demonstrat 

modificări ale dimensiunilor celulelor în variantele experimentale, sub influenţa diferitor 

concentraţii de nanoparticule incluse atât în mediul YPD cu 2% alcool, cât şi în cel suplimentat 

cu 5% alcool (Figura 3.19 şi 3.20). Observaţiile microscopice sugerează că în celulă au loc 

modificări esenţiale ale proceselor metabolice, iar schimbarea morfologiei celulelor ovale în 

forme rotunde şi transparente se datorează probabil fenomenului de apoptoză indusă [11]. 

În continuare, s-au efectuat cercetări de evidenţiere a particularităţilor de acţiune a 

nanoparticulelor ZnO (30 nm) în combinaţie cu diferite concentraţii de alcool etilic asupra 

multiplicării celulelor. Rezultatele experimentale ale influenţei nanoparticulelor ZnO utilizate în 

concentraţii de la 5 mg/L până la 15 mg/L în combinaţie cu alcoolul în concentraţie de 2% şi 5% 

asupra reproducerii celulelor sunt prezentate în Figura 3.21. 

Analiza datelor obţinute prin prisma efectului de acţiune a nanoparticulelor oxidului de 

zinc în combinaţie cu diferite concentraţii de alcool etilic asupra reproducerii celulelor levurii, a 

demonstrat faptul că pe durata a 48 ore de cultivare se semnalează o reducere a capacităţilor de 

multiplicare a celulelor, efect mai pronunţat observându-se după 6 ore. Rata de multiplicare a  

celulelor în perioada menţionată scade cu 20-40% la sută şi este specifică atât pentru combinaţia 
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2% alcool şi nanoparticule în concentraţiile de 5, 10 şi 15 mg/L, atât şi pentru combinaţia 5% 

alcool şi nanoparticule în concentraţiile de 5, 10 şi 15 mg/L (Figura 3.21a, b). 

 

a)         b)   

c)          d)   

Fig. 3.19. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra morfologiei celulelor levurii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD cu 2% alcool (puterea de mărire 1600).  

Legenda: a - martor, b - 2% alcool+5 mg/L NPs ZnO, c - 2% alcool+10 mg/L NPs ZnO, d - 2% 

alcool+15 mg/L NPs ZnO. 

a) b)  c)  

Fig. 3.20. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra morfologiei celulelor levurii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD cu 5% alcool (puterea de mărire 640). 

Legenda: a - martor, b - 5% alcool+5 mg/L NPs ZnO, c - 5% alcool+10 mg/L NPs ZnO. 

a)  b)  

Fig. 3.21. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra ratei de multiplicare a celulelor levurii 

S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD suplinit cu alcool etilic: a - 2%, b - 5%. 
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Efect similar se observă şi în cazul producţiei de biomasă celulară. Din datele obţinute în 

experienţe, la cultivarea în profunzime timp de 120 ore, se observă că administrarea a 2% alcool 

şi nanoparticulelor ZnO în concentraţie de 5, 10 şi 15 mg/L, spre deosebire de martor a 

condiţionat schimbări în cantitatea de biomasă acumulată, cu precădere, în variantele care 

conţineau 5% alcool şi 10, 15 mg/L nanoparticule ZnO, în care biomasa uscată s-a redus cu 13-

18% (Figura 3.22). 

 

 

Fig. 3.22. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra producţiei de biomasă S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD în condiţii de stres alcoolic. 

 

Determinarea cantitativă a proteinelor în biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 scoate 

în evidenţă faptul că nanoparticulele ZnO, aplicate în combinaţie cu 2% alcool etilic, nu 

modifică semnificativ conţinutul acestora. Nivelul de proteine în variantele experimentale este cu 

4-7% sub nivelurile depistate în variantele martor (Figura 3.23). Totodată, rezultatele influenţei 

nanoparticulelor ZnO administrate în prezenţa concentraţiei mai mare de alcool din mediul 

nutritiv (5%) indică un trend de acţiune diferit celui descris pentru varianta cu 2% alcool şi 

nanoparticule ZnO în concentraţii 5, 10, 15 mg/L. Nivelul de proteine în variantele 

experimentale 5% alcool şi nanoparticule ZnO creşte nesemnificativ, cu 4-5% faţă de conţinutul 

de proteine depistat în variantele martor (Figura 3.23). Astfel, analiza comparativă a rezultatelor 

experimentale privind conţinutul de proteine în biomasa levuriană la cultivare numai în prezenţa 

alcoolului şi la cultivare pe mediu suplinit cu alcool şi nanoparticule ZnO (30 nm) în diferite 

concentraţii, putem concluziona că nanoparticulele ZnO, într-o măsură ori alta înlătură efectele 

negative ale alcoolului asupra proceselor de biosinteză a proteinelor. Acţiunea nanoparticulelor 

în cazul dat, poate fi explicată, probabil, prin includerea ionilor de zinc în procesele biosintetice 

şi de regenerare a peretelui celular, prin intermediul enzimelor care mediază aceste procese. 
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Fig. 3.23. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) în combinaţie cu alcoolul etilic asupra 

conţinutului de proteine la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

În ceea ce priveşte cantităţile de carbohidraţi şi β-glucani în biomasa levurii, observăm că 

combinaţia alcool şi nanoparticulele ZnO provoacă activizarea procesului de biosinteză. 

Rezultatele obţinute indică efectul cumulativ pozitiv al acestor doi factori de cultivare. 

Conţinutul carbohidraţilor şi β-glucanilor creşte în funcţie de concentraţii cu 10,7-16,6% şi 12,1-

19,9% respectiv, comparativ cu variantele martor (Figura 3.24 a, b). Un efect stimulator maximal 

pentru conţinutul de β-glucani se observă la utilizarea combinaţiei 2% alcool şi 5 mg/L 

nanoparticule ZnO (30 nm).  

 

a)  b)  

Fig. 3.24. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) în combinaţie cu alcool asupra conţinutului de 

carbohidraţi (a) şi β-glucani (b) la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

În aşa mod, datele obţinute au confirmat că nanoparticulele ZnO nu pot înlătura efectul 

negativ al concentraţiilor înalte de alcool etilic asupra multiplicării celulelor S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 şi producţiei de biomasă, în acelaşi timp influenţează pozitiv procesul de 

biosinteză a proteinelor. Aplicarea nanoparticulelor ZnO (30 nm) în procesul de cultivare a 
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levurii, poate fi precăutată ca un factor eficient de sporire a producţiei de β-glucani sub aspect 

industrial. 

În termeni de toxicitate, o importanţă mare o au valorile activităţii enzimelor antioxidante. 

Rezultatele activităţii catalazei în variantele cu aplicarea diferitor concentraţii de nanoparticule 

ZnO în combinaţie cu alcoolul sunt similare cu rezultatele obţinute de noi la determinarea 

efectelor nanoparticulelor asupra componentelor biochimice determinate în biomasa levurii. 

Activitatea catalazei variază nesemnificativ în funcţie de concentraţiile de nanoparticule utilizate 

la cultivarea tulpinii de levuri. Dacă o să operăm cu cifre absolute, atunci, la concentraţia cea mai 

mare 15 mg/L a nanoparticulelor, semnalăm o sporire a activităţii catalazei cu 10-16% 

comparativ cu martorul, ceea ce ne indică că celula levuriană neutralizează efectul compusului în 

măsura necesară (Figura 3.25). 

 

 

Fig. 3.25. Activitatea catalazei în biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO (30mn) în combinaţie cu alcool. 

 

Ţinând cont de faptul că administrarea nanoparticulelor ZnO în mediul nutritiv suplinit cu 

alcool etilic stimulează conţinutul de β-glucani la S. cerevisiae CNMN-Y-20, s-a recurs la 

analiza comparativă a ratelor de creştere specifice biomasei celulare şi conţinutului de β-glucani. 

Rezultatele au arătat că rata specifică de creştere a levurii este cea mai mare (de 6,02-6,16 g/L 

biomasă uscată), la cultivarea în prezenţa nanoparticulelor oxidului de zinc, comparativ cu alte 

variante experimentale, iar cea mai mică rată de creştere (1,55 g/L biomasă uscată) s-a observat 

la cultivarea levurii pe mediul YPD cu 10% alcool (Tabelul 3.1). În cazul acumulării β-

glucanilor, cele mai înalte valori (21,25-22,55% la S.U.) s-au observat în mediul nutritiv 

suplimentat cu alcool în concentraţie de 2% şi nanoparticule ZnO. 
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Tabelul 3.1. Cantitatea de biomasă şi conţinutul de β-glucani la S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare pe mediul YPD în prezenţa nanoparticulelor ZnO (30 nm) şi alcoolului etilic 

Concentraţia 

de etanol 

(%, v/v) 

Concentraţia 

NPs ZnO 

(mg/L) 

Cantitatea de 

biomasă uscată 

Conţinutul de β-glucani 

g/L % la 

martor 

% la S.U. % la 

martor 

g/L % la 

martor 

0 0 5,37±0,45 100 18,8±1,4 100 1,01 100 

2 0 6,06±1,3 113 20,01±3,4 106,4 1,21 119,8 

5 0 5,52±0,9 103 20,86±5,5 110,9 1,15 113,8 

10 0 1,55±0,3 29 21,0±1,6 111,7 0,32 31,7 

0 5 6,02±0,08 112 20,52±1,0 109,1 1,23 121,7 

0 10 6,16±0,28 115 19,14±0,17 101,8 1,18 116,8 

0 15 6,02±0,18 112 18,78±109 99,9 1,13 111,0 

2 5 5,88±1,2 109 22,55±1,9 119,9 1,32 130,7 

2 10 5, 81±1,5 108 21,28±1,9 113,1 1,24 122,7 

2 15 5,74±1,3 107 21,25±2,4 113 1,21 119,8 

5 5 5,08±2,4 95 19,5±1,9 103,7 0,99 98,0 

5 10 4,4±2,1 82 21,08±2,5 112,1 0,92 91,1 

5 15 4,65±2,3 86 19,32±2,3 102,7 0,89 88,1 

 

Valorile indicate de către martor în experienţele efectuate fiind de 18,8% la S.U. β-glucani. 

Nivelul producţiei de β-glucani în variantele experimentale a variat de la 0,32 g/L până la 1,32 

g/L, maximele find specifice prezenţei în mediul nutritiv a 2% alcool şi 5 mg/L nanoparticule 

ZnO [88]. 

 

3.6. Procedeu de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu utilizarea nanoparticulelor 

oxidului de zinc 

Analizând rezultatele experienţelor efectuate putem recomanda un procedeu nou de sinteză 

orientată a β-glucanilor, care constă în adăugarea la mediul de nutriţie YPD a 5 mg/L 

nanoparticulelor ZnO în combinaţie cu alcoolul etilic în volum de 2%. Aplicarea procedeului 

permite de a obţine 1,32 g/L β-glucani, ceea ce constituie cu 30,7% mai mult faţă de martor. 

Procedeul elaborat constă în prepararea mediului nutritiv YPD cu următoarea componenţă, 

g/L: peptonă - 20,0; glucoză - 20,0; extract de levuri -10,0. pH-ul mediului se ajustează la valori 
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între 5,5-6,6. La acest mediu se adaugă suplimentar o cantitate de 5 mg/L nanoparticule ZnO, 

stabilizate în poli(N-vinilpirolidon), cu dimensiuni de 30 nm şi 2% alcool (v/v). În mediul 

preparat se introduce inoculul (cultură de levuri cu vârsta de 24 ore) în volum de 5%, (2x10
6 

celule/ml), necesare pentru a asigura etapele de dezvoltare a culturii. Cultivarea se efectuează la 

temperatura de 25±1°C, aerare continuă (81,3...83,3 mg/L oxigen solvit), durata de cultivare 

submersă 120 ore. Din biomasa colectată prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 15 minute, se 

extrag β-glucanii [88]. 

 

3.7. Concluzii la capitolul 3  

1. Nanoparticulele TiO2 cu dimensiuni de 30 nm nu modifică semnificativ procesul de 

reproducere a celulelor, producţia de biomasă, conţinutul de carbohidraţi la levura S. 

cerevisiae CNMN-Y-20. În concentraţii de 10,0-15,0 mg/L stimulează biosinteza β-

glucanilor cu 7,2-19,8% comparativ cu proba martor [254]. 

2. Parametrii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO se modifică în funcţie de dimensiuni şi concentraţie. Cantitatea de β-

glucani în biomasa celulară din variantele cu utilizarea nanoparticulelor cu dimensiuni de 

30 nm înregistrează un spor mai mare comparativ cu cel din variantele cu dimensiuni a 

nanoparticulelor de 10 nm. Pentru concentraţiile mai mari de nanoparticule ZnO se atestă 

cantităţi mai mici de β-glucani. Pentru sporirea randamentului de producere a β-glucanilor 

se recomandă utilizarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm în concentraţie de 

5-10 mg/L [14, 254]. 

3. Nanoparticulele ZnO (30 nm) nu pot înlătura efectul negativ al concentraţiilor înalte (10%) 

de alcool etilic asupra multiplicării celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi producţiei de 

biomasă, dar sunt eficiente pentru procesul de biosinteză a β-glucanilor, care se amplifică 

în cazul prezenţei în mediul nutritiv a 2% alcool şi 5 mg/L nanoparticule ZnO. Nivelul 

producţiei de β-glucani creşte cu 30,7% [11, 88]. 
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4. ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE CULTIVARE A TULPINII S. CEREVISIAE 

CNMN-Y-20 ŞI DE OBŢINERE A β-GLUCANILOR 

Levurile genului Saccharomyces au o istorie lungă de utilizare în diferite ramuri ale 

economiei. Datorită eficacităţii în producerea diferitor produse, S. cerevisiae fără dubii este cel 

mai solicitat microorganism biotehnologic. Folosit la producerea pâinii, berii şi vinurilor, cel mai 

vechi utilizat de om microorganism, a stat şi la baza primelor procese biotehnologice din lume. 

În acelaşi timp levurile reprezintă un obiect biotehnologic de mare perspectivă, care graţie 

compoziţiei sale biochimice complexe, sunt considerate ca sursă valoroasă atât de nutrienţi cu 

valoare energetică şi nutriţională ridicată, cât şi de substanţe biologic active cu spectru larg de 

aplicare. În acest context interes sporit prezintă levurile ca producenţi de polizaharide, în 

particular β-glucani. 

Astfel, cu dezvoltarea metodelor noi ale microbiologiei contemporane S. cerevisiae din 

nou se află în prim planul perfecţionărilor în biotehnologie. 

 

4.1. Materiale şi metode de cercetare 

În vederea realizării scopului acestui capitol, tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost 

cultivată pe mediile nutritive: 

YPD: 1% extract de drojdie, 2% peptonă, 2% glucoză, apă potabilă 1L, pH-5,5 [48]. 

Must de bere: 6 Bl, agar - 2% [2]. 

Cultivarea submersă s-a efectuat în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator 

cu viteza de rotaţie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, gradul de aerare – 81,3...83,3 mg/L, 

durata de cultivare submersă – 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a însămânţat în volum de 

5% cu inocul 2x10
6
 celule/ml.  

Metode de preparare a inoculului, determinare numărului de celule dezvoltate pe mediul 

lichid, viabilitatea celulelor, examinarea formei şi dimensiunii celulelor, determinarea biomasei 

levurii, substanţei uscate a biomasei, conţinutului de carbohidraţi totali, conţinutului de β-

glucani, proteine, activităţii catalazei s-au efectuat în conformitate cu metodele descrise în 

capitolul 2 şi 3. 

Undele milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. Ca generator de unde milimetrice a fost 

utilizat dispozitivul KBЧ-НД, RS-232, cu lungimile de undă λ=4,9; 5,6; 7,1mm, ceea ce 

corespunde frecvenţelor f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz; (maxim 10mW/cm
2
), oferit cu 

amabilitate de către colaboratorii Institutului de Inginerie Electronică şi Nanotehnologii ,,D. 

Ghiţu”. Aparatul este certificat şi permis spre utilizare în practica medicală. Durata tratării 
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culturii de levuri a constituit: pentru iradierea ordinară - 5, 10, 15, 20, 25 minute, pentru iradierea 

dublă – 10, 10+10, 20, 20+20 minute. 

Numărul de generaţii şi rata de creştere a levurii s-a determinat conform ecuaţiei  

n= log10 X - log10 X0 /0,301 [16]                                                                                     (4.1) 

Examinarea coloniilor. Caracterele morfologice coloniale au fost stabilite conform 

principiilor şi tehnicilor de microbiologie generală [26]. Aprecierile macromorfologice s-au 

efectuat prin însămânţarea culturilor de levuri pe mediul solid must de bere utilizând metoda prin 

epuizare. Incubarea s-a efectuat la 28°C timp de 5 zile. Aprecierea morfologică a coloniilor s-a 

realizat prin notarea formei coloniilor, mărimea, profilul, luciul, transparenţa, culoarea, marginea 

coloniei, consistenţa. 

Gradul de corelare între unele caractere morfologice şi conţinutul de principii bioactive de 

interes biotehnologic s-a stabilit folosind instrumente Excel, aplicând coeficientul de determinare 

r
2
 = r

2
 xy. Coeficientul de corelare a fost calculat conform programului Microsoft Office Excel. 

 

4.2. Acţiunea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra procesului de biosinteză 

a β-glucanilor  

Un interes ştiinţific particular prezintă cercetările ce ţin de influenţa diferitor tipuri de 

unde, în special a celor cu frecvenţa extra înaltă, asupra creşterii şi dezvoltării 

microorganismelor. Analiza amplă şi generalizarea literaturii de specialitate evidenţiază 

perspectiva utilizării undelor milimetrice cu frecvenţa extra înaltă în calitate de reglatori ai 

creşterii şi stimulatori ai indicilor productivi şi biosintetici ai microorganismelor, în particular ai 

levurilor. 

Undele milimetrice influenţează dezvoltarea şi proliferarea celulelor, activitatea enzimelor, 

funcţionarea membranelor celulare, a diferitor sisteme biologice [250], iar efectul acţiunii lor 

depinde de frecvenţă, timpul, puterea iradierii, varietatea obiectului biologic. Interes sporit 

prezintă cercetările ce ţin de evaluarea influenţei UMM asupra creşterii, dezvoltării şi activităţii 

biosintetice a levurilor. 

Cele expuse mai sus determină importanţa evaluării efectelor undelor milimetrice cu 

frecvenţa extra înaltă asupra tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi aprecierea 

perspectivelor de aplicare ale acestora în biotehnologia cultivării levurilor. 

 

4.2.1. Efectele undelor milimetrice asupra biosintezei β-glucanilor şi altor constituiente 

celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, în funcţie de spectrul de frecvenţă  
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Reieşind din faptul confirmat de literatura de specialitate, că undele milimetrice cu 

frecvenţă extra înaltă au o influenţă semnificativă asupra ciclului vital, productivităţii şi 

activităţii biosintetice a microorganismelor, în special a levurilor, scopul acestui subcapitol 

constă în evaluarea efectelor undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra biosintezei β-

glucanilor şi altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Pentru studiul efectelor cauzate de undele milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra 

levurii, a fost utilizat materialul semincer, obţinut prin cultivarea tulpinii levuriene pe must de 

bere, timp de 24 ore, pe agitator 200 rot/min, la temperatura de 25°C. Inoculul în volum de 5 ml, 

a fost expus acţiunii undelor milimetrice cu frecvenţele f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz 

(respectiv lungimile de undă λ=4,9; 5,6; 7,1 mm), emise în regim continuu, timp de 10, 20 sau 30 

minute. 

După expunerea la undele milimetrice cu frecvenţă extra înaltă, celulele de levuri în volum 

de 5%, 2x10
6
 celule/ml, au fost inoculate pe mediul lichid YPD şi crescute în condiţii identice cu 

martorul. Cultivarea s-a realizat în baloane Erlenmeyer, durata de cultivare 120 ore, la 

temperatura de 25°C. 

Iniţial ne-am propus ca scop de a determina indicii multiplicării şi viabilităţii celulelor de 

levuri. Estimarea particularităţilor multiplicării celulelor cuprinde diverse aspecte ale reacţiei 

populaţiei de levuri faţă de factorii endo- sau exogeni. În studiile de monitoring al efectelor 

produse de diverşi factori, procesele proliferative asigură posibilitatea utilizării diferitor 

parametri în cadrul elaborării strategiei pentru stabilitatea populaţiei. Indicele multiplicării şi al 

viabilităţii constituie un criteriu important în aprecierea efectelor negative sau pozitive a 

factorilor exogeni. 

Cercetările au demonstrat că undele milimetrice, aplicate timp de 10 minute, stimulează 

viabilitatea celulelor în primele 24 ore de cultivare indiferent de frecvenţa lor, iar după 48 ore 

efectul stimulativ asupra viabilităţii celulelor (cu 52%) se observă numai la iradierea cu unde de 

frecvenţa 42,19 GHz (Figura 4.1a). Rezultate de stimulare semnificativă a viabilităţii culturii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20 (cu 55,8...96,7%) s-au observat şi la iradierea cu unde milimetrice cu 

frecvenţa 60,12 GHz (λ=4,9 mm) timp de 20 minute (Figura 4.1b). Prelungirea duratei de 

iradiere a tulpinii cu unde milimetrice până la 30 minute, stimulează dezvoltarea populaţiei în 

primele 6 ore de cultivare, însă după 48 ore se constată o micşorare (cu 16...34,5% faţă de 

martor) a numărului de celule vii (Figura 4.1c). Din rezultatele obţinute reiese că pentru 

stimularea viabilităţii tulpinii de levuri se recomandă a fi utilizată iradierea cu unde de frecvenţa 

42,19 GHz timp de 10 minute sau 60,12 GHz timp de 20 minute. 
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a)  

b)  

c)  

Fig. 4.1. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 

42,19 GHz) asupra viabilităţii celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Legenda: Durata expoziţiei la unde milimetrice: a) 10 minute; b) 20 minute; c) 30 minute. 

 

Celulele levuriene, sub influenţa undelor milimetrice, îşi pot modifica capacitatea de 

utilizare a surselor nutritive, astfel dinamica procesului de creştere a populaţiei evoluează diferit. 

Diferenţele pot fi estimate comparând curbele de creştere a populaţiei levuriene supusă iradierii 

cu unde milimetrice şi curbelor de creştere a populaţiei neiradiate. 
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Conform datelor din literatură sensibilitatea celulelor la acţiunea undelor milimetrice este 

individuală, dar efectul mai evident se observă în faza G1 a ciclului celular de dezvoltare [122]. 

Studiul efectelor undelor milimetrice asupra celulelor a demonstrat capacitatea tulpinii de a 

reacţiona la undele milimetrice cu frecvenţă extra înaltă ceea ce confirmă posibilitatea de 

modificare a stării fiziologice a levurii. Aceste rezultate au o mare importanţă pentru tehnologia 

cultivării levurii. 

Cercetările noastre au demonstrat că efectul diferitor frecvenţe a undelor milimetrice 

asupra populaţiei S. cerevisiae CNMN-Y-20 este neunivoc şi se exprimă prin stimulare, inhibare 

sau lipsă de efect asupra potenţialului de multiplicare a celulelor (Figura 4.2 a, b, c). 

 

a)  

b)  

c)  

Fig. 4.2. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 

GHz) asupra dinamicii procesului de multiplicare a S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Legenda: Durata expoziţiei la unde milimetrice: a) 10 minute; b) 20 minute; c) 30 minute. 
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Astfel, în primele 24 de ore de la momentul iradierii timp de 10 şi 20 minute, undele 

milimetrice nu modifică curba de creştere a levurii indiferent de frecvenţa lor. Devieri de la 

martor se observă după 48 ore din momentul iradierii (Figura 4.2a, b). 

Relevante sunt variantele experimentale care au fost iradiate cu unde cu frecvenţele 60,12 

GHz timp de 10 minute (rata de multiplicare a culturii creşte cu 14,1%) şi frecvenţa 42,19 GHz 

(rata de multiplicare creşte cu 17,6%). Prelungirea duratei de expoziţie a culturii la iradiere cu 

undele milimetrice până la 30 minute duce la încetinirea vitezei de multiplicare a celulelor, astfel 

că în toate fazele de dezvoltare numărul de celule este mai mic comparativ cu martorul (Figura 

4.2c). 

Obiectivul ulterior a constat în examinarea caracterelor morfologice şi culturale a celulelor 

tulpinii expuse la iradiere cu unde milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. Din caracterele 

morfologice ale celulelor putem menţiona, atât pentru martor, cât şi pentru tulpina iradiată, 

celule ovale sau rotunde, cu înmugurire polară, cu dimensiuni de la 3-6 μm (Figura 4.3). Din 

caracteristicele culturale menţionăm stabilitatea tipului de respiraţie aerobă, formarea ascelor 

persistente direct din celula diploidă, 4 ascospori neeliberaţi, rotunzi. 

 

a)          b)  

 

c)          d)  

Fig. 4.3. Morfologia celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20 expusă acţiunii undelor 

milimetrice cu frecvenţe extra înalte timp de 10 minute (descriere după 48 ore de la incubare): a) 

martor; b) f=60,12 GHz; c) f=53,33 GHz; d) f=42,19 GHz (puterea de mărire 640). 
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În vederea evaluării caracterelor morfologice ale coloniilor S. cerevisiae CNMN-Y-20, 

expusă acţiunii undelor milimetrice cu frecvenţe extra înalte (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 

GHz), cultura de levuri din variantele martor şi cele iradiate cu unde milimetrice a fost 

însămânţată pe mediul solid YPD. Cercetările după 6, 24 şi 48 ore de la momentul iradierii, au 

demonstrat că undele milimetrice cu frecvenţele examinate, aplicate pe durata a 10, 20 sau 30 

minute, nu produc efecte semnificative asupra caracterelor morfologice ale coloniilor tulpinii de 

levuri. Comun pentru toate variantele experimentale, cultivate după 6, 24 şi 48 ore de la 

momentul iradierii, sunt: formarea coloniilor alb-roz, cu suprafaţa lucioasă, netedă, bombată, 

diametrul coloniilor variază de la 4 la 6 mm (Figura 4.4). 

 

a)              b)  

c)              d)  

Fig. 4.4. Morfologia coloniilor S. cerevisiae CNMN-Y-20 expusă acţiunii undelor milimetrice cu 

frecvenţe extra înalte timp de 10 minute, (descriere după 24 ore de la iradiere). Legenda: a) 

martor; b) f= 60,12 GHz; c) f= 53,33 GHz; d) f= 42,19 GHz. 

 

Prin urmare, putem menţiona că reacţia de răspuns a tulpinii de levuri la acţiunea undelor 

milimetrice este diferită şi se manifestă în dependenţă de frecvenţele aplicate. Rezultatele 

pozitive obţinute, exprimate prin stimularea moderată a viabilităţii şi lipsa modificărilor esenţiale 

a caracterelor morfo-culturale, servesc ca bază pentru derularea noilor cercetări teoretice şi 

practice privitor la utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă în biotehnologia 

cultivării tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 [10]. 

Se consideră, că fluctuaţiile valorice ale indicelui multiplicării celulelor reflectă direct 

intensitatea reacţiilor fiziologo-biochimice, dependente la rândul său de viteza reacţiilor 
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fermentative. Reducerea sau sporirea multiplicării sub acţiunea diferitor factori, denotă 

caracterul acestora, generat de inhibarea sau stimularea multiplicării celulare. În acest context, în 

vederea ameliorării calităţilor de biosinteză, sunt importante cercetările ce ţin de particularităţile 

biosintetice ale levurii supuse iradierii cu unde milimetrice cu frecvenţă extra înaltă.  

Evaluarea caracterului de acţiune al undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă s-a 

efectuat examinând conţinutul de biomasă, carbohidraţi totali, β-glucani, proteine, activitatea 

catalazei la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Analizând producţia de biomasă menţionăm că undele cu frecvenţele examinate, emise 

timp de 10, 20, 30 minute nu modifică esenţial indicii cantitativi. Unele rezultate, obţinute în 

variantele iradiate cu unde cu frecvenţa f=60,12 GHz (lungimea de undă λ=4,9; expoziţie 10 

minute) sau cu frecvenţa 42,19 GHz (lungimea de undă λ=7,1; expoziţie 30 minute) indică o 

micşorare nesemnificativă a conţinutului de biomasă (Figura 4.5). 

 

 

Fig. 4.5. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 

GHz) asupra acumulării biomasei la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Analiza rezultatelor denotă că, după 120 ore de cultivare în profunzime pe mediul YPD, 

pentru unele componente biochimice cercetate, s-au observat deosebiri veridice între martor şi 

variantele expuse iradierii cu unde milimetrice. Efect de stimulare a conţinutului de carbohidraţi 

(cu 16,7% şi 43,5%) s-a constatat în biomasa levurii iradiate cu unde cu frecvenţa f=60,12 GHz 

şi  respectiv f=53,33 GHz, durata de iradiere 20 minute. Rezultatele obţinute sunt prezentate în 

Figura 4.6 ce caracterizează diferenţele între indicii mostrelor experimentale, exprimate în 

procente faţă de martor. 

Cauza modificărilor în conţinutul de carbohidraţi, determinat în biomasa levuriană, ar fi că 

aceştea împreună cu moleculele proteice din membrana celulară, prezintă un factor reglator al 
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proceselor fiziologo-biochimice. Presupunem, că sub influenţa undelor milimetrice cu frecvenţă 

extra înaltă, prin intermediul receptorilor proteici se modifică capacităţile biosintetice ale 

celulelor. 

 

 

Fig. 4.6. Impactul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă asupra conţinutului de 

carbohidraţi la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Ulterior s-a studiat efectul undelor milimetrice asupra biosintezei altei componente 

importante a celulei levuriene – β-glucanii. 

Datele studiului au demonstrat că utilizarea undelor milimetrice în procesul de cultivare a 

levurii a contribuit la sporirea conţinutului cantitativ al β-glucanilor. Menţionăm deosebiri 

veridice la utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţele f=60,12 GHz şi f=53,33 GHz (λ= 4,9 şi 

λ=5,6), durata expunerii 10 şi 20 minute. Devierea procentuală de la indicii martor constituie 

17,4% şi 25,7% în direcţia stimulării conţinutului de β-glucani (Figura 4.7). 

 

 

Fig. 4.7. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 

GHz) asupra conţinutului de β-glucani la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 
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S-a constatat că lipseşte tendinţa sigură atât de sporire cât şi de micşorare a conţinutului de 

β-glucani în variantele expuse undelor milimetrice timp de 30 minute, caracteristică pentru toate 

frecvenţele utilizate. În viziunea noastră, efectul biologic al  undelor milimetrice are un prag 

temporar, 20 minute, după care expunerea obiectului biologic la iradiere nu conduce la mărirea 

efectului biologic. Fenomenul dat este confirmat şi de alţi cercetători, care evidenţiază că efectul 

biologic al undelor milimetrice are un prag de acţiune, după care apare efectul platou [31] 

Din cele expuse este evident faptul că creşterea semnificativă a conţinutului de carbohidraţi 

şi β-glucani se produce la iradierea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu unde milimetrice cu 

frecvenţele 60,12 GHz şi 53,33 GHz timp de 10-20 minute. 

În cadrul cercetărilor complexe ale influenţei undelor milimetrice asupra capacităţilor 

biosintetice ale levurii au fost efectuate investigaţii vizând conţinutul de proteine şi activitatea 

catalazei. S-a observat că iradierea culturii de levuri pe durata 10 şi 20 minute a stimulat sinteza 

proteinei. În variantele expuse frecvenţei f=42,19 GHz, conţinutul de proteine a sporit cu 

41,2...49,9% faţă de martor (Figura 4.8). Valori înalte a conţinutului de proteine au fost 

înregistrate la iradierea tulpinii şi cu unde milimetrice cu frecvenţa 60,12 GHz timp de 10-20 

minute. Valorile conţinutului de proteine cresc cu 35,6...41,0% comparativ cu martorul.  

 

 

Fig. 4.8. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 

GHz) asupra conţinutului de proteine la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Paralel, a fost efectuat studiul activităţii catalazei (realizat cu aportul Doamnei dr. în biol. 

N. Efremova), care este unul din cei mai eficienţi catalizatori  cunoscuţi a reacţiilor esenţiale 

pentru viaţă.  Catalaza reduce nivelul peroxidului de hidrogen pentru a oxida toxine, fenoli sau 

alcooli.  Studiul efectuat a permis identificarea răspunsului catalazei care este mult mai promt 

(cu 34,5...39,4% mai mult faţă de martor) la stresul cauzat de undele cu frecvenţa f=42,19 GHz, 
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durata de iradiere până la 30 minute (Figura 4.9). Activitatea înaltă a catalazei înregistrată în 

toate variantele experimentale, de regulă este caracteristică proceselor ce produc cantităţi mari de 

peroxid de hidrogen. 

 

 

Fig. 4.9. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 

GHz) asupra activităţii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Astfel, rezultatele investigaţiilor au evidenţiat dependenţa activităţii funcţionale a tulpinii 

S. cerevisiae CNMN-Y-20 faţă de spectrul de frecvenţă a undelor milimetrice, utilizate în 

procesul de cultivare a levurii. Undele cu frecvenţa  f=53,33 GHz au un efect pronunţat de 

stimulare a biosintezei carbohidraţilor totali, inclusiv a  β-glucanilor. Rezultatele ne permit să 

menţionăm că undele milimetrice cu frecvenţa extra înaltă sunt un factor important de modificare 

a metabolismului celular, iar undele milimetrice cu frecvenţele nominalizate pot fi propuse în 

biotehnologia cultivării levurii în scopul sporirii performanţei biosintetice [89]. 

 

4.2.2. Efectele undelor milimetrice cu frecvenţa 53,33 GHz asupra biosintezei β-glucanilor 

şi altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, în funcţie de durata de  

iradiere 

La iniţierea studiului a fost înaintată cerinţa de a evidenţia durata de iradiere optimă în 

vederea obţinerii valorilor maxime de acumulare a β-glucanilor. 

Din rezultatele cercetărilor prezentate în Figura 4.10 putem conchide că o cantitate 

maximală de β-glucani, carbohidraţi şi biomasă uscată (B.U.) este acumulată la iradierea culturii 

timp de 20 minute: conţinutul de β-glucani - de 18,84-20,0% la B.U., cu 18,5-25,7% mai mult 

faţă de martor, conţinutul carbohidraţilor - de 35,94-36,33% din B.U., cu 19,6-20,8% mai mult 

comparativ cu martorul neiradiat; conţinutul de biomasă – de 4,85-4,98 g/L, ceea ce depăşeşte 

martorul cu 14,1-17,2%. 
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Fig. 4.10. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz asupra conţinutului de β-

glucani, carbohidraţi şi cantităţii de biomasă la tulpina S. cerevisiae CNMNY-20 în funcţie de 

durata iradierii. 

 

Prin aplicarea analizei statistice, au fost determinate ecuaţiile liniilor de regresie, precum şi 

coeficienţii de determinare R
2
, ce descriu relaţia dintre două valori variabile, în cazul nostru 

relaţia dintre valorile cantitative ale biomasei şi cele ale componentelor peretelui celular la 

iradierea culturii cu unde milimetrice emise timp de 5, 10, 15, 20, 25 minute (Figura 4.11, 4.12, 

4.13).  

Calculul coeficientului de determinare pentru două variabile - biomasă şi β-glucani, 

caracteristice levurilor supuse iradierii cu unde milimetrice, a relevat o asociere puternică, 

pozitivă. Coeficientul de determinare R²=0,718 sau 71,8% din variaţia valorilor acumulării 

biomasei este însoţită de variaţia valorilor celeilalte variabile – a β-glucanilor (Figura 4.11). 

 

 

Fig. 4.11. Interdependenţa acumulării biomasei şi β-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-

20, iradiată cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz. 
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Calculul coeficientului R²=0,949, înterpretat procentual, pentru variabilele – biomasă şi 

carbohidraţi, ar însemna că 94,9% din varianta biomasei este însoţită de varianţa acumulării 

carbohidraţilor (Figura 4.12). 

 

 

Fig. 4.12. Interdependenţa acumulării biomasei şi carbohidraţilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-

Y-20, iradiată cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz. 

 

Analiza dependenţei parametrilor conţinutului de β-glucani şi carbohidraţi a stabilit o 

tendinţă ascendentă a unei valori care implică, la rândul său, o tendinţă ascendentă a celeilate 

variabile. Legătura între ele identificată ca R²=0,633 sau 63,3%, argumentează ipoteza existenţei 

unei legături reale în baza căreia se poate pronostica valorile uneia în raport cu valorile celeilalte 

pe baza ecuaţiei de regresie. O posibilă explicaţie ar fi că ambele variabile, carbohidraţii şi β-

glucanii, sunt influenţate de acelaşi fenomen – de undele milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz 

(Figura 4.13). 

 

 

Fig. 4.13. Interdependenţa acumulării β-glucanilor şi carbohidraţilor la tulpina S. cerevisiae 

CNMN-Y-20, iradiată cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz. 
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Studiul conţinutului de proteine şi activităţii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 

a demonstrat un maximum de acumulare a proteinei (41,00%) şi de activitate a catalazei (2642 

U/mg proteine), ceea ce este cu 33,00-38,00% mai mult faţă de proba neiradiată, care se 

manifestă la durata de iradiere de 15 minute (Figura 4.14). 

 

 
Fig. 4.14. Efectul undelor milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz asupra cantităţii de proteine şi 

activităţii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 în funcţie de durata iradierii. 

 

Examinarea relaţiei dintre conţinutul de proteine şi activitatea catalazei la tulpina S. 

cerevisiae CNMN-Y-20, iradiată cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz, a demonstrat 

un grad de dependenţă înalt, coeficientul de determinare a constituit 0,864 (Figura 4.15). 

 

 

Fig. 4.15. Relaţia dintre conţinutul de proteine şi activitatea catalazei la tulpina S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 iradiată cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz. 

 

Astfel, pentru tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, regimul optimal de acumulare a 

componentelor structurale, cantităţii maximale de biomasă, carbohidraţi, β-glucani şi proteine se 

constată la iradierea cu unde milimetrice cu frecvenţa 53,33 GHz timp de 15-20 minute [62]. 
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De regulă, procedeele de utilizare a undelor milimetrice în scopul obţinerii rezultatului 

scontat, prevăd aplicarea acestora pe parcursul a 5-10 runde, fapt ce duce la amplificarea 

semnalului interior al organismului. Din aceste considerente, este important de a stabili reacţia 

celulei levuriene la aplicarea repetată a undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. 

Investigaţiile ulterioare au avut drept scop evaluarea efectului iradierii duble cu unde milimetrice 

de intensitate joasă a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 în vederea relevării regimului optim de 

stimulare a proceselor biosintetice. În experienţele noastre, cultura de levuri, a fost iradiată iniţial 

în faza de latenţă (până la inoculare) şi repetat în faza creşterii accelerate (după 24 ore de 

cultivare în profunzime). 

În calitate de indicatori sensibili a stării funcţionale a levurii au fost cercetate multiplicarea 

şi viabilitatea tulpinii de levuri în dinamică, pe durata a 48 ore de dezvoltare. 

Din rezultatele expuse în Figura 4.16 se observă că iradierea dublă a culturii, în intervalul 

de 10-20 minute, nu induce diminuarea sau stimularea substanţială a numărului de generaţii, deci 

nu provoacă dereglări majore în ciclul mitotic al levurii comparativ cu varianta martor neiradiată. 

Cauza lipsei efectului iradierii duble cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz urmează a fi 

determinată ulterior. Însă, în literatura de specialitate deja este cunoscut fenomenul de anihilare 

al influenţei undelor milimetrice asupra organismelor vii, în condiţii nefavorabile de dezvoltare 

[30].  

 

 

Fig. 4.16. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz asupra 

numărului de generaţii ale populaţiei S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Nu s-au observat modificări majore ale efectelor dublei iradieri cu unde milimetrice nici în 

cazul experienţelor de determinare a viabilităţii celulelor, acest parametru variind neesenţial faţă 
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de nivelul martorului radiat o singură dată (Figura 4.17). Acest fenomen poate fi explicat, din 

punctul nostru de vedere, prin încetinirea mecanismelor de autostimulare şi reîntoarcerea la 

normalitate a stării funcţionale a membranei celulare a levurii iradiate repetat la diferite intervale 

de timp [12]. 

 

 

Fig. 4.17. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz asupra 

viabilităţii celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

În continuare s-a determinat conţinutul de biomasă, carbohidraţi, β-glucani, proteine şi 

activitatea catalazei. Cercetările au demonstrat că iradierea dublă a culturii, iniţial în faza de 

latenţă (până la inoculare) şi repetat în faza creşterii accelerate (după 24 ore de cultivare în 

profunzime la temperatura de 30°C) nu induce schimbări esenţiale ale conţinutului de β-glucani, 

carbohidraţi şi producţiei de biomasă, comparativ cu variantele culturii iradiate o singură dată 

(Figura 4.18). 

 

 

Fig. 4.18. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz asupra 

conţinutului de β-glucani, carbohidraţi şi producţiei de biomasă la tulpina S. cerevisiae CNMN-

Y-20. 
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Rezultate relevante s-au obţinut în experienţele de elucidare a potenţialului de biosinteză a 

proteinei şi activităţii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 iradiată repetat. 

La analiza rezultatelor s-a constatat că iradierea dublă, cu durata de 10 minute, are efect 

stimulator asupra conţinutului de proteine şi activităţii catalazei. Conţinutul maximal de proteine 

prevalează martorul cu 20,0 şi respectiv 36,0% (Figura 4.19). Iradierea dublă cu durata de 20 

minute nu influenţează semnificativ conţinutul de proteine comparativ cu iradierea culturii o 

singură dată, în faza de latenţă. 

Cercetările au evidenţiat că iradierea dublă, cu durata de 20 minute, provoacă o micşorare a 

activităţii catalazei (Figura 4.19). Acest efect poate fi explicat prin faptul că iradierea dublă 

provoacă stres oxidativ puternic, ceea ce contribuie la formarea radicalilor liberi, precum şi 

peroxidului de hidrogen. Numărul mare de radicali liberi inhibă activitatea enzimelor 

antioxidante, inclusiv şi a catalazei. Rezultatele obţinute în experienţele noastre sunt similare cu 

datele din literatura de specialitate, care demonstrează că activitatea enzimelor antioxidante şi 

conţinutul de proteine sunt legate de stresul oxidativ [186]. 

 

 

Fig. 4.19. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz asupra 

conţinutului de proteine şi activităţii catalazei la S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

Astfel, în acest compartiment sunt expuse rezultatele cercetărilor efectuate în premieră 

pentru stabilirea efectelor undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă, în funcţie de frecvenţă şi 

durata de iradiere, asupra capacităţii de biosinteză a β-glucanilor şi altor constituiente celulare a 

levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Rezultatele obţinute au demonstrat eficienţa tratării levurii cu 

undele milimetrice cu frecvenţă 53,33 GHz timp de 20 minute. 

În rezultatul cercetărilor efectuate a fost propus un procedeu nou de sporire a conţinutului 

de β-glucani la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu utilizarea undelor milimetrice, care poate fi 
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utilizat în industria microbiologică, alimentară, farmaceutică, etc. În baza acestor rezultate a fost 

elaborat şi obţinut brevet de invenţie [7, 20]. 

 

4.2.3. Procedeu de sporire a conţinutului de β-glucani la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 

cu utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă 

În conformitate cu rezultatele obţinute se propune un procedeu nou de sinteză orientată a β-

glucanilor prin utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă.  

Schema realizării procedeului este prezentată în Figura 4.20 şi include următoarele etape:  

Etapa I. Obţinerea inoculului.  

Materialul semincer se obţine prin cultivarea levurii în profunzime, pe must de bere sau 

YPD, timp de 24 ore, pe agitatorul rotativ (200 rot/min), la temperatura de 25°C.  

 

Etapa II. Iradierea culturii cu unde milimetrice cu frecvenţă extra înaltă.  

Inoculul se iradiază cu unde milimetrice cu frecvenţa f=53,33 GHz, timp de 20 minute. 

Inoculul iradiat, în volum de 5% în bază volumetrică, 2x10
6
 celule/ml, se inoculează în mediile 

de fermentaţie.  

 

Etapa III. Cultivarea levurii în profunzime pe mediu de biosinteză.  

Cultivarea submersă a levurii se realizează în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1L ce 

conţine 0,2 L mediu nutritiv YPD: extract de levuri 1%, peptonă 2%, glucoză 2%, apă potabilă 

1L, pH-5,5 [129], pe agitatorul rotativ (200 rot/min), la temperatura de 25°C, timp de 120 ore. 

Biomasa levuriană se separă de lichidul cultural prin centrifugare 3500 rot/min timp de 20 

minute.  

 

Etapa IV. Extragerea β-glucanilor.  

Extragerea β-glucanilor se efectuează conform procedeului: biomasa celulară (ajustată la 

15% g/g conţinut de substanţă solidă şi pH-5) se supune autolizei la 50°C timp de 24 ore, ulterior 

autolizatul se încălzeşte la 80±5°C timp de 15 minute, se răceşte, se centrifughează la 3500 

rot/min timp de 10 minute. Sedimentul se colectează. La sediment se adaugă 5 volume de 1N 

NaOH, amestecul se supune tratării termice la 80±5°C, timp de 2 ore. Ulterior, se adaugă 5 

volume de acid acetic 0,5N şi se încălzeşte la 75±5°C timp de 1 oră. Amestecul se 

centrifughează timp de 10 minute la 3500 rot/min la temperatura camerei. Sedimentul (β-

glucanii) se spală de trei ori cu apă distilată, se usucă. 
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Fig. 4.20. Schema realizării procedeului de sporire a conţinutului de β-glucani la S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 cu utilizarea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă. 

 

Aşadar, cercetările au permis demonstrarea eficienţei undelor milimetrice cu frecvenţă 

extra înaltă în amplificarea semnificativă a efectului biotehnologic obţinut la cultivarea tulpinii S. 

cerevisiae CNMN-Y-20. Variantele experimentale selectate de noi în calitate de suport pentru 

elaborarea procedeului asigură un nivel înalt al cantităţii de β-glucani în biomasă. Cu toate că, în 

obiectivele noastre de lucru a fost prevăzută doar obţinerea cantităţilor sporite de β-glucani, 

cercetările au evidenţiat şi modelarea cantităţii de alte componente celulare în biomasa levuriană. 

 

4.3. Tehnologia de cultivare a tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 şi de obţinere 

a β-glucanilor 

În baza rezultatelor prezentate anterior în capitolul 2 şi subcapitolul 4.2 cu referinţă la 

metoda optimizată de extracţie a β-glucanilor, selectarea nutrienţilor preferenţiali şi condiţiilor 
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optime de cultivare submersă, acţiunea undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă a fost 

necesar de a combina procedeele elaborate într-un flux tehnologic avantajos, care permite 

obţinerea din biomasa levuriană a β-glucanilor cu proprietăţi biologice valoroase. În cadrul 

acestui subcapitol sunt descrise cercetările care au permis să fie definitivate fazele principale ale 

tehnologiei, precum şi valorificarea biopreparatului obţinut conform acestei tehnologii. 

În cadrul fluxului tehnologic importanţă majoră au procedeele de cultivare dirijată a 

levurii, care permit obţinerea cantităţii maximale de biomasă cu un conţinut înalt de β-glucani. 

După cum a fost demonstrat pe parcursul întregii lucrări realizarea acestui obiectiv a fost posibilă 

datorită eficientizării procedeului de extragere şi purificare a β-glucanilor din biomasa levuriană, 

optimizării mediilor nutritive, condiţiilor de cultivare, utilizării undelor milimetrice, procedee ce 

au contribuit la intensificarea procesului de biosinteză a β-glucanilor. 

În continuare prezentăm descrierea fazelor tehnologiei propuse. 

 

4.3.1. Proces tehnologic de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi de obţinere a β-

glucanilor. 

Procesul tehnologic de cultivare a levurii în scopul obţinerii de biomasă cu conţinut sporit 

de β-glucani este bazat pe următoarele principii: 

 Utilizarea în calitate de producător a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20; 

 Prepararea materialului semincer cu aplicarea undelor milimetrice cu frecvenţa 53,33 GHz 

timp de 20 minute; 

 Utilizarea mediilor nutritive optimizate YPD-4 şi R-ZZ; 

 Cultivarea în profunzime conform parametrilor optimi de temperatură, pH, durată şi 

aeraţie; 

 Procesarea biomasei levuriene conform metodei optimizate pentru extragerea β-glucanilor.   

Tehnologia este structurată în patru compartimente (Tabelul 4.1).  

Prima şi a doua parte a tehnologiei integrate reprezintă obţinerea materiei prime, care 

prevede obţinerea materialului semincer şi cultivarea tulpinii de levuri în condiţiile optime cu 

utilizarea indicatorilor care asigură efectul maximal de acumulare a  β-glucanilor. 

Partea a treia a tehnologiei implică procedeele de procesare a biomasei şi extragere a 

produsului polizaharidic. 

Partea a patra a tehnologiei prevede studiul calităţilor produsului finit. 
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Tabelul 4.1. Fazele procesului tehnologic de cultivare dirijată a producătorului şi obţinere a β-

glucanilor. 

Nr 

d/o 

Denumirea operaţiunii Controlul interfazic 

1. Obţinerea materialului semincer.  

 1.1. Caracteristica producătorului, tulpina S.   

cerevisiae CNMN-Y-20. 

Verificarea caracterelor morfo-

culturale. 

 1.2. Cultivarea culturii stoc în tuburi cu gel 

înclinat. 

Verificarea condiţiilor de cultivare 

şi purităţii culturii. 

 1.3. Cultivarea materialului semincer în 

baloane Erlenmeyer. 

Verificarea condiţiilor de cultivare 

şi purităţii culturii. 

 1.4. Iradierea materialului semincer cu unde 

milimetrice frecvenţa 53,33 GHz, regim 

continuu, timp de 20 minute. 

Supravegherea parametrilor de 

iradiere. 

2. Procesul de cultivare submersă a tulpinii.   

 2.1. Prepararea mediului nutritiv steril YPD-4 

sau R-ZZ. 

Verificarea preciziei balanţei. 

 2.2. Inocularea culturii de levuri pe mediul 

nutritiv,  inocul iradiat (2x10
6 

celule/ml), 

în concentraţie de 5% în bază volumetrică. 

Verificarea cantităţii şi calităţii 

inoculului. 

 2.3. Cultivarea submersă dirijată a levurii, t-

25°C, aerare 81,0...83,0 mgL
-1 

O2, durata 

cultivării 120 ore. 

 Supravegherea parametrilor de 

cultivare, monitorizarea purităţii 

culturii. 

3. Procesarea biomasei levuriene.  

 3.1. Separarea biomasei levuriene de lichidul 

cultural prin centrifugare la 3000 rot/min timp 

de 15 minute.  

Verificarea gradului de separare. 

 3.2. Procesul de extragere a β-glucanilor din 

biomasa levuriană. 

Verificarea gradului de extragere. 

4. Caracterizarea produsului.  

 4.1. Caracteristica fizico-chimică. Analize de conformitate. 

 4.2. Dozaj, ambalare, etichetare. Verificarea ambalajului, 

inscripţiilor pe etichete. 
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Descrierea fazelor procesului tehnologic de cultivare dirijată a producătorului şi de 

obţinere a β-glucanilor 

 Caracteristica producătorului 

Caracteristica producătorului S. cerevisiae CNMN-Y-20 este indicată în brevetul de 

invenţie MD 4048 [4]. 

Conform criteriului sistematic tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 corespunde 

următoarei clasificări: încrengătura Eumicota, subîncrengătura Ascomycotina, clasa 

Hemiascomycetes, ordinul Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, genul Saccharomyces. 

Originea tulpinii. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost izolată în cultură 

pură din sedimentele levurilor provenite de la fermentarea vinului roşu Cabernet-5 prin metoda 

selecţiei în mai multe etape pe medii lichide şi agarizate must de bere şi mediul Rieder, în cadrul 

laboratorului Biotehnologia levurilor, Institutului de Microbiologie şi Biotehnologie al AŞM 

(sedimente oferite de Institutul de Vinificaţie a Republicii Moldova). 

Caracterele morfologice şi culturale ale tulpinii. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-

Y-20 se prezintă sub forma unor celule ovale sau rotunde, înmugurire polară, uneori formează 

pseudohife. Tipul respiraţiei - aerob, formează asce persistente direct din celula diploidă, 

ascospori neeliberaţi, rotunzi sau ovali netezi. Pe mediu solid formează colonii alb-roz, suprafaţa 

lucioasă, netedă, plată, diametrul 4...6 mm. 

Caracterele fiziologo-biochimice. Nu formează peliculă. Fermentaţia +:  nitrat -; ureaza-;  

testul diazonium blue B (DBB). Asimilarea glucidelor: D-glucoza, zaharoza, fructoza, D-

maltoza, D-galactoza, D-manoza, D-tregaloza, D-xiloza. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-

Y-20 suportă bine aciditatea, pH-ul iniţial fiind de 5,5; se dezvoltă bine la temperatura de 

+20...25°C. Tulpina creşte bine pe mediul  must de bere (6%) şi medii nutritive:  

1. Mediul YPD, care conţine, g/L: peptonă – 20,0; glucoză – 20,0; extract de drojdie – 10 

ml; apă potabilă – 1000 ml. 

La cultivare în profunzime pe mediul dat timp de 120 ore, tulpina sintetizează până la  

15,3% β-glucani în biomasa uscată. 

2. Mediul Rieder, care conţine, g/L: glucoză – 30,0; (NH4)2SO4 – 3,0; MgSO4 •7H2O – 

0,7;  KH2PO4 – 1,0; NaCl – 0,5; Ca(NO3)2 – 0,4;  autolizat de drojdie – 10 ml;  apă potabilă – 

până 1000 ml. 

La cultivare în profunzime pe mediul dat timp de 120 ore, tulpina sintetizează până la 

22,5% β-glucani în biomasa uscată. 

 Descrierea procesului tehnologic de obţinere a biopreparatului 

Procesul constă din patru etape:  
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I – Obţinerea materialului semincer  

II – Procesul de cultivare submersă a tulpinii  

III – Procesarea biomasei levuriene 

IY – Caracterizarea produsului  

Schema tehnologică de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 şi obţinere a ß-

glucanilor este redată în Figura 4.21. 

 

 

Fig. 4.21. Schema tehnologică de obţinere a ß-glucanilor din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20. 
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Materialul semincer se obţine în următoarele etape: 

1) cultivarea în tuburi pe medii agarizate; 

2) cultivarea în baloane cu medii nutritive; 

3) iradierea materialului semincer cu unde milimetrice.  

1) Cultivarea culturii stoc în tuburi cu gel înclinat 

Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 se însămânţează în tuburi cu malţ agarizat. Mediul 

pregătit se toarnă a câte 6-7 ml în tuburi de sticlă cu volumul de 13 ml, se sterilizează în autoclav 

la temperatura de 112-115°C timp de 30 minute. După autoclavare mediul agarizat din tuburi se 

înclină. 

Însămânţarea se efectuează transferând celulele pe suprafaţa mediului solid cu ajutorul 

ansei. Tuburile se incubează la temperatura de 25...27°C (24-48 ore), după ce cultura poate fi 

transferată pe mediu lichid în baloane Erlenmeyer. Cultura stoc se păstrează în frigider la 

temperatura de 4...5°C pe parcursul a 1-2 luni. Fiecare lot de material semincer trebuie să fie 

paşaportizat. 

2) Cultivarea materialului semincer pe mediul lichid 

Pentru obţinerea inoculului, tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, cultivată anterior pe 

mediul agarizat înclinat, este cultivată în profunzime timp de 24 ore în baloane Erlenmayer cu 

volumul 500 ml, a cîte 100 ml mediu lichid YPD steril, durata cultivării este de 24 ore la 

temperatura de 25±1°C. 

3) Iradierea materialului semincer cu unde milimetrice  

Din precultură (inocul) cu densitatea de 2x10
6 

celule/ml se pregătesc mostrele pentru 

iradierea cu unde milimetrice. Pentru iradiere se utilizează celule în faza creşterii exponenţiale. O 

astfel de populaţie conţine celule în toate etapele mitotice a ciclului celular. 

Inoculul se tratează cu unde milimetrice cu frecvenţa 53,33 GHz, regim continuu, durata de 

iradiere 20 minute. Ca generator de unde milimetrice este utilizat dispozitivul model KBЧ-НД, 

RS-232. Aparatul este certificat şi permis spre utilizare în practica medicală. 

II. Procesul de cultivare submersă a tulpinii 

Procesul tehnologic constă din următoarele etape: 

1) Pregătirea mediului nutritiv steril; 

2) Inocularea culturii de levuri pe mediul de fermentaţie; 

3) Cultivarea submersă dirijată a levurii. 

1) Prepararea mediului nutritiv steril 

Pentru cultivarea în profunzime a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 se utilizează mediul 

optimizat YPD-4 cu următoarea componenţă, g/L: extract de drojdie - 10,0; peptonă - 20,0; 
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glucoză - 40,0 sau mediul optimizat R-ZZ cu următoarea compoziţie, g/L: zaharoză- 37,0; 

(NH4)2SO4 - 3,0; MgSO4•7H2O - 0,7; NaCl - 0,5; Ca(NO3)2 - 0,4; KH2PO4 - 1,0; acetat de zinc - 

0,00816; autolizat de drojdii - 10 ml; apă potabilă - 1L; pH - 5,0-6,0. 

2) Inocularea culturii de levuri pe mediul nutritiv de fermentaţie 

Materialul semincer tratat cu unde milimetrice (2x10
6
 celule/ml) se introduce în volum de 

5% din volumul mediului nutritiv. 

3) Cultivarea submersă  dirijată a levurii  

Procesul de cultivare decurge conform următorilor parametri: 

- Cultivarea submersă se va efectua în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1L 

- Temperatura mediului în timpul procesului de cultivare se menţine  25°C 

- Gradul de aerare 81...83 mg/L 

- Durata procesului de cultivare 120 ore, agitare permanentă 

- Nu se permite poluarea cu microfloră străină. 

III. Procesarea biomasei levuriene include: 

1) Separarea biomasei levuriene de lichidul cultural; 

2) Procesul de extragere a β-glucanilor din biomasa levuriană. 

1) Separarea biomasei levuriene de lichidul cultural 

La finalul procesului de fermentare se efectuează separarea biomasei levuriene de lichidul 

cultural prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 15 minute.  

2) Procesul de extragere a β-glucanilor din biomasa levuriană 

Dezintegrarea peretelui celular se efectuează aplicând procedeul omogenizării biomasei 

celulare: 10 g drojdie (30% S.U.) + 20 ml apă sterilă, amestecul se omogenizează timp de 10 

minute la viteza de rotaţie 15000 rot/min (6F volum 30 ml), în contact cu apa, umiditatea relativă 

85%. Amestecul se centrifughează. Sedimentul (pereţii celulari) se tratează cu 50 ml 1N NaOH 

timp de 1 oră la temperatura de 90°C. Sedimentul se colectează şi se tratează cu 0,5N acid acetic 

în raport de 1:5, la 75 ±5°C timp de 1 oră (în scopul eliminării glicogenului). Sedimentul se spală 

de 2 ori cu apă distilată, se centrifughează, se usucă la 50±5°C. Produsul obţinut este β-glucanul.  

IV. Caracterizarea şi marcarea produsului include: 

1) Caracteristica fizico-chimică; 

2) Dozaj, ambalare, etichetare. 

1) Caracteristica fizico-chimică a produsului 

Bioprodusul, obţinut din pereţii celulari a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20, reprezintă 

cristale de culoare bej-gălbuie, insolubile în solvenţi organici (alcool, eter, acetonă, benzoat, eter 
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petroleic) şi greu solubile în apă. Puritatea produsului se examinează prin spectroscopie în 

infraroşu [276]. 

2) Dozaj, ambalare, etichetare 

Bioprodusul se trece cantitativ cîte 1-5 g în flacoane de sticlă mată. Fiecare flacon se 

etichetează indicându-se denumirea produsului, data, numărul lotului, termenul de valabilitate. 

Bioprodusul se păstrează la temperatura de +4°C (Figura 4.22). 

 

 

Fig. 4.22. Produsul ,,Glucan-20” pulbere obţinut din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

 

4.3.2. Evaluarea eficienţei tehnologiei elaborate 

Pentru a compara eficienţa tehnologiei elaborate, au fost montate experienţe care au avut la 

bază procese tehnologice cu parametrii tehnici standard. În aceste cercetări s-a utilizat mediul de 

fermentaţie YPD, materialul semincer nu a fost tratat cu unde milimetrice, s-a aplicat metoda de 

extragere a ß-glucanilor propusă de Thammakiti [244], temperatura de cultivare, gradul de aerare 

şi durata de cultivare (ore) a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost identice cu cele din 

variantele experimentale. 

Pe parcursul derulării investigaţiilor au fost monitorizaţi indicii: cantitatea de β-glucani, 

carbohidraţi totali, biomasă uscată, proteine.  

Analiza rezultatelor obţinute în cadrul experienţelor cu utilizarea mediului YPD-4 a scos în 

evidenţă eficienţa aplicării tehnologiei noi, care constă în obţinerea a 1,26±0,29 g/L β-glucani, 

ceea ce depăşeşte martorul cu 68,2%. Cantitatea netă de biomasă obţinută la aplicarea 

tehnologiei cu parametrii tehnici elaboraţi este de 6,18±0,65 g/L faţă de 4,6±1,04 g/L pentru 

tehnologia martor (Tabelul 4.2). În conformitate cu calculele efectuate, cantitatea de carbohidraţi 

totali în biomasa tulpinii la cultivare conform fluxului tehnologic elaborat este de 52,86±1,4% la 

S.U. comparativ cu 46,36±2,75% la S.U. specific tehnologiei martor. Conţinutul de β-glucani în 
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peretele celular constituie 20,29% comparativ cu 16,2% determinate în varintele de control, ceea 

ce este cu 25,2 la sută mai mult comparativ cu indicii obţinuţi la utilizarea tehnologiei martor. 

Pornind de la faptul că modificarea condiţiilor de cultivare poate duce la declanşarea unor 

procese fiziologice cu efecte asupra biosintezei componentelor celulare, am aplicat un studiu ce 

include aprecierea nivelului de proteine. Conform rezultatelor obţinute, cele mai mari valori ale 

conţinutului de proteine la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost stabilite la aplicarea 

tehnologiei elaborate, indicii cărora constituie 42,45±1,80% proteine ceea ce este cu 40 la sută 

mai mult comparativ cu indicii obţinuţi la utilizarea tehnologiei martor (Tabelul 4.2). 

 

Tabelul 4.2. Nivelul indicatorilor biologici a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare conform proceselor tehnologice standard şi experimentale, mediul de fermentaţie YPD-4. 

Nr. 

d/o 

Indicii monitorizaţi Tehnologia 

martor 

Tehnologia nouă (mediul 

YPD-4) 

Nivelul 

indicatorului 

% la 

martor 

1. β-glucani, g/L mediu de cultură 0,752±0,22 1,265±0,29 168,2 

2. β-glucani, % la S.U. 16,2±1,14 20,29±2,76 125,2 

3. Carbohidraţi totali, % la S.U. 46,36±2,75 52,86±1,4 114,0 

4. Biomasă uscată, g/L mediu de cultură 4,6±1,04 6,18±0,65 134,3 

5. Proteine, % la S.U. 30,12±1,30 42,45±1,80 140 

 

Analiza rezultatelor obţinute în cadrul experienţelor cu utilizarea tehnologiei elaborate în 

care s-a utilizat mediul optimizat R-ZZ, a scos în evidenţă aceleaşi legităţi ale activităţii 

biosintetice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Aplicarea noilor procedee de cultivare permite 

obţinerea a 0,813±0,13 g/L β-glucani ceea ce depăşeşte martorul cu 91,7% (Tabelul 4.3). 

 

Tabelul 4.3. Nivelul indicatorilor biologici a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 la 

cultivare conform proceselor tehnologice standard şi experimentale, mediul de fermentaţie R-ZZ. 

Nr. 

d/o 
Indicii monitorizaţi 

Tehnologia

martor 

Tehnologia nouă  

(mediul R-ZZ) 

Nivelul 

indicatorului 
% la martor 

1. β-glucani, g/L mediu de cultură 0,424±0,03 0,813±0,13 191,7 

2. β-glucani, % la S.U. 21,19±0,8 27,10±0,46 128 

3. Carbohidraţi totali, % la S.U. 42,07±6,74 44,55±4,64 106 

4. Biomasă uscată, g/L mediu de cultură 2,0±0,12 3,0±0,1 150 

5. Proteine, % la S.U. 26,27±1,0 31,56±1,4 120 

Astfel, putem afirma cu siguranţă că tehnologia propusă permite sporirea atât a 

conţinutului de β-glucani, obţinut la 1L de mediu de cultivare, cât şi a nivelului valorilor altor 
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indicatori biologici a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce confirmă că 

procedeele şi condiţiile integrate într-un singur flux tehnologic asigură o eficienţă înaltă a 

tehnologiei elaborate. În rezultatul aplicării acestei tehnologii de cultivare, obţinem  cu 

68,2…91,7% mai mult bioprodus faţă de procedeul de referinţă. 

Următoarea etapă a studiului constă în caracterizarea fizico-chimică a β-glucanilor izolaţi 

din pereţii celulari ai levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. 

Structura β-glucanilor este un factor important al calităţii. Actualmente este confirmat că 

structura β-glucanilor depinde de procedeele de izolare şi uscare. Relevanţa acestei ipoteze este 

confirmată de cercetările efectuate la utilizarea a două proceduri diferite de izolare din drojdia de 

bere a β-glucanilor insolubili în apă: izolare alcalin-acidă (AA) şi izolare alcalin-acidă cu 

indepărtarea manoproteinelor (AAM). β-glucanii izolaţi din biomasa levuriană se analizează prin 

spectroscopia în infraroşu (FTIR) [276]. Autorii au constatat că β-glucanii, uscaţi prin diferite 

procedee: cu aer, liofilizare şi uscare prin pulverizare, au avut structuri diferite. Preparatele de β-

glucani obţinute prin procedeele de izolare (AA) şi (AAM) au avut valori similare ale masei 

uscate, a conţinutului de polizaharide totale, proteinei şi elementelor organice. In mod 

semnificativ au fost afectate, fracţiile de β-glucani din totalul de polizaharide. Liofilizarea şi, în 

special, uscarea cu aer au cauzat un grad mai mare de aglomerare şi modificări a microstructurii 

β-glucanilor (Figura 4.23). 

a)                      b)  

Fig. 4.23. Structura microscopică a β-glucanului uscat cu aer (a) şi liofilizat (b), izolat 

prin procedura alcalin-acidă [276]. 

Toate aceste informaţii pot fi valorificate la analiza β-glucanilor obţinuti din alte tulpini de 

levuri. 

Referitor la caracterele fizico-chimice determinate ale β-glucanilor obţinuţi din pereţii 

celulari ai levurilor S. cerevisiae CNMN-Y-20, aplicând procedeul de extragere simplificat, 

putem menţiona cristale inodore, de culoare bej-gălbuie, greu solubile în solvenţi organic 

(alcool, acetonă, eter petroleic) şi în apă. Compoziţia produsului „Glucan-20” este redată în 

Tabelul 4.4. Puritatea s-a identificat prin determinarea prezenţei proteinei, glicogenului. 
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Tabelul 4.4. Compoziţia chimică a produsului „Glucan-20” (raportată la substanţa uscată). 

Produsul β-

glucan, 

g % 

Glicogen, 

g % 

Carbohidraţi 

totali, 

g % 

Proteine, 

g % 

 

Alte 

impurităţi, 

% 

Glucan-20 

pulbere 

90...93,0 2,4 3,2 1,0 3,0...0,3 

 

Caracteristicile fizico-chimice a β-glucanilor prezintă criterii importante în aprecierea 

adecvată a materialului vizat pentru utilizare în diferite domenii. Ulterior, bioprodusul Glucan-20 

obţinut a fost propus în calitate de supliment alimentar şi furajer pentru sporirea statutului imun 

al puietului de peşti fitofagi. 

 

4.3.3. Valorificarea bioprodusului Glucan-20 obţinut din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20 

Preparatul de β-glucani a fost utilizat la furajarea puietului de peşte, în particular pentru 

fortificarea viabilităţii şi indicilor de creştere a puietului de cosaş (Ctenopharyngodon idella). 

Cercetările au fost efectuate în colaborare cu cercetătorii Institutului de Zoologie, 

laboratorul Ihtiologie şi Acvacultură. 

Materialul biologic a fost reprezentat de puiet din specia de cosaş (Ctenopharyngodon 

idella) cu greutatea iniţială medie de 1,185±0,318 g. Pentru a urmări evoluţia parametrilor fizico-

chimici a apei din incubatoare, pe parcursul desfăşurării experienţelor, s-au exercitat măsurări de 

determinare a temperaturii, oxigenului dizolvat, pH-ului. 

Experienţele au fost efectuate pe un număr de 160 exemplare în 3 loturi: lotul martor – 53 

larve; lotul II – 54 larve; lotul III- 53 larve. Perioada experimentală a durat 20 zile. 

Metoda de furajare utilizată a fost cea manuală, numărul de tainuri a fost adaptat în funcţie 

de vârsta puietului şi a constituit 75-50% furaj la o unitate de masă a larvei.  

Observaţiile asupra dezvoltării larvelor s-au efectuat după 10 şi 20 zile de la iniţierea 

experimentelor. La fiecare citire s-a determinat mortalitatea şi indicii de creştere a puietului de 

cosaş.  

În experienţele efectuate au fost cercetate următoarele variante de reţete furajere: 

Varianta I (unit. masă,%): făină de peşte – 35; drojdie de vin uscată – 40; făină de 

tescovină de struguri –15; lapte praf – 7,9; bioprodusul Glucan-20 – 0,1; metionină – 1,0; premix 

vitamino-mineral – 1,0. 
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Varianta II (unit. masă,%): făină de peşte – 30; drojdie uscată de vin – 30; făină de 

tescovină de struguri – 30; lapte praf –7,5; bioprodusul Glucan-20 – 0,5; metionină – 1,0; premix 

vitamino-mineral – 1,0. 

Varianta III (martor) (unit. masă,%): autolizat de drojdii – 48...50; făină de peşte – 34... 

35; făină de grâu – 7…6; lapte praf – 7...8; metionină – 0,5…1,0; premix vitamino-mineral – 

0,5…1,0 [3]. 

Rezultatele au demonstrat că sporul maximal de supravieţuire a larvelor de cosaş este de 

26,7% şi este specific pentru reţeta II de furaj. Valorile medii a indicilor liniari a larvelor de 

cosaş la cele două loturi luate în studiu, prezintă o creştere cu 6,3...9,8% comparativ cu indivizii 

din lotul martor. Analiza masei corporale la puietul de cosaş după 20 zile a constatat diferenţe 

semnificative (p<0,01) în favoarea ambelor reţete furajere comparativ cu lotul martor. Sporul 

masei corporale constituie 17-24%. Rezultate pozitive s-au stabilit şi în cazul estimării greutăţii 

medii corporale. Cele mai mari valori ale ratei de creştere, g greutate medie corporală, se 

constată în cazul lotului experimental în care puietul de cosaş a fost hrănit cu reţeta II de furaj, 

unde valorile greutăţii medii corporale au constituit 56,128±7,628 g sau cu 56,3% mai mult faţă 

de martor (Figura 4.24). Pentru receta II de furaj s-a obţinut brevet de invenţie [8]. 

 

 
Fig. 4.24. Indicii productivi ai puietului de cosaş Ctenopharyngodon idella. 

 

Prin urmare, pe baza rezultatelor cercetărilor efectuate putem face unele recomandări 

privind utilizarea β-glucanilor obţinuţi din levuri la îmbunătăţirea performanţelor productive ale 

puietului de peşti. Cercetările pot servi la efectuarea altor tipuri de experimente sau tehnologii 

noi de creştere a puietului de specii fitofage. 

Receta nouă de furaj a fost utilizată în condiţii de producere industrială. Testarea a fost 

efectuată la întreprinderea individuală ,,Marin Alexandru”. Rezultatele confirmă eficienţa înaltă 

a furajului elaborat, care contribuie la sporirea procentului de viabilitate şi ihtiomasei puietului 
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de peşti fitofagi cu 20-30% (Act de implementare din 17.07.2014, Act de implementare din 

17.07.2015 şi Act de implementare din 10.10.2016) 

 

4.4. Concluzii la capitolul 4 

1. Reacţia de răspuns a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la acţiunea undelor milimetrice cu 

frecvenţele 60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz se manifestă în dependenţă de frecvenţă şi 

durata de iradiere. Efectul biologic al undelor milimetrice are un prag temporar, 20 minute, 

după care expunerea levurii la iradiere nu conduce la mărirea efectului biologic [62, 89]. 

2. Procedeul elaborat de cultivare a S. cerevisiae CNMN-Y-20, care include etapa de iradiere 

a inoculului cu undele milimetrice 53,33 GHz timp de 20 minute asigură rentabilitate, 

datorită creşterii cantităţii de β-glucani în biomasa levuriană cu 25,7% faţă de martor [7, 

62]. 

3. Tehnologia complexă de producere a β-glucanilor, elaborată în baza elementelor noi – 

tulpinii de levuri cu capacităţi biotehnologice performante, mediilor nutritive eficiente, 

condiţiilor optimizate de cultivare în profunzime, tratarea materialului semincer cu unde 

milimetrice cu frecvenţă extra înaltă, aplicarea procedeului modificat de extracţie a β-

glucanilor, permite obţinerea cu 68,2…91,7%  mai mult produs comparativ cu tehnologia 

martor [20, 24]. 

4. Furajul combinat pentru creşterea puietului de peşti fitofagi, ce conţine în componenţa sa 

bioprodusul Glucan-20 în cantitate de 0,1-0,5 unit. masă, %, duce la sporirea cu 22,0-

26,7% a ratei de supravieţuire, cu 16,9-24,0% a masei medii a unei larve şi cu 45,2-56,3% 

a ihtiomasei generale medii [8, 25]. 
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CONCLUZII GENERALE ŞI RECOMANDĂRI 

 

Realizarea cercetărilor şi analiza rezultatelor obţinute în cadrul tezei de doctor „Tehnologie 

de obţinere a β-glucanilor din levuri” au condus la formularea următoarelor concluzii:  

1. Parametrii biotehnologici determinaţi de cultivare dirijată a levurii S. cerevisiae CNMN-

Y-20, contribuie la eficientizarea tehnologiei de producere a β-glucanilor cu utilizări 

polivalente, în vederea aplicării lor în diferite domenii.  

2. Mediile de cultură optimizate R-ZZ şi YPD-4 şi condiţiile de cultivare, valorile de 

temperatură – 25°C, aeraţie – 81,3...83,3 mg O2/L, durata de cultivare – 120 ore, 

specifice tulpinii producătoare, sporesc producerea de β-glucani la levura S. cerevisiae 

CNMN-Y-20 cu 32,8% şi respectiv 52,4% [13, 21, 22]. 

3. Efectele nanoparticulelor TiO2 şi ZnO asupra biosintezei β-glucanilor şi altor componente 

celulare sunt determinate de dimensiunea acestora, concentraţia şi durata de contact cu 

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni de 30 nm, în 

concentraţie de 5-10 mg/L se manifestă ca factor de stimulare a biosintezei β-glucanilor 

la levuri [14, 254]. 

4. Nanoparticulele ZnO, în prezenţa concentraţiilor de 2% şi 5% alcool etilic, intensifică 

procesele de biosinteză a β-glucanilor, conţinutul cărora în biomasa S. cerevisiae CNMN-

Y-20 creşte cu 19,9% mai mult faţă de probele martor, dar nu asigură intensificarea 

biosintezei proteinelor [88]. 

5. Caracterul acţiunii undelor milimetrice cu frecvenţele 60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz 

asupra levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de frecvenţa şi durata de 

iradiere. Aplicarea undelor cu frecvenţa f=53,33 GHz timp de 20 minute la etapa 

preparării materialului semincer, permite majorarea conţinutului de β-glucani în biomasa 

celulară cu 25,7% mai mult faţă de martor, astfel se propune o cale nouă de reglare a 

biosintezei β-glucanilor la levuri [7, 12, 20, 62, 89]. 

6. Tehnologia complexă de producere a β-glucanilor, elaborată în baza elementelor noi – 

tulpina de levuri cu capacităţi biotehnologice performante, medii nutritive eficiente, 

condiţii optimizate de cultivare în profunzime, tratarea materialului semincer cu unde 

milimetrice cu frecvenţă extra înaltă, aplicarea procedeului modificat de extracţie a β-

glucanilor, permite obţinerea a 0,81…1,26 g/L bioprodus, comparativ cu 0,42…0,75 g/L 

β-glucani ai tehnologiei martor  [24]. 

7. Preparatul elaborat în baza β-glucanilor, extraşi din levuri, manifestă activitate biologică, 

exprimată prin sporirea cu 22,0-26,7% a ratei de supravieţuire, cu 16,9-24,0% a masei 
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medii a unei larve şi cu 45,2-56,3% a ihtiomasei generale medii a peştilor fitofagi, ceea 

ce indică asupra perspectivei utilizării lui în domeniul pisciculturii [8, 25]. 

Problema ştiinţifică importantă soluţionată în lucrare. Au fost determinaţi parametrii 

biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la 

eficientizarea procedeelor de sinteză orientată a β-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea 

tehnologiei de obţinere a acestor compuşi biologic activi valoroşi. 

Aportul personal. În materialele care reflectă conţinutul brevetelor de invenţie autoarei îi 

revine cota parte în corespundere  cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate obţinute, analiza lor, 

generalizările şi concluziile aparţin autoarei. 

Recomandări practice 

Se recomandă: 

1. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 în calitate de sursă de ß-glucani cu utilizări 

polivalente. 

2. Două variante de medii nutritive, care asigură sporirea semnificativă a cantităţii de β-

glucani în biomasa levuriană; 

3. Două procedee de sinteză orientată a ß-glucanilor cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor 

de metale şi undelor milimetrice cu frecvenţă extra înaltă ca factori reglatori; 

4. Tehnologia de obţinere a ß-glucanilor din S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru producerea 

industrială a bioproduselor naturale glucanice;  

5. Bioprodusul Glucan-20 pentru utilizare în piscicultură şi alte domenii. 

Sugestii privind cercetări de perspectivă 

1. Sunt de perspectivă cercetările în vederea procesării lichidului cultural, rezultat din 

producerea biomasei de levuri, datorită conţinutului său sporit de componente valoroase: 

exopolizaharide, vitamine, aminoacizi. 

2. Se propun cercetări de determinare a proprietăţilor imunomodulatoare şi anticancerigene 

ale β-glucanilor obţinuţi din biomasa levuriană. 

3. Sunt de perspectivă cercetările pentru dezvoltarea industrială şi experimentală la nivel 

pilot pentru stabilirea parametrilor tehnologici optimi. 
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Anexa 1 

 Brevete de invenţie  

Brevet de invenţie. MD 4048. Tulpină de drojdie Saccharomyces cerevisiae-sursă de β-glucani. 

BOPI nr. 6/2010 
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Brevet de invenţie. MD 717. Furaj pentru puiet de peşti fitofagi. BOPI 1/2014. 
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Brevet de invenţie. MD 4329. Procedeu de cultivare a tulpinii de levuri Saccharomyces 

cerevisiae CNMN-Y-20. BOPI 2/2015. 
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Anexa 2. 

Act nr. 85a din 04.09.2017 de implementare a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 
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Anexa 3. 

Acte de implementare bioprodusului Glucan-20 

Act de implementare a rezultatelor Nr.1 eliberat de ÎI „Marin-Alexandru” la 17.07.2014 
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Act de implementare a rezultatelor Nr.3 eliberat de ÎI „Marin-Alexandru” la 17.07.2015 
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Act de implementare a rezultatelor Nr.4 eliberat de SRL „Acces-Activ” la 10.10.2016 
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Anexa 4. 

Menţiuni la Saloane de Invenţii şi Expoziţii Internaţionale 

Diploma European Exhibition of Creativity and Innovation „EUROINVENT”, Iaşi 2015, (Silver 

medal) „Feed for phytophagous fish fry”. 
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Diploma European Exhibition of Creativity and Innovation „EUROINVENT”, Iaşi 2015, (Silver 

medal) „New proceeding for obtaining β-glucans from yeasts with 

application of millimetric waves”. 

 



 152 

Diploma „40th International Invention Show 11th Invention and Prototype Show and Student 

Business Plan Competition” Karlovac, 2015, (Silver medal) „Fish spawn incubation and larvae 

storage device and feeding them with specialized feed” 
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Diploma European Exhibition of Creativity and Innovation „EUROINVENT”, Iaşi 2016, (Silver 

medal) „Technology of β-glucans products obtaining from Saccharomyces yeast”. 
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Diploma Salonul internaţional al cercetării, inovării şi inventicii „PROINVENT”, Cluj-Napoca 

2016, (Medalia de aur cu menţiune specială) „Technology of β-glucans products 

obtaining from Saccharomyces yeast” 

 



 155 

Diploma de participare European Exhibition of Creativity and Innovation „EUROINVENT”, Iaşi 

2017, „New proceeding for obtaining β-glucans from yeasts using ZnO nanoparticles”. 
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