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(57) Rezumat:
1
Inventia se refera la biotehnologie, in
special la o tulpind de drojdii Saccharomyces
cerevisiae si poate fi utilizatd in tehnologia de
producere a polizaharidelor, in special a
mananilor utilizati In ramurile vinicold,

farmaceutica, alimentara.

10

2

Tulpina de drojdii este depozitatd in
Colectia  Nationald de  Microorganisme
Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM cu numarul CNMN-Y-
18 si poate fi utilizatd in calitate de sursd de
manani.

Revendicari: 1



(54)

(57) Abstract:
1
The invention relates to biotechnology, in

particular to a strain of Saccharomyces
cerevisiae yeast and can be used in the
polysaccharide production technology,
particularly mannans used in wine-making,

pharmaceutical and food industries.

(54)

(57) Pedepar:
1

H3o00perenne OTHOCHTCS K OHOTEXHOIO-
THH, B YaCTHOCTH K IINTaMMy JPOXIKEH
Saccharomyces cerevisiae W MOXET OBITH
HCIIONIF30BaHO B TEXHOJIOTHH IIPOH3BOJICTBA
TMONMICAXapuoB, B UYACTHOCTH MAaHHAHOB,
UCIIONB3yeMBIX B BUHOJCTHUCCKOH, (apmaries-

THUECKOH, MUIIEBON OTPACIIIX.

10

10

Strain of Saccharomyces cerevisiae yeast — producer of mannans

2

The yeast strain is deposited in the National
Collection of Nonpathogenic Microorganisms
of the Institute of Microbiology and
Biotechnology of the ASM under the number
CNMN-Y-18 and can be used as a source of
mannans.

Claims: 1

ITamm apo:xakeil Saccharomyces cerevisiae — IPpOAYLIeHT MAHHAHOB

2
IIramm  gpoxokeld  JCIOHUPOBAH B
Hamuonanpuoit Komnexkmmuun HemaroreHHBIx
Muxpoopraammos  Mucturyra Muxpobuo-
noruu U buorexnonornu AHM nox Homepom
CNMN-Y-18 u MOoxkeT OBITh HCIOIL30BAH B
KadeCcTBE HCTOYHUKA MaHHAHOB.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in special la o tulpind de drojdii Saccharomyces
cerevisiae $i poate fi utilizata in tehnologia de producere a polizaharidelor, in special a
mananilor utilizati in ramurile vinicold, farmaceutica, alimentara.

Sunt cunoscute tulpini de drojdii din genul Saccharomyces, ce contin In medie
3,0...4,2 g de manani per 100 g de masd celulard sau tulpini din alte genuri Candida,
Debaryomyces, Pichia, care contin pand la 5,0...5,8 g de manani per 100 g de masa
celulard [1]. Insd acesti reprezentanti poseda capacitate redusd de sinteza.

Solutia cea mai apropiatd este tulpina Saccharomyces cerevisiae, care contine
93,3 ug mg™ (respectiv 9,33%) manani in biomasa celulard [2]. Dezavantajul celei mai
apropiate solutii constd in cantitatea micd de manani sintetizati.

Problema pe care o rezolva inventia este obtinerea unei tulpini cu potential sporit de
biosinteza a mananilor.

Esenta inventiei constd in aceea cd se propune tulpina de drojdie Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-18 1n calitate de sursd de manani.

Tulpina Saccharomyces cerevisiae este izolatd din culturd purd §i depozitatd in
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a IMB al ASM ca producétor de
manani cu numarul CNMN-Y-18.

Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii

Cultivarea pe medii lichide. Pe mediul YPD sau Rieder se intalnesc celule rotunde
care Inmuguresc, sunt solitare, cultura formeaza asce, ascospori rotunzi, neeliberati,
netezi. La limita de separare dintre suprafata mediului lichid si peretele vasului se
formeaza un inel, pe fundul vasului se formeazd un depozit poros pe mediul YPD de
culoare crem-deschisd sau dens mucoidd pe mediul Rieder.

Cultivarea pe medii solide. Aspectul coloniilor examinate: pe mediul must de malt —
S-forma, cu profil convex, matd, diametrul coloniei de 3...6 mm, pigmentatia crem-
deschisd, centrul roz, consistenta pastoasa; pe mediul YPD — S-formd, cu profil bombat,
matd, diametrul coloniei de 2...3 mm, pigmentatia alba, consistenta pastoasd; pe mediul
Rieder — S-formad, cu profil bombat, mata, cu gurgui central, diametrul coloniei 1...2
mm, pigmentatia crem-deschisd, consistenta pastoasa.

Caracteristici fiziologice. Tulpina este facultativ anaeroba, mezofild, se dezvoltd
optim in intervalul termic de 25...27°C. Celule care inmuguresc, uncori formeazd
pseudohife, asce persistente, ascospori neeliberati, rotunzi, netezi. Nu formeazi
peliculd. Tulpina asimileazd glucozd, maltozd, manoza, zaharozd, fructoza, arabinozi,
galactozd, rafinozad, xiloza, trechaloza, glicerind, alcool etilic. Din gama surselor de azot
drojdia asimileaza diferite forme de compusi — sulfatul de amoniu, fosfatul de amoniu.
Nu asimileaza nitratii, ureaza, lizina.

Temperatura optima de cultivare a culturii de drojdie este de 25°C, pH-ul initial 5,5.

Parametrii productivi ai tulpinii

La cultivare pe mediul Rieder (temperatura de 25°C, durata de cultivare 120 ore),
tulpina acumuleaza in medie 3,140,6 g L™ biomasi uscatd ce contine 115,7 pg mg™
(respectiv 11,6%) manani. La cultivare pe mediul YPD tulpina acumuleaza 5,56+0,01 g
L biomasi uscati ce contine 110,2 ug mg™ (respectiv 11,02%) manani.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in selectarea unei tulpini de drojdie cu continut
inalt de manani — 115,7 ug mg™ in biomasa uscata.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Materialul semincer se obtine prin cultivarea tulpinii de drojdie pe must de bere de
7%, In conditii aseptice, timp de 48 ore, pe agitator (200 rpm), la temperatura de
24...25°C. Inoculul obtinut se utilizeaza pentru mediile de fermentatie in volum de 5%.
Cultivarea in profunzime se realizeazd in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 1 L, ce
contin 0,2 L de mediu nutritiv YPD, g/L: extract de drojdie — 10; peptona — 20; glucozd
— 20; apd potabild — 1 L; pH 5,5. Durata de cultivare — 120 ore la temperatura de 25°C.

Biomasa de drojdie se colecteaza prin separarea de lichidul cultural prin centrifugare
la 3000 g/15 min, spélarea depozitului cu apd distilatd sterild si centrifugarea repetata.
Celulele de drojdie se usucd la 105°C timp de 5 ore in dulapul de uscare, apoi biomasa
de drojdie se cantareste la balanta analitica.
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4

Extractia mananilor din biomasa celulard se efectueazd conform metodei cu
utilizarea reactivului Fehling. 50 g de autolizat de Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -
18 (substanta uscata 30%) se trateaza cu 250 ml de solutie de 2% NaOH, se transfera pe
baia de apd la temperatura de 120°C si agitare la 150 rpm, timp de 2 ore. Suspensia
rédcita se centrifigheaza, supernatantul se colecteaza si se ajusteaza pH-ul la 6,5 cu acid
acetic 10%. Supernatantul se concentreaza la 1/5 din volumul initial. Pentru precipitarea
mananilor se adaugd alcool ¢tilic absolut in volum de 1:3. Precipitatul de manoproteine
se separd de supernatant. Sedimentul rezultat se spald de doud ori cu etanol absolut, apoi
se usucd la 70°C.

Mananul nepurificat se dizolva in 25 ml de apa, se centrifugheazd, la supernatant se
adaugd solutie de 3% NaOH si reactivul Fehling pand la colorarea supernatantului.
Complexul manan-cupru se spald cu apd caldd de 40°C, apoi se suspendd in 7,5 ml de
apa si se adaugd treptat acid clorhidric concentrat. Dupd dizolvarea complexului se
adaugd trei volume de etanol, sedimentul obtinut se filtreazd, apoi iardsi se dizolva in 20
ml de apd, se adauga 6 ml de acid acetic glacial i 25 mg de cdrbune activ, ulterior se
agitd. Suspensia se centrifugheaza si la supernatant se adaugd 25 ml de etanol.
Precipitatul obtinut se spald cu api si se usuca.

Cultivarea tulpinii de drojdie pe mediul de culturd si conditiile indicate asigurd
acumularea a 5,56+0,01 g L' de biomasa uscatd. Continutul de manani in masa celulara
constituie 110,2 ug mg™ (respectiv 11,02%), ceea ce este cu 18,1% mai mult fatd de cea
mai apropiatd solutie.

Exemplul 2

Materialul semincer se obtine prin cultivarea tulpinii de drojdie pe must de bere de
7%, in conditii aseptice, timp de 48 ore, pe agitator (200 rpm), la temperatura de
24...25°C. Inoculul obtinut se utilizeazd pentru mediile de fermentatie in volum de 5%.
Cultivarea in profunzime se realizeaza in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 1 L, ce
contin 0,2 L de mediu nutritiv Rieder, g/L: glucozd — 30,0; (NH,),SO4 — 3,0;
MgSO,4-7H,0 - 0,7; KH,PO, — 1,0; NaCl — 0,5; Ca(NOs), — 0,4; autolizat de drojdie —
10 ml; apa potabild — 11; pH 5,5. Durata de cultivare — 120 ore la temperatura de 25°C.

Biomasa de drojdie se colecteaza prin separarea de lichidul cultural, prin
centrifugare la 3000 g/15 min, spdlarea depozitului cu apa distilatd sterild si
centrifugarea repetatd. Celulele de drojdie se usucd la 105°C timp de 5 ore in dulapul de
uscare, apoi biomasa de drojdie se cantareste la balanta analitica.

Extractia mananilor din biomasa celulard se efectueazd conform metodei cu
utilizarea reactivului Fehling. 50 g de autolizat de Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -
18 (substanta uscata 30%) se trateaza cu 250 ml de solutie de 2% NaOH, se transfera pe
baia de apd la temperatura de 120°C si se agitd la 150 rpm, timp de 2 ore. Suspensia
racitd se centrifugheaza, supernatantul se colecteazd, iar pH-ul se ajusteazi la 6,5 cu
acid acetic 10%. Supernatantul se concentreazd la 1/5 din volumul initial. Pentru
precipitarea mananilor se adauga alcool etilic absolut in volum de 1:3. Precipitatul de
manoproteine se separda de supernatant. Sedimentul rezultat se spald de doud ori cu
etanol absolut, apoi se usuci la 70°C.

Mananul nepurificat se dizolva in 25 ml de api, se centrifugheaza, la supernatant se
adaugd solutie de 3% NaOH si reactivul Fehling pand la colorarea supernatantului.
Complexul manan-cupru se spald cu apa calda de 40°C, apoi se suspenda in 7,5 ml de
apd si se adauga treptat acid clorhidric concentrat. Dupa dizolvarea complexului se
adauga trei volume de etanol, sedimentul obtinut se filtreaza, apoi iardsi se dizolva in 20
ml apa, se adaugd 6 ml de acid acetic glacial si 25 mg de carbune activ, ulterior se agitd.
Suspensia se centrifugheazd si la supernatant se adaugd 25 ml de etanol. Precipitatul
obtinut se spald cu apd si se usuca.

Cultivarea tulpinii de drojdie pe mediul de culturd si conditiile indicate asigurd
acumularea a 3,140,6 g L' de biomasa uscatd. Continutul de manani in masa celulard
constituie 115,7 ug mg™ (respectiv 11,57%), ceea ce este cu 24,3% mai mult fata de cea
mai apropiata solutie.
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