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Inventia se referda la biotehnologii
microbiene, in special la un procedeu de
cultivare a tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, si poate fi utilizatd in
industria  microbiologicd, alimentard  si
farmaceutica.

Procedeul, conform inventiei, constd in
aceea ca se cultiva levurile pe must de bere
timp de 24 ore, la temperatura de 25°C, apoi se

2
iradiazd cu unde milimetrice cu frecventa de
53,3 GHz, emise in regim continuu timp de 20
min, dupd care cultura de levuri, cu
concentratia de 2x10° celule/ml, se transfera pe
mediul nutritiv steril YPD sau Rieder in
cantitate de 5%vol. si se cultivd in profunzime
in conditii de agitare continud de 200 r.p.m., la
temperatura de 25°C, timp de 120 ore.
Revendicari: 1



(54) Process for cultivation of yeast strain Saccharomyces cerevisiee CNMN-Y-20

(57) Abstract:
1

The invention relates to microbiological
biotechnology, in particular to a process for
cultivation of yeast strain Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, and may be used in
microbiological, food and pharmaceutical
industries.

The process, according to the invention,
consists in that the yeast are cultivated on beer
wort for 24 hours, at a temperature of 25°C,
then are irradiated with millimetric waves with

2
the frequency of 53.3 GHz, emitted
continuously for 20 minutes, after which the
yeast culture, with the concentration of 2x10°
cells/ml, is transferred to a YPD or Rieder
sterile nutrient medium in an amount of 5
vol.% and is cultivated submerged under
continuous stirring conditions of 200 rpm, at a
temperature of 25°C, for 120 hours.
Claims: 1

(54) Cnoco0 KyJIbTHBHPOBAHHUS LITAMMA APOsKkKel Saccharomyces cerevisiae

CNMN-Y-20
(57) Pedepar:
1
H300peTeHre  OTHOCHTCS K = MHKpO-
OHOJIOTHYECKAM OHOTECXHOJIOTHAM, B

YACTHOCTH K  CHOCOOY  KYJIBTHBHPOBAHHS
mramma Jiposkokeit Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, 1 MOKeT OBITh HCIIOIBL30BAHO B
MHUKPOOHOIOTHYCCKOM, TMHUIEeBOH ©  (hapma-
MEBTHYUECKOH TPOMBITIIICHHOCTSIX .

Crroco0, COrmacHO H300pPETCHUIO, COCTOUT
B TOM YTO KYJIBTHBHPYIOT JPOXOIKH HA THBHOM
Cyclie B TeucHue 24-X YacoB, IIPU TEMIIEPATYPE
25°C, 3aTeM OOIyJal0T MHJUTHMETPOBBIMH

2
BonHaMH gacToToi 53,3 I'T'm, ucmyckaeMbIMH
HEIIPEPLIBHO B TedeHHe 20 MHH, HOCIE 4ero
KyIBTYpY AposicKeif, ¢ Kommenrparueit 2x10°
KIETOK/MJI, IEPEHOCAT Ha  CTEPWIHHYIO
MUTATENBHYI0 cpeny YPD wmm Pumep B
KommaecTBe 5% 00béMa U KYIBTHBHPYIOT
ITyONHHO B YCIOBHAX  HEIPEPHIBHOTO
IepeMEITUBa M 200 00/MuH, Ipu
TemrrepaTtype 25°C, B Teuenue 120 gacos.
I1. popmymsr: 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4329 B1 2015.02.28

Descriere:

Inventia se referd la biotehnologii microbiene, in special la un procedeu de cultivare
a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, si poate fi utilizatd in
industria microbiologica, alimentard si farmaceutica.

Este cunoscut un procedeu de cultivare submersa a tulpinilor de levuri pe medii care
contin precursori ai biosintezei B-glucanilor (monozaharide, extracte din sroturi etc.)
[1]. Dezavantajul procedeului constd in continutul mic de f-glucani acumulat in
biomasa celulara.

Solutia cea mai apropiatd este procedeul de cultivare a tulpinii de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 ce include etapele: prepararea materialului
semincer pe must de bere, durata de cultivare de 3 zile la temperatura de 20° C,
mocularea germenilor in mediul de fermentare steril YPD sau Rieder. Durata cultivérii
in profunzime, pe agitator (200 r.p.m.), la temperatura de 20°C sau 25°C este de 120
ore [2].

Cultivarea in mediile de fermentare si conditiile indicate asigurd acumularea a
15,38...22,5% [3-glucani in biomasa uscata a levurii.

Dezavantajul acestui prototip constd in aceea cd nu se realizeazd pe deplin
potentialul biosintetic al tulpinii si continutul de B-glucani nu atinge valoarea maxima.

Problema pe care o rezolva inventia este de a elabora un procedeu de cultivare a
tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisine CNMN-Y-20, care sd asigure sporirea
capacitatii de biosintezd a f3-glucanilor.

Esenta inventiei constd In aceea ci se cultiva levurile pe must de bere timp de 24
ore, la temperatura de 25°C, apoi se¢ iradiazd cu unde milimetrice cu frecventa de 53,3
GHz, emise in regim continuu timp de 20 min, dupd care cultura de levuri, cu
concentratia de 2x10° celule/ml, se transferd pe mediul de fermentare steril YPD sau
Rieder in cantitate de 5%vol. si se cultivd in profunzime in conditii de agitare continud
(200 r.p.m.), la temperatura de 25°C, timp de 120 ore.

Efectul de activare a biosintezei 3-glucanilor la actiunea undelor milimetrice cu
frecventa mentionatd se asociazd cu modificirile oscilatillor de frecventd ale
biomembranei celulare a levurii.

Continutul de f-glucani in biomasa levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20, la cultivarea submersd in conditii proxime si conform procedeului elaborat este
prezentat in tabel.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in sporirea continutului de B-glucani cu
17,5...25,7% fata de cea mai apropiata solutie.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul I

Cultura de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, crescutd submers pe
must de bere timp de 24 ore, la temperatura de 25°C este supusd actiunii undelor
milimetrice cu frecventa de 53,3 GHz, emise 1n regim continuu, timp de 10 min. Dupa
iradiere, materialul semincer (2x10° celule ml'l), in concentratie de 5% vol., se transferd
in mediul de fermentare steril YPD cu urmitoarea compozitie, g L™: peptoni — 20,0;
glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apa potabila — 1000 ml. Cultivarea se
efectucazd in conditii de agitare continud (200 r.p.m.), in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 1,0 L, 1a temperatura de 25°C, durata cultivarii — 120 ore.

Continutul de f-glucani constituie 19,36+0,53% in biomasa uscatd, ceea ce
depéaseste cu 25,8% continutul fixat la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

Exemplul II

Cultura de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, crescutd submers pe
must de bere timp de 24 ore, la temperatura de 25° C este supusd actiunii undelor
milimetrice cu frecventa de 53,3 GHz, emise in regim continuu, timp de 20 min. Dupd
iradiere, materialul semincer (2x10° celule ml™), in concentratie de 5% vol., se transferd
pe mediul de fermentare steril YPD cu urmitoarea compozitie, g L™: peptona — 20,0;
glucozd — 20,0; extract de drojdie — 10 ml; apd potabild — 1000 ml. Cultivarea se
efectueaza In conditii de agitare continud (200 r.p.m.), in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 1,0 L, 1a temperatura de 25°C, durata cultivarii — 120 ore.



MD 4329 B1 2015.02.28

4

Continutul de f-glucani constituie 19,34+0,82% 1in biomasa uscatd, ceea ce
depaseste cu 25,7% continutul fixat la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

Exemplul III

Cultura de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, crescutd submers pe

5  must de bere timp de 24 ore, la temperatura de 25° C este supusd actiunii undelor
milimetrice cu frecventa de 53,3 GHz, emise 1n regim continuu, timp de 20 min. Dupd
iradiere, materialul semincer (2x10° celule ml'l), in concentratie de 5% vol., se transferad
in mediul nutritiv steril Rieder cu urmdtoarea compozitie, g L glucozd — 30,0;
(NH4),S04 - 3,0; MgSO, -7H,0 - 0,7; KH,PO, — 1,0; NaCl - 0,5; Ca(NOs), — 0,4;

10 autolizat de drojdie — 10 ml; apd potabild — 1000 ml. Cultivarea se efectueazd in
conditii de agitare continua (200 r.p.m.), in baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 1,0 L,
la temperatura de 25° C, durata cultivarii — 120 ore.

Continutul de B-glucani constituie 26,43+0,73% in biomasa uscatd, ceea ce
depdseste cu 17,5% continutul fixat la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

15 Exemplul IV

Cultura de levuri Saccharomyces cerevisine CNMN-Y-20, crescutd submers pe
must de bere timp de 24 ore, la temperatura de 25° C este supusd actiunii undelor
milimetrice cu frecventa de 53,3 GHz, emise 1n regim continuu, timp de 30 min. Dupa
iradiere, materialul semincer (2x10° celule ml'l), in concentratie de 5% vol., se transferad

20  in mediul nutritiv steril Rieder cu urmitoarea compozitie, g L™ glucoza — 30,0;
(NH4).SO4 — 3,0; MgSO, -7H,0O - 0,7; KH,PO, — 1,0; NaCl — 0,5; Ca(NOs), — 0,4;
autolizat de drojdie — 10 ml; apa potabild — 1000 ml. Cultivarea se efectueazd in
conditii de agitare continud (200 r.p.m.), in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 1,0 L,
la temperatura de 25° C, durata cultivarii — 120 ore.

25 Continutul de fB-glucani constituie 23,99+0,91% 1in biomasa uscatd, ceea ce
depdseste cu 6,6% continutul fixat la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

Tabel
Influenta undelor milimetrice de intensitate extrainaltd asupra biosintezei 3-glucanilor
la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y- 20
Variante Durata Mediul de culturd YPD Mediul de culturd Rieder
iradierii, | Continutul % fatd de | Spor, | Continutul de | % fatd de | Spor,
min de B- | cea mai | % B-glucani, % | cea mai | %
glucani, % | apropiatd m B.U. apropiata
in B.U. solutie X+xS solutie
X+xS
53,3 GHz' 10 19,36+0,53 125,8 25,8 | 21,7640,43 - -
Solutia cea mai 15,38+0,14 100 - 22,50+1,41 100 -
apropiatd
53,3 GHz 20 19,34+0,82 125,7 25,7 | 26,4340,73 117,5 17,5
Solutia cea mai 15,38+0,14 100 22,50+1,41 100 -
apropiatd
53,3 GHz' 30 19,11+3,25 1242 24,2 | 23,99+0,91 106,6 6,6
Solutia cea mai 15,38+0,14 100 22,50+1,41 100 -
apropiatd
30 * Cultura de levuri iradiata cu unde milimetrice de intensitate extrainaltd

** Cultura de levuri neiradiatd cu unde milimetrice de intensitate extrainaltd
X+x8S indicd valoarea medie si deviatia standard
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(57) Revendiciari:

Procedeu de cultivare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20,
care constd in aceea cd se cultiva levurile pe must de bere timp de 24 ore, la temperatura
de 25°C, apoi se iradiaza cu unde milimetrice cu frecventa de 53,3 GHz, emise in regim
continuu timp de 20 min, dupd care cultura de levuri, cu concentratia de 2x10° celule/ml,
se transferd pe mediul nutritiv steril YPD sau Rieder in cantitate de 5%vol. si se cultiva in
profunzime In conditii de agitare continud de 200 r.p.m., la temperatura de 25°C, timp de
120 ore.
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