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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea cercetdarilor. Importanta -glucanilor pentru medicind, farmaceutica, industria
alimentara si alte domenii ale economiei conditioneaza dezvoltarea rapidd a industriei de
producere a acestor polizaharide complexe [25]. Levurile genului Saccharomyces se numara
printre producatori performanti de 3-glucani cu proprietati imunologice deosebite [16]. Interesul
inalt fata de 1,3- si 1,6-B-glucani este conditionat si de activitatea antibacteriana,
anticancerigena, antioxidanta, antimutagena, hipocolesterolemica, detoxifianta [21, 23].

Pentru dezvoltarea biotehnologiilor moderne de obtinere a B-glucanilor este evidenta
oportunitatea selectarii tulpinilor cu calititi performante utilizate in producerea industriala.
Productia de B-glucani depinde in mod semnificativ de continutul lor in peretele celular al
levurii. Arhitectura peretelui celular si mecanismele responsabile de sinteza componentelor
acestuia pot fi controlate prin compozitia mediului de culturd si conditiile de cultivare [17]. O
problema stiintificd importanta tine de elaborarea unor formule noi ale mediilor de fermentatie si
evidentierea conditiilor optime de cultivare in profunzime a tulpinilor de levuri selectate [23, 24].

De asemenea, actuale si importante sunt cercetdrile destinate studiului influentei asupra
levurilor a nanoparticulelor oxizilor de metale si undelor milimetrice cu frecventd extra inalta.
Mecanismele posibile de influenta a factorilor nominalizati la nivel celular au fost cercetate de
catre mai multi specialisti in domeniu, care au elucidat partial unele procese ce au loc in cazul
aplicarii acestora [19, 20].

Situatia in domeniul de cercetare. Cererea de substante naturale biologic active de
origine polizaharidicd cu efect sanogen a dat un impuls simtitor cercetdrilor orientate spre
identificarea noilor surse, precum si a procedeelor si tehnologiilor de obtinere a preparatelor
sigure pentru utilizare [14]. In ultimii ani in calitate de astfel de surse sunt studiate
microorganismele, in special levurile, capabile sa sintetizeze un complex de substante bioactive,
inclusiv B-glucani, care au un rol impundtor in activitatea vitala a organismelor vii [27] si
obtinerea carora din punct de vedere economic este avantajoasd. Ludnd in consideratie ca
biomasa de S. cerevisiae este lipsitad de efecte toxice asupra organismelor vii, fiind utilizata in
hrana omului peste 2000 mii ani si posibilitatea reglarii productivitatii si activitatii biosintetice a
levurilor prin optimizarea conditiilor de cultivare, mediilor nutritive si utilizarea diferitor factori
chimici si fizici [12, 21], consideram oportune cercetarile orientate spre elaborarea tehnologiilor
de cultivare a acestui obiect biotehnologic si obtinere a f-glucanilor.

Problema de cercetare care reiese din analiza situatiei in domeniu consta in stabilirea
parametrilor biotehnologici de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in scopul sintezei

orientate a B-glucanilor.



Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obtinere a f-
glucanilor din levuri.
Pentru realizarea scopului au fost trasate urmdtoarele obiective:
e Selectarea nutrientilor preferentiali si conditiilor optime de cultivare submersa a tulpinii
S. cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea ameliorarii biosintezei 3-glucanilor;

e Elucidarea actiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei B-glucanilor si

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

e Evaluarea efectelor undelor milimetrice cu frecventd extra inaltd asupra biosintezei [-

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

e Elaborarea tehnologiei de obtinere a B-glucanilor din biomasa levuriana.

Metodologia cercetdrii stiintifice. Pentru realizarea cercetarilor au fost utilizate conceptiile
practico-stiintifice aprobate, prin utilizarea carora au fost estimate modificarile in ciclul vital,
viabilitatea celulelor, productia de biomasa, de B-glucani, activitatea enzimatica si componenta
biochimica a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 sub influenta diferitor factori de cultivare,
surselor de carbon, azot, saruri minerale, nanoparticulelor si undelor milimetrice cu frecventa
extra nalta. Calculul indicatorilor statistici descriptivi si corelationali a fost efectuat utilizand
softul UVWIN 5.0.5 si MS Excel.

Noutatea si originalitatea stiintificd. In premiera se propune o tehnologie inovativa de
cultivare a levurii S. cerevisiae si de obtinere a -glucanilor, bazatd pe procedee avantajoase de
sinteza orientata, care contribuie la ameliorarea calitatii i sinecostului produsului final. Au fost
selectati nutrientii preferentiali i elaborate douda medii de cultura pentru tulpina S. cerevisiae
CNMN-Y-20, au fost stabilite conditiile speciale de cultivare pentru sporirea biosintezei -
glucanilor. In premierd s-a demonstrat ca nanoparticule TiO, si ZnO, utilizate la cultivarea
levurii, influenteaza procesul de biosinteza a B-glucanilor si altor constituiente celulare, efectul
exprimandu-se in functie de dimensiunile si concentratiile nanoparticulelor. In premiera a fost
elucidat caracterul actiunii undelor milimetrice cu frecventa extra inalta asupra biosintezei -
glucanilor si altor componente celulare in dependentd de spectrul de frecventa si durata de
iradiere. Pentru prima data au fost elaborate 2 procedee noi de sporire a continutului de p-glucani
la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, dintre care unul a fost brevetat.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare. Au fost determinati parametrii
biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la
eficientizarea procedeelor de sinteza orientata a B-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea

tehnologiei de obtinere a acestor compusi biologic activi valorosi.



Semnificatia teoreticd. Este fundamentatd stiintific si demonstratd posibilitatea dirijarii
proceselor biosintetice si sporirii potentialului de producere a B-glucanilor la cultivarea levurii S.
cerevisiae  CNMN-Y-20 prin tehnologia cu utilizarea nutrientilor preferentiali, conditiilor
speciale de cultivare, a nanoparticulelor si undelor milimetrice in calitate de stimulatori.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Se propun spre valorificare: tulpina de levuri S. cerevisiae
CNMN-Y-20, brevetata ca sursa de f-glucani; doud variante de medii nutritive si doua procedee
de sinteza orientatd cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor de metale si undelor milimetrice cu
frecventa extra nalta ca factori reglatori, care asigura sporirea semnificativd a cantitatii de -
glucani In biomasa levuriand; metoda de extragere a B-glucanilor, caracterul inovational al careia
permite de a reduce etapele suplimentare de distrugere a peretelui celular si extragere a f-
glucanilor; bioprodusul ,,Glucan-20 cu activitate fiziologica inalta.

Rezultatele stiingifice principale inaintate spre sustinere.

1. Dirijarea procesului de biosinteza a B-glucanilor prin asigurarea nutrientilor specifici si
conditiilor optimizate de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20.

2. Nanoparticulele TiO; si ZnO induc modificari in procesul de biosinteza B-glucanilor si
altor componente celulare la S. cerevisiae CNMN-Y-20, efectul exprimandu-se in functie de
dimensiuni si concentratii.

3. Undele milimetrice cu frecventa extra inalta influenteaza biosinteza B-glucanilor si
altor componente celulare la S. cerevisiae CNMN-Y-20, nivelul cantitativ al acestora variaza in
dependenta de frecventa si durata de iradiere.

4. Tehnologia de sintezd microbiana orientatd, cu aplicarea procedeelor noi, asigura
sporirea productiei de B-glucani.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost
depozitata in CNMN a IMB si utilizatd in cercetari stiintifice. Preparatul ,,Glucan-20” a fost
utilizat in furajul pentru puietul si larvele de pesti (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)

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in teza de doctor au fost
comunicate si discutate la: Simpozionul ,, CoBpeMeHHBIE TPOOIEMBI (PHU3UOIOTHH, FKOJIOTUU U
O6uotexHojoruu Mukpoopranusmos”’, Moscova, 2014; Conferinta stiintificd nationalda cu
participare internationald ,Integrare prin cercetare si inovare”, Chisindu, 2014; Conferinta
Internationala a Doctoranzilor ,, Tendinte contemporane ale dezvoltdrii stiintei: viziuni ale
tinerilor cercetatori”, Chisindu, 2015, 2016, 2017; Conferinta Stiintifica Internationald “Stiintele
vietii in dialogul generatiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar si de afaceri",

Chisinau, 2016; Conferinta ,, Hayunbie 1OCTH)XEHUS MOJOIECKU — PELICHUIO MPOOJIeM MUTaHUS



yenoBeuectBa B XXI Beke”, Kiev, Ucraina, 2016; International Conference ,,NANO-2016
Ethical, Ecological and Social Problems of Nanoscience and Nanotechnologies”, Chisinau,
Moldova, 2016; International Scientific Conference on Microbial Biotechnology 2™ and 3"
editions, Chisindu, Moldova, 2014, 2016; Saloancle Internationale de inventica - 40th
international invention show, Karlovac, Croatia, 2015; ,,PROINVENT”, Cluj-Napoca, Romania,
2016; ,,EUROINVENT?”, lasi, Romania, 2015, 2016, 2017. Rezultatele tezei au fost discutate si
aprobate in cadrul sedintei laboratorului Biotehnologia levurilor al IMB din 8 noiembrie 2017 si
Seminarului Stiintific de profil 167.01. Biotehnologie, bionanotehnologie, din cadrul Institutului
de Microbiologie si Biotehnologie din 14 decembrie 2017.

Publicariile la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 36 lucrari stiintifice: 15 articole
in reviste recenzate (3 — in reviste internationale; 2 — in monoautorat), 12 teze la conferinte
internationale si nationale (6 — in monoautorat), 3 brevete de inventie, 6 materiale la saloane de
inventii.

Volumul si structura tezei. Teza consta din patru capitole, are un volum de baza de 124
pagini, contine 11 tabele si 68 figuri. Lista surselor bibliografice citate include 281 titluri.

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

carbohidrati, proteine, nanoparticule, unde milimetrice cu frecventa extra inalta.

CONTINUTUL TEZEI
1. LEVURILE - SURSE VALOROASE DE g-GLUCANI

Capitolul prezinta o analizd ampla si minutioasa a publicatiilor stiintifice de ultima ora la
tema de cercetare. Materialele argumenteaza oportunitatea studierii B-glucanilor levurieni, care
se bazeaza pe activitatea biologica valoroasa si potentialul lor inalt de utilizare in medicina,
farmaceutica, cosmetologie, acvacultura, zootehnie si industria alimentara.

Este elucidat mecanismul de biosinteza a B-glucanilor si evidentiate principalele enzime
si gene responsabile de biogeneza diferitor modificari ale acestora, care se realizeaza pe
membrana plasmatica a celulei levuriene, precedata de diverse procese intracelulare complexe.
surselor nutritive si optimizarea conditiilor de cultivare, aplicarea nanoparticulelor oxizilor de
metale si undelor milimetrice. Sunt reflectate diverse metode de extractie a B-glucanilor, care
permit obtinerea preparatelor B-glucanice de calitate cu activitate inalta. Prin analiza literaturii de
specialitate se ajunge la concluzia ca levurile S. cerevisiae sunt o sursia biotehnologica
importantd pentru obtinerea preparatelor B-glucanice. in final este formulati problema de

cercetare si directiile de rezolvare a acesteea, sunt definite scopul si obiectivele cercetarii.



2. BIOSINTEZA B-GLUCANILOR LA TULPINA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE CNMN-Y-20 IN FUNCTIE DE NECESITAIILE NUTRITIVE SI
CONDITIILE DE CULTIVARE

Capitolul este dedicat cercetarilor ce tin de eficientizarea metodei de extragere a -
glucanilor, evaluarea gradului de acumulare a biomasei si B-glucanilor la tulpina S. cerevisiae
CNMN-Y-20, in functie de necesitatile nutritive si conditiile de cultivare.

Pentru efectuarea cercetarilor au fost utilizate metode microbiologice de determinare a
viabilitatii levurilor [22], biochimice cantitative si spectrofotometrice de determinare a
carbohidratilor totali [13], B-glucanilor [26], proteinelor [18], matematice de planificare a
experientelor [7] si statistice de prelucrare a rezultatelor obtinute, care au contribuit la evaluarea
corectd a rezultatelor cercetarilor si formularea concluziilor. Ca obiect de studiu a servit tulpina
S. cerevisiae CNMN-Y-20 — sursa de B-glucani [2], cultivata pe medii nutritive, specifice tulpinii
studiate: YPD — 1% extract de drojdie, 2% peptona, 2% glucoza, apa potabila 1L, pH-5,5 [11] si
Rieder — 30,0 g/L glucoza; 3,0 g/L (NH;)2SOq4; 0,7 g/L MgSO4+7H,0; 0,5 g/L NaCl; 0,4 g/L
Ca(NOg3),; 1,0 g/L KHPO4; 10 ml autolizat de drojdii; apa potabila 1L; pH-5,0-6,0 [1].
Utilizarea metodelor descrise a permis obtinerea unor rezultate adecvate si reproductibile, care
elucideaza valoarea fundamentala a cercetarilor si subliniaza aspectul lor aplicativ.

Rezultatele cercetarilor efectuate asupra eficientizarii metodei de extractie a B-glucanilor
au demonstrat ca din 5 metode cercetate (autoliza timp de 8, 24 ore, ultrasonare, omogenizare,
congelare/decongelare urmate de extractia alcalino-acida), eficienta este metoda de omogenizare
cu durata de tratare a biomasei 10 minute, care are un grad de distrugere a celulelor de 95%.

Aplicarea acestui procedeu sporeste cu 34,5% continutul de B-glucani extrasi din peretii
celulari levurieni si cu 7,8% a carbohidratilor si reduce durata de extragere cu 24 ore comparativ

cu procedeul martor (Figura 2.1).

p-glucani, %o la martor = Carbohidrati, 2o la martor
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Fig. 2.1. Eficienta metodelor de extragere a f-glucanilor din peretii celulari ai S.
cerevisiae CNMN-Y-20.
Legenda: 1 - autoliza la 50°C timp de 24 ore (martor), 2 - autoliza la 55°C timp de 8 ore, 3
- ultrasonare timp de 3 minute, 4 - omogenizare timp de 10 minute, 5 - congelare/decongelare.



In scopul selectarii nutrientilor pentru sporirea biosintezei p-glucanilor au fost efectuate
cercetari de evaluare a efectelor diferitor surse de carbon, azot si saruri minerale adaugate in
concentratii variate la mediile nutritive YPD si Rieder. Studiul efectelor surselor de carbon
(glucoza, zaharoza, fructoza, manoza, melasa, etanolul) in concentratii de (w/v): 2% si 3%
incluse in mediile de fermentatic a demonstrat, ca cantitatea de B-glucani in toate variantele
mediului YPD are valori de 15,27...18,91% la B.U., maximul fiind specific glucozei. in cazul
cultivarii levurii pe mediul Rieder continutul de B-glucani in biomasa levurii se afla in limitele
14,16...19,85% la B.U., maximul s-a observat in variantele de mediu suplimentate cu zaharoza.

Ulterior, pentru selectarea concentratiilor optime a sursei de carbon au fost utilizate
concentratiile, (W/V): 1%, 2%, 3%, 4%, 5% de glucoza si zaharoza adaugate la mediul YPD si
respectiv la mediul Rieder. In rezultatul cercetirilor continut maximal de p-glucani in biomasa a
fost specific variantelor de mediu YPD cu 3-4% glucoza, iar randamentul maxim de producere a
B-glucanilor exprimat la 1L de mediu s-a inregistrat la utilizarea glucozei in concentratie de 4%
(Figura 2.2a).

Analizand rezultatele la cultivarea tulpinii pe mediul Rieder putem mentiona ca, maximul
de B-glucani in biomasa levuriana s-a observat in varianta de mediu cu 3% zaharoza. Recalculul
cantitatii de B-glucani la 1L mediu de cultura evidentiaza superioritatea acestei variantei

experimentale (Figura 2.2b).
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Fig. 2.2. Efectul diferitor concentratii de glucoza si zaharoza asupra continutului de -

glucani la cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediile YPD (a) si Rieder (b).

Azotul este un element esential pentru microorganisme si are rol important in cresterea si
dezvoltarea lor, deaceea, in continuare, S-a studiat influenta sulfatului si hidrogenofosfatului de
amoniu in concentratie de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 si 0,5%, asupra productiei de biomasa si activitatii
biosintetice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20.

In rezultatul cercetirilor s-a stabilit ci ambele surse diminueaza semnificativ continutul

de B-glucani. Merita insa de mentionat ca hidrogenofosfatul de amoniu este un stimulator



eficient al productiei de biomasa ce asigura acumularea cu pana la 38,9% mai multa biomasa
comparativ cu martorul.

Pe langa sursele de carbon si azot o cale relevanta de stimulare a cresterii si biosintezei
componentelor celulare la levuri sunt microelementele, necesare pentru nutritia si dezvoltarea
acestora. Deoarece zincul este un microelement esential pentru metabolismul levurilor, in
continuare s-a urmarit influenta acetatului de zinc asupra producerii B-glucanilor la tulpina S.
cerevisiae CNMN-Y-20. Compusul s-a adaugat in concentratii de 5, 10, 20 si 30 mg/L la mediile
nutritive: YPD-4 (YPD modificat cu 4% glucoza) si Rieder-M (Rieder modificat — glucoza
substituitd cu 3% zaharoza). In calitate de martor au servit mediile enuntate fara acetat de zinc.
In rezultat s-a stabilit ca efectul acetatului de zinc este variabil, depinde de concentratie si mediul
de cultivare. Astfel, cantitatea de B-glucani in variantele de mediu YPD-4 completat cu acetat de
zinc este inferioara martorului cu 5,8-11,4% (Figura 2.3a). Deaceea in continuare pentru
cercetari a fost folosit mediu YPD-4.

Efect diferit al actiunii acetatului de zinc s-a inregistrat la cultivarea levurii pe mediul
Rieder-M. S-a constatat ca acetatul de zinc in concentratii de 5-30 mg/L, adaugat la mediul de
cultura, asigura sporirea cu 23...44,1% fata de martor a continutului de B-glucani in biomasa S.

cerevisiae CNMN-Y-20 (Figura 2.3Db).
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Fig. 2.3. Influenta acetatului de zinc asupra continutului de f-glucani la tulpina

S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediile modificate YPD-4 (a) si Rieder-M (b).

Rezultatele investigatiilor au stat la baza optimizarii matematice a componentei mediului
nutritiv cu 2 factori (zaharoza si acetatul de zinc) in vederea obtinerii continutului maximal de 3-
glucani. A fost elaborat mediul nutritiv, numit conventional R-ZZ, cu urmatoareacomponenta (in
g/L): zaharoza - 37,0; (NH4)2SO4 - 3,0; MgSO4¢7H,0 - 0,7; NaCl - 0,5; Ca(NO3), - 0,4; KH,PO,4
- 1,0; acetat de zinc - 0,00816; autolizat de levuri - 10 ml; apa potabila - 1L, care permite

sporirea B-glucanilor [5].



Deoarece conditiile si durata de cultivare influenteaza semnificativ cresterea si activitatea
biosintetica a levurilor, la urméatoarea etapd a fost evaluatd influenta conditiilor de cultivare
(temperatura, pH-ul, gradul de aerare) si duratei de cultivare asupra sintezei B-glucanilor la tulpina
S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediu elaborat R-ZZ.

In rezultat s-a stabilit, ci optime pentru cresterea si dezvoltarea levurii in vederea
acumuldarii cantitatii maximale de B-glucani sunt temperatura de 25°C; pH-ul-5,5; gradul de
aerare — 81,3...83,3 mg O,/L si durata de cultivare submersa — 120 ore [8].

Cercetarile destinate optimizarii compozitiei mediului nutritiv si a conditiilor de cultivare
au permis de a propune un procedeu eficient de sporire a continutului de B-glucani avand ca
obiect biotehnologic tulpina S. cerevisiae  CNMN-Y-20, mediile nutritive R-ZZ si YPD-4,
conditiile de cultivare optimizate, care permit obtinerea unei cantititi sporite de B-glucani —

respectiv cu 32,8% si 52,4% mai mult fata de martor.

3. POTENTIALUL BIOTEHNOLOGIC A LEVURII SACCHAROMYCES CEREVISIAE
CNMN-Y-20 SUB INFLUENTA NANOPARTICULELOR OXIZILOR METALICI

In capitol sunt prezentate rezultatele cercetirilor ce tin de elucidarea influentei
nanoparticulelor oxizilor de metale asupra proprietatilor morfo-culturale, viabilitatii, productiei
de biomasa, activitatii biosintetice si enzimatice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20. In calitate
de modulatori ai proceselor biosintetice si de crestere a levurii au fost cercetate nanoparticulele
TiO; cu dimensiunea de 30 nm [10], ZnO cu dimensiunile 10 si 30 nm [15] in concentratii de
0,5; 1; 5; 10; 15, 20 mg/L, suplimentate la mediul nutritiv YPD la etapa inocularii.

Pentru a elucida eficienta nanoparticulelor TiO; in tehnicile de cultivare a levurii s-a
cercetat dinamica multiplicarii, s-au apreciat valorile continutului de B-glucani, productiei de
biomasa si altor componente celulare. S-a demonstrat, ca nanoparticulele TiO, nu modifica
semnificativ procesul de reproducere a celulelor. Procesele care au loc in fiecare din etapele
vitale ale levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 decurg in conformitate cu schemele clasice.
Cantitatea de biomasa colectata dupa 120 ore de cultivare in profunzime, S-a micsorat
nesemnificativ (cu 3-6%) comparativ cu martorul (Figura 3.1a). In cazul determinarii
continutului de B-glucani, se observa, ca nanoparticulele manifestd un potential stimulator
pronuntat. La aplicarea concentratiilor de 10,0-20,0 mg/L in biomasa levurii se acumuleaza in
medie 18,8-21,0% la S.U. B-glucani. Valoare maxima, cu 19,8% mai mult fatd de martor, a fost
specifica concentratiei 15 mg/L (Figura 3.1a).

Studierea si evidentierea particularitdtilor de actiune a nanoparticulelor dioxidului de titan

asupra continutului de carbohidrati in biomasa a pus in evidentd valori diferite in functie de
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concentratia utilizata de nanoparticule. Astfel, nanoparticulele TiO, stimuleaza nesemnificativ

(cu 7,5%) continutul de carbohidrati comparativ cu martorul (Figura 3.1b).
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Fig. 3.1. Efectul diferitor concentratii a nanoparticulelor TiO; (30 nm) asupra productiei de
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biomasa si B-glucani (a) si continutului de carbohidrati (b) la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20.

In urmatoarele experiente au fost investigate efectele nanoparticulelor oxidului de zinc.
Pentru a argumenta utilizarea nanoparticulelor ZnO in scopuri biotehnologice a fost comparat
efectul acestora in functie de dimensiuni si concentratie asupra productiei de biomasa,
continutului de B-glucani si altor componente celulare (carbohidrati, proteine).

Rezultatele obtinute privind efectul nanoparticulelor ZnO in functie de dimensiuni (10 si 30
nm) in concentratie de 0,5; 1 mg/L confirma, ca parametrii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae
CNMN-Y-20 nu se modifica substantial comparativ cu variantele martor. Rezultatele modeste
obtinute ne-au sugerat necesitatea continuarii cercetarilor in directia majorarii concentratiilor.

Cercetarile au fost orientate spre elucidarea efectelor nanoparticulelor ZnO in functie de
concentratie. Au fost utilizate nanoparticule ZnO cu aceleasi dimensiuni 10 si 30 nm in
concentratii mai mari (5, 10 si 15 mg/L) adaugate in mediu de culturd YPD.

Studiul privind continutul de biomasa celulard a relevat ca nanoparticule ZnO (10 nm)
sunt tolerate de S. cerevisiae CNMN-Y-20. Fluctuatiile continutului de biomasa la 1L mediu de
cultura in variantele experimentale cu nanoparticule de 30 nm se caracterizeaza prin valori
apropiate, ce se incadreaza in marja de eroare 5% (Figura 3.2a).

Cu toate ca cantitatea de biomasa sub influenta nanoparticulelor practic nu se modifica,
B-glucanii inscriu anumite variatii cantitative. In dependentd de dimensiunile si concentratiile
nanoparticulelor sporul de B-glucani a constituit 9-19%. Continutul de B-glucani in biomasa
celulara din variantele cu utilizarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm a inregistrat
o crestere mai mare comparativ cu cel din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu

dimensiunile de 10 nm (Figura 3.2b).

11



Biomasa celulara, g/'L p-glucani, % S.U.
110 130
S v =
> n = = )
£ 100 l 5mg/l 20 - m 35 myl
[ = .
g 95 - 10mgl g Zg 10mg/1
= =
— 1 — ] 5 =
2 70 "15mgl < 70 1 15mg/l
L a5 | @ Al +
50 -
80 a0
10nm 30nm 10nm 30nm
a) Dimensiunea NPs b) Dimensiunea NPs

Fig. 3.2. Continutul de biomasa (a) si B-glucani (b) a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in

prezenta nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie.

Analiza rezultatelor cuantificarii carbohidratilor a pus in evidentd tendinta de crestere a
continutului acestora in probele experimentale cu aplicarea nanoparticulelor de ZnO de 30 nm in
concentratii de 5, 10 si 15 mg/L. In aceste variante, cantitatea de carbohidrati totali s-a majorat
cu 16-22,3% comparativ cu martorul. in variantele de cultivare a levurii in prezenta
nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 10 nm, valorile continutului de carbohidrati au fost
apropiate martorului (Figura 3.3a) [6].

Analiza comparativa a cantitatii de proteine acumulate de levura S. cerevisiae CNMN-Y-
20 in experiente a demonstrat, ca nanoparticule ZnO cu dimensiunile 10 nm in concentratii 5-15

mg/L micsoreaza continutul acestora in biomasa cu 10,7-15,4% in comparatie cu proba martor

(Figura 3.3b).
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Fig. 3.3. Continutul de carbohidrati (a) si proteine (b) in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie.

Datele privitor la aplicarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm demonstreaza

ca cantitatea de proteine in varianta cu concentratia 5 mg/L atinge valori cu 18% mai inalte fata
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de cea determinatd in martor. Aceasta releva nivelul nalt de eficientda a nanoparticulelor cu
dimensiuni mai mari si superioritatea avansata comparativ cu nanoparticulele cu dimensiuni
mici.

Generalizand rezultatele studiului putem concluziona ca efectul nanoparticulelor TiO; si
ZnO asupra dezvoltarii tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de dimensiunile si
concentratiile acestora. Pentru sporirea randamentului procedeelor de cultivare dirijata a tulpinii
S. cerevisiae CNMN-Y-20 si obtinerea B-glucanilor se recomanda nanoparticulele ZnO cu
dimensiunile de 30 nm in concentratie de 5-10 mg/L [28].

Deoarece levurile isi pot modifica indicii de productivitate si caracterele morfo-culturale
ca raspuns la schimbarea conditiilor fizico-chimice de cultivare, iar pe durata dezvoltarii
saharomicetelor in mediul nutritiv se acumuleaza anumite cantitati de alcool etilic, care pot duce
la dereglari a proceselor metabolice, scopul cercetarilor expuse mai jos a constat in aplicarea
nanoparticulelor ZnO (30 nm) pentru inlaturarea efectelor negative ale alcoolului. Aprecierea
gradului de influenta a nanoparticulelor oxidului de zinc s-a efectuat cercetind morfologia
celulelor, reproducerea, productia de biomasa si componentelor celulare la S. cerevisiae CNMN-
Y-20 in prezenta alcoolului etilic n mediul nutritiv in concentratie de 2, 5 si 10%.

Initial s-a cercetat influenta diferitor concentratii de alcool (2, 5 si 10%) asupra
multiplicarii celulelor, indicilor productivi si biosintetici ai tulpinii. S-a stabilit ca alcoolul inclus
in mediul de culturi YPD in concentratic de 5 si 10% inhibi multiplicarea celulelor. in
consecinta, la utilizarea concentratiei 10% de alcool, scade considerabil cantitatea de biomasa cu
71% fata de martor. Pentru a inlatura efectul toxic al alcoolului etilic au fost utilizate
nanoparticule ZnO cu dimensiuni de 30 nm in concentratii de 5, 10 si 15 mg/L.

Un indicator important, ce caracterizeaza desfasurarea proceselor metabolice a culturii de
levuri in conditiile actiunii diferitor factori de cultivare, sunt proteinele. S-a stabilit, ca
nanoparticulele ZnO (30 nm) in combinatie cu 2% alcool etilic, nu modifica semnificativ
continutul acestora. Nivelul de proteine in variantele experimentale este cu 4-7% sub nivelurile
depistate in variantele martor. Totodata, continutul lor in variantele experimentale cu 5% alcool
si nanoparticule ZnO creste nesemnificativ, cu 4-5% fata de variantele martor (Figura 3.4).

Astfel, putem concluziona ca nanoparticulele ZnO (30 nm), intr-o masura ori alta inlatura
efectele negative ale alcoolului asupra proceselor de biosinteza a proteinelor. Actiunea
nanoparticulelor in cazul dat, poate fi explicatd, probabil, prin includerea ionilor de zinc in
procesele biosintetice si de regenerare a peretelui celular, prin intermediul enzimelor care

mediaza aceste procese.
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Fig. 3.4. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) in combinatie cu alcoolul etilic asupra

continutului de proteine la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

in ce priveste acumulareca de biomasa, efect inhibitor s-a observat numai in variantele
care contineau 5% alcool si 10, 15 mg/L nanoparticule ZnO (30 nm), in care cantitatea de
biomasa uscati s-a redus cu 13-18%. In variantele cu 2% alcool si 5-15 mg/L nanoparticule
oxidului de zinc s-a stabilit o stimulare cu pana la 10% a cantitatii de biomasa obtinuta (Figura
3.5a).

Analizand rezultatele ce tin de cantitatea f-glucanilor in biomasa levurii, s-a constatat ca
combinatia alcool si nanoparticule provoaca activizarea procesului de biosinteza a acestora cu
12,1-19,9% fata de martor, efect stimulator maximal observandu-se la combinatia 2% alcool si 5
mg/L nanoparticule (Figura 3.5b). Deci, in functie de concentratia alcoolului din mediul de
cultura, nanoparticulele ZnO (30 nm) pot produce schimbari semnificative ale unor indici

functionali ai levurii.
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Fig. 3.5. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) in combinatie cu alcoolul etilic asupra

productiei de biomasa (a) si continutului de B-glucani, % S.U. (b) la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

in baza rezultatelor experimentale se propune un procedeu nou de sintezi orientatd a -
glucanilor, care consta in addugarea la mediul de nutritie YPD a 5 mg/L nanoparticule ZnO in

combinatie cu alcoolul etilic in volum de 2%.
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Procedeul elaborat constd in prepararea mediului nutritiv. YPD cu urmatoarea
componenta, g/L: peptona - 20,0; glucoza - 20,0; extract de levuri -10,0. pH-ul mediului 5,5-6,6.
La acest mediu se adaugda 0 cantitate de 5 mg/L nanoparticule ZnO, stabilizate in poli(N-
vinilpirolidon), cu dimensiuni de 30 nm si 2% alcool (v/v). In mediul preparat se introduce
inoculul (culturd de levuri cu varsta de 24 ore) in volum de 5%, (2x10° celule/ml), necesare
pentru a asigura etapele de dezvoltare a culturii. Cultivarea se efectueaza la temperatura de
25+1°C, aerare continua (81,3...83,3 mg/L oxigen solvit), durata de cultivare submersa 120 ore.
Din biomasa colectata se extrag p-glucanii. Aplicarea procedeului permite de a obtine 1,32 g/L

B-glucani, ceea ce constituie cu 30,7% mai mult fata de martor.

4. ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE CULTIVARE A TULPINII SACCHAROMYCES
CEREVISIAE CNMN-Y-20 SI DE OBTINERE A g-GLUCANILOR

Undele milimetrice cu frecventa extra inalta se studiaza intensiv in calitate de modulatori
ai structurii biochimice a diferitor obiecte medico-biologice. Efectele biologice se evidentiaza in
functie de caracteristicile undelor milimetrice. In cadrul acestui capitol sunt prezentate
rezultatele cercetarilor, care au fost orientate spre elucidarea efectelor undelor milimetrice asupra
tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20, in functie de frecventa si durata de iradiere.

Cercetdrile ce reflecta actiunea undelor milimetrice in functie de frecventa asupra
viabilitatii tulpinii in studiu, particularitatilor morfo-culturale ale celulelor si coloniilor,
parametrilor productivi si biosintetici au stabilit, ca undele cu frecventa 60,12 GHz; 53,33 GHz
si 42,19 GHz utilizate la tratarea materialului semincer in regim continuu, majoreaza viabilitatea
celulelor, pe durata de iradiere 10-20 minute. Efect maximal de stimulare s-a observat dupa 24
ore de cultivare la iradiere cu frecventa f=42,19 GHz timp de 10 minute sau iradierea la f=60,12
GHz timp de 20 minute. Studiul particularitatilor morfo-culturale ale celulelor si coloniilor
tulpinii, expuse la iradiere cu unde milimetrice de diferita frecventa (f=60,12 GHz; 53,33 GHz;
42,19 GHz) pe durata a 10, 20 si 30 minute, indica asupra stabilitatii caracterelor examinate dupa
6, 24, 48 ore de la momentul iradierii.

Analizand productia de biomasd mentionam ca undele milimetrice cu frecventele
examinate, emise timp de 10, 20, 30 minute in regim continuu nu modifica esential indicii
cantitativi. Unele rezultate, obtinute in variantele iradiate cu unde cu frecventa f=60,12 GHz
(lungimea de unda A=4,9; expozitie 10 minute) sau cu frecventa 42,19 GHz (lungimea de unda
A=7,1; expozitie 30 minute) indicd o micsorare nesemnificativd a continutului de biomasa

(Figura 4.1a).
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Fig. 4.1. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz;
42,19 GHz) asupra acumularii biomasei (a) si continutului de B-glucani (b)
la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Datele studiului biosintezei B-glucanilor au demonstrat ca utilizarea undelor milimetrice
in procesul de cultivare a levurii a contribuit la sporirea continutului cantitativ al -glucanilor.
Mentionam deosebiri veridice la utilizarea undelor milimetrice cu frecventele f=60,12 GHz si
f=53,33 GHz (A= 4,9 si A=5,6), durata expunerii 10 si 20 minute. Devierea procentuala de la
indicii martor constituie 17,4% si 25,7% spre stimularea cantitatii de B-glucani (Figura 4.1b). S-a
constatat ca lipseste tendinta sigurd atat spre sporire cat si spre micsorare a continutului de -
glucani in variantele expuse undelor milimetrice timp de 30 minute, specifica tuturor
frecventelor utilizate.

In viziunea noastrd, efectul biologic al undelor milimetrice are un prag temporar, 20
minute, dupa care expunerea obiectului biologic la iradiere nu conduce la marirea efectului
biologic. Din cele expuse este evident ca cresterea semnificativa a continutului de pB-glucani se
produce la iradierea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu unde milimetrice cu frecventele 60,12
GHz si 53,33 GHz timp de 10-20 minute.

Astfel, rezultatele investigatiilor au evidentiat dependenta activitatii functionale a tulpinii
S. cerevisiae CNMN-Y-20 fata de spectrul de frecventa a undelor milimetrice, utilizate in
procesul de cultivare a levurii. Undele cu frecventa f=53,33 GHz au un efect pronuntat de
stimulare a biosintezei B-glucanilor.

In continuare, cercetirile au avut drept scop evidentierea efectelor duratei de iradiere
asupra componentelor celulare la S. cerevisiae CNMN-Y-20 si identificarea valorilor maxime de
acumulare a B-glucanilor cu utilizarea frecventei selectate (f=53,33 GHz).

Din rezultatele cercetarilor prezentate in Figura 4.2 putem observa ca cantitatea maximala

de B-glucani, carbohidrati si biomasa uscata (B.U.) este acumulata la iradierea culturii timp de 20
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minute. Continutul de biomasa este de 4,85-4,98 g/L, ceea ce depaseste martorul cu 14,1-17,2%;
al carbohidratilor - de 35,94-36,33% din biomasa uscata sau cu 19,6-20,8% mai mult comparativ
cu martorul neiradiat; al B-glucanilor - de 18,84-20,0% la substanta uscata sau cu 18,5-25,7%

mai mult fata de martor.
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Fig. 4.2. Efectul undelor milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra continutului de B-glucani,
carbohidrati si productiei de biomasa la tulpina S. cerevisiae CNMNY-20 in functie de durata

iradierii.

Prin urmare, undele milimetrice cu frecventa 53,33 GHz pot fi utilizate in calitate de
factor de sporire a procesului de biosinteza a B-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMNY-20.

In baza acestor rezultate a fost elaborat un procedeu de stimulare a sintezei p-glucanilor,
bazat pe iradierea tulpinii cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz timp de 20 minute.
Avantajul procedeului propus constd in majorarea continutului de B-glucani cu 25,7% fata de
martor. Procedeul a fost brevetat [3]. Procedeul de intensificare a biosintezei B-glucanilor
include: prepararea materialului semincer prin cultivarea germenilor in submers 24 ore, la
temperatura de 25°C; iradierea timp de 20 minute cu unde milimetrice cu frecventa extra inalta
(f=53,33 GHz) emise in regim continuu; insamantarea ulterioara a mediului de fermentatie steril
cu inocul iradiat (2x10° celule/ml), in concentratie de 5% in bazd volumetrica; cultivarea in
profunzime, in conditii de agitare continua (200 rot/min) la 25°C, timp de 120 ore; separarea
biomasei de lichidul cultural si extragerea B-glucanilor.

Revenind la rezultatele prezentate in capitolele 2 si 4 cu referinta la metoda optimizata de
extractie a B-glucanilor, utilizarii nutrientilor preferentiali, conditiilor optime de cultivare
submersa, undelor milimetrice cu frecventa extra nalta a fost necesar de a combina procedeele
elaborate intr-un flux tehnologic avantajos, care permite obtinerea de biomasa levuriana cu
continut sporit de B-glucani cu proprietiti biologice valoroase. In continuare sunt descrise

cercetarile care au permis sa fie definitivate fazele principale ale tehnologiei.
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Dupa cum a fost demonstrat pe parcursul intregii lucrari, realizarea acestui obiectiv a fost

posibila datorita eficientizarii procedeului de extragere si purificare a B-glucanilor din biomasa

levuriand, optimizarii mediilor nutritive, conditiilor de cultivare, utilizarii undelor milimetrice,

procedee ce au contribuit la intensificarea procesului de biosinteza a 3-glucanilor.

Schema fluxului tehnologic cu procedeele elaborate de obtinere a 3-glucanilor din levura

S. cerevisiae CNMN-Y-20 este prezentata in Figura 4.3.

Obtinerea materialului semincer

/ ’ Iradierea materialului

_ s ) semincer cu unde
Tulpina Cultivarea Cultivarea - .
) . <——| milimetrice, frecventa
Saccharpmyces njaterl?IuIU| . materialului 53,33 GHz, regim
cerevisiae semmcef m .tuburl semmcer n Continuu, tlmp de 20
CNMN-Y-20. \_ cu gel inclinat. baloane minute. /
/ | Cultivarea submersi a tulmnu ™~
Cultivarea dirijata
Prepararea Inocularea culturii de levuri pe ) submersa a levurii, t-25
mediului nutritiv mediul nutritiv, inocul iradiat °C, aerare 81,3...83,3
steril YPD-4 sau (2x10° celule/ml), in concentratie mg/L O,, durata de
R-ZZ. ) de 5% in baza volumetrica. ) cultivare 120 ore. )

Procesarea biomasei levuriene

Separarea
biomasei levuriene | —> [ Distrugerea peretelui ]::> [Extragerea B-glucanilor]
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prin centrifugare
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Caracteristica fizico- Ambalare, etichetare.
chimica, dozaj.

Fig. 4.3. Schema tehnologica de obtinere a 3-glucanilor din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Procesul tehnologic de cultivare a levurii In scopul obtinerii de biomasa cu continut sporit

de B-glucani este bazat pe urmatoarele principii:

Utilizarea in calitate de producator a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20;

Prepararea materialului semincer cu aplicarea undelor milimetrice cu frecventa 53,33 GHz
timp de 20 minute;

Utilizarea mediilor nutritive optimizate YPD-4 si R-ZZ,;

Cultivarea in profunzime conform parametrilor optimi de temperatura, pH, duratd si

aeratie;
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o Procesarea biomasei levuriene conform metodei optimizate pentru extragerea B-glucanilor.

Pentru a evalua eficienta tehnologiei elaborate, au fost montate experiente care au avut la
baza procese tehnologice cu parametrii tehnici standard. In aceste cercetari s-a utilizat mediul de
fermentatie YPD, materialul semincer nu a fost tratat cu unde milimetrice, s-a aplicat metoda de
extragere a B-glucanilor propusda de Thammakiti [26], temperatura de cultivare, gradul de aerare
si durata de cultivare (ore) a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost identice cu cele din
variantele experimentale.

Analiza rezultatelor obtinute in cadrul experientelor cu aplicarea tehnologiei elaborate in
care s-a utilizat mediul YPD-4 a scos in evidenta eficienta acesteia, care constd in obtinerea a
1,26+0,29 g/L glucani, ceea ce depaseste martorul cu 68,2%. Continutul de B-glucani in peretele
celular constituie 20,29% comparativ cu 16,2% determinate in varintele de control, ceea ce este
cu 25,2 la sutd mai mult comparativ cu indicii obtinuti la utilizarea tehnologiei martor.

Analiza rezultatelor obtinute in cadrul experientelor cu utilizarea tehnologiei elaborate in
care s-a utilizat mediul optimizat R-ZZ, a scos in evidenta aceleasi legitati ale activitatii
biosintetice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Aplicarea noilor procedee de cultivare permite
obtinerea a 0,813+0,13 g/L glucani ceea ce depaseste martorul cu 91,7%. B-glucanii izolati din
biomasa levuriana se analizeaza prin spectroscopia in infrarosu (FTIR) [29].

Astfel, putem afirma cu siguranta ca tehnologia propusa permite sporirea continutului de
B-glucani, obtinut la 1L de mediu de cultivare a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20,
ceea ce confirmd cd procedeele si conditiile integrate intr-un singur flux tehnologic asigura o
eficientd inalti a tehnologiei elaborate. In rezultatul aplicarii acestei tehnologii de cultivare,
obtinem mai mult bioprodus fata de procedeul de referinta [9].

Preparatul obtinut in baza B-glucanilor a fost utilizat la furajarea puietului de peste, in
particular pentru fortificarea viabilitatii si1 indicilor de crestere a puietului de cosas
(Ctenopharyngodon idella). Cercetarile au fost efectuate in colaborare cu cercetatorii Institutului
de Zoologie, laboratorul Ihtiologie si Acvacultura. S-a stabilit, ca furajul combinat pentru
cresterea puietului de pesti fitofagi, ce contine in componenta sa bioprodusul Glucan-20 in
cantitate de 0,1-0,5 unit. masa %, duce la sporirea cu 22,0-26,7% a ratei de supravietuire, cu
16,9-24,0% a masei medii a unei larve si cu 45,2-56,3% a ihtiomasei generale medii [4].

Prin urmare, pe baza rezultatelor cercetarilor efectuate recomandam utilizarea pB-
glucanilor obtinuti din levuri la imbunatatirea performantelor productive ale puietului de pesti.
Cercetarile pot servi la efectuarea altor tipuri de experimente sau tehnologii noi de crestere a

puietului de pesti de specii fitofage.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor ,, Tehnologie

de obtinere a B-glucanilor din levuri” au condus la formularea urmatoarelor concluzii:

1. Parametrii biotehnologici determinati de cultivare dirijata a levurii S. cerevisiae CNMN-
Y-20, contribuie la eficientizarea tehnologiei de producere a B-glucanilor cu utilizari
polivalente, in vederea aplicarii lor in diferite domenii.

2. Mediile de cultura optimizate R-ZZ si YPD-4 si conditiile de cultivare, valorile de

temperatura — 25°C, aeratie — 81,3...83,3 mg O,/L, durata de cultivare — 120 ore, specifice

tulpinii producatoare, sporesc producerea de p-glucani la levura S. cerevisiae CNMN-Y-20

cu 32,8% si respectiv 52,4% [5, 8].

3. Efectele nanoparticulelor TiO; si ZnO asupra biosintezei B-glucanilor si altor componente

celulare sunt determinate de dimensiunea acestora, concentratia si durata de contact cu

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni de 30 nm, in
concentratie de 5-10 mg/L se manifesta ca factor de stimulare a biosintezei pB-glucanilor la

levuri [6, 28].

4. Nanoparticulele ZnO, in prezenta concentratiilor de 2% si 5% alcool etilic, intensifica
procesele de biosinteza a B-glucanilor, continutul carora in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y -

20 creste cu 19,9% mai mult fata de probele martor, dar nu asigura intensificarea biosintezei

proteinelor.

5. Caracterul actiunii undelor milimetrice cu frecventele 60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz

asupra levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de frecventa si durata de iradiere.

Aplicarea undelor cu frecventa f=53,33 GHz timp de 20 minute la etapa prepararii
materialului semincer, permite majorarea continutului de B-glucani in biomasa celularda cu

25,7% mai mult fatd de martor, astfel se propune o cale noud de reglare a biosintezei B-

glucanilor la levuri [3].

6. Tehnologia complexd de producere a B-glucanilor, elaborata in baza elementelor noi —
tulpina de levuri cu capacitati biotehnologice performante, medii nutritive eficiente, conditii

optimizate de cultivare in profunzime, tratarea materialului semincer cu unde milimetrice cu

frecventa extra inalta, aplicarea procedeului modificat de extractie a B-glucanilor, permite
obtinerea a 0,81...1,26 g/L bioprodus, comparativ cu 0,42...0,75 g/L B-glucani ai tehnologiei

martor [9].

7. Preparatul elaborat in baza B-glucanilor, extrasi din levuri, manifesta activitate biologica,

exprimata prin sporirea cu 22,0-26,7% a ratei de supravietuire, cu 16,9-24,0% a masei medii
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a unei larve si cu 45,2-56,3% a ihtiomasei generale medii a pestilor fitofagi, ceea ce indica
asupra perspectivei utilizarii lui in domeniul pisciculturii [4].

Problema stiintifica importantd solutionatd in lucrare. Au fost determinati parametrii
biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la
eficientizarea procedeelor de sinteza orientata a B-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea
tehnologiei de obtinere a acestor compusi biologic activi valorosi.

Aportul personal. In materialele care reflecta continutul brevetelor de inventie autoarei ii
revine cota parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate obtinute, analiza lor,
generalizarile si concluziile apartin autoarei.

Recomandari practice

Se recomanda:

1. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 in calitate de sursa de B-glucani cu utilizari
polivalente.

2. Doua variante de medii nutritive, care asigura sporirea semnificativa a cantitatii de p-
glucani in biomasa levuriana;

3. Doua procedee de sinteza orientata a B-glucanilor cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor
de metale si undelor milimetrice cu frecventa extra inalta ca factori reglatort,

4. Tehnologia de obtinere a B-glucanilor din S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru producerea
industriald a bioproduselor naturale glucanice;

5. Bioprodusul Glucan-20 pentru utilizare in piscicultura si alte domenii.

Sugestii privind cercetdri de perspectivi

1. Sunt de perspectiva cercetarile in vederea procesarii lichidului cultural, rezultat din
producerea biomasei de levuri, datoritd continutului sau sporit de componente valoroase:
exopolizaharide, vitamine, aminoacizi.

2. Se propun cercetari de determinare a proprietatilor imunomodulatoare si anticancerigene
ale B-glucanilor obtinuti din biomasa levuriana.

3. Sunt de perspectiva cercetarile pentru dezvoltarea industriala si experimentald la nivel

pilot pentru stabilirea parametrilor tehnologici optimi.
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ADNOTARE

Chiselita Natalia ,, Tehnologie de obtinere a g-glucanilor din levuri”. Teza de doctor in
stiinte biologice, Chisinau, 2018.

Teza contine introducere, patru capitole, concluzii §i recomandari, bibliografie cu 281
titluri, 4 anexe, 124 pagini text de baza, 68 figuri, 11 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 36 lucrari stiintifice.

Cuvintele cheie: Tehnologie de cultivare, levuri, Saccharomyces cerevisiae, B-glucani,
carbohidrati, proteine, nanoparticule, unde milimetrice cu frecventa extra inalta.

Domeniul de studiu: 167.01- biotehnologie, bionanotehnologie.

Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obtinere a f-
glucanilor din levuri.

Obiectivele lucrarii: Selectarea nutrientilor si conditiilor optime de cultivare submersa a
tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea ameliorarii biosintezei B-glucanilor; Elucidarea
actiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei B-glucanilor si altor constituiente
celulare a levurii S. cerevisiae  CNMN-Y-20; Evaluarea efectelor undelor milimetrice cu
frecventa extra 1nalta asupra biosintezei B-glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S.
cerevisiae CNMN-Y-20; Elaborarea tehnologiei de obtinere a B-glucanilor din biomasa
levuriana.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premiera se propune o tehnologie inovativa de
cultivare a levurii S. cerevisiae si de obtinere a B-glucanilor, bazata pe procedee avantajoase de
sinteza orientata, care contribuie la ameliorarea calitatii si sinecostului produsului final. Au fost
selectati nutrientii preferentiali si elaborate doud medii de culturd pentru tulpina S. cerevisiae
CNMN-Y-20, au fost stabilite conditiile speciale de cultivare pentru sporirea biosintezei (-
glucanilor. In premierd s-a demonstrat ca nanoparticule TiO, si ZnO, utilizate la cultivarea
levurii, influenteaza procesul de biosinteza a B-glucanilor si altor constituiente celulare, efectul
exprimandu-se in functie de dimensiunile si concentratiile nanoparticulelor. In premiera a fost
elucidat caracterul actiunii undelor milimetrice cu frecventa extra inaltd asupra biosintezei -
glucanilor si altor componente celulare in dependenta de spectrul de frecventd si durata de
iradiere. Pentru prima data au fost elaborate 2 procedee noi de sporire a continutului de B-glucani
la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, dintre care unul a fost brevetat.

Problema stiintifici importanti solutionata in lucrare. Au fost determinati parametrii
biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la
eficientizarea procedeelor de sinteza orientatd a PB-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea
tehnologiei de obtinere a acestor compusi biologic activi valorosi.

Semnificatia teoreticd. Este fundamentatad stiintific si demonstrata posibilitatea dirijarii
proceselor biosintetice si sporirii potentialului de producere a B-glucanilor la cultivarea levurii S.
cerevisiae  CNMN-Y-20 prin tehnologia cu utilizarea nutrientilor preferentiali, conditiilor
speciale de cultivare, a nanoparticulelor si undelor milimetrice cu frecventa extra inalta in
calitate de stimulatori.

Valoarea aplicativa. Se propun spre valorificare: tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-
Y-20, brevetata ca sursa de B-glucani; doua variante de medii nutritive si doua procedee de
sintezd orientatd cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor de metale si undelor milimetrice cu
frecventa extra nalta ca factori reglatori, care asigurd sporirea semnificativd a cantitatii de -
glucani In biomasa levuriand; metoda de extragere a B-glucanilor, caracterul inovational al careia
permite de a reduce etapele suplimentare de distrugere a peretelui celular si extragere a [-
glucanilor; bioprodusul ,,Glucan-20” cu activitate fiziologica inalta.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost
depozitata in CNMN a IMB si utilizatd in cercetari stiintifice. Preparatul ,,Glucan-20” a fost
utilizat in furajul pentru puietul si larvele de pesti (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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AHHOTALIUA

Kucemuna Haranba ,,TexHonorusi mnoJjydyeHusi [-IiIlOKaHOB HW3  JIPOXKel”.
Huccepramus kanauaata ounonorndaeckux Hayk, Kummnés, 2018.

Jluccepranusi COCTOMT U3 BBEIEHHSA, YETHIPEX TIJIaB, BBIBOAOB M PEKOMEHJAINH,
oubmuorpadun u3 281 HaumeHoBanui, 4 mpwiokeHuid, 124 crTpaHUI] OCHOBHOTO TEKCTa, 68
pucyHkoB, 11 tabnui. Pe3ynpTarsl uccieq0BaHui OITyOIMKOBaHbI B 36 paboTax.

KawueBble ciioBa: TexHomorus KyJabTHBHPOBAHUS, IPOXGKH, Saccharomyces cerevisiae,
[-TirOKaHkl, yriIeBOIbl, OEIKH, HAHOYACTULIBI, MIJUTUMETPOBBIC BOJIHBHI.

Oo6aacte uccaenoBanus: 167.01 — buorexuoorus, OMOHAHOTEXHOJIOTHSL.

e padoTsi: pazpadoTka PHEKTUBHON HHHOBAIMOHHOW TEXHOJIOTHH MTOJTyYeHHS B-TIIFOKAaHOB U3
JIPOKIKEH.

3anaum paGoThbl: 0TOOpP NMHUTATENBHBIX BEUIECTB M ONTHUMAIBHBIX YCIOBUH JUTA TIIyOMHHOTO
KynbTHBUpOBaHus Imtamma S. cerevisiae CNMN-Y-20 ¢ 1enbio yimydiieHus OuocuHTe3a [3-
TJIFOKAHOB; BBISABJICHHE JCHCTBUS HAHOYACTHI[ OKCHIOB METAJUIOB Ha OMOCHHTE3 [(-TJIFOKAHOB H
JPYTUX KIETOYHBIX KOMITOHEHTOB mmtamma S. cerevisiae CNMN-Y-20; onpenenenne sddekra
BBICOKOYACTOTHBIX MHJUTUMETPOBBIX BOJIH Ha OWOCHHTE3 [-TIIIOKAHOB M JPYIHX KJIETOYHBIX
KoMroHeHToB mtamma S. cerevisiae CNMN-Y-20; pa3paboTka TEXHOIOTHH MOTy4YeHHs -TJIFOKAHOB
13 OOMACCHI APOXKIKEH.

Hayunasi HOBU3HAa U OPUTHHAJILHOCTB. BriepBble MpeiaraeTcsi MHHOBAIIMOHHAS TEXHOIOTHS
KyJIbTUBUPOBAHUS JIPOXOKEH S. Cerevisiae mis mosiydeHus [-TJIFOKAHOB, OCHOBAHHAS Ha CIIOCO0ax
HAIIPaBJIEHHOTO CUHTE3a, BEAYIIMX K YIyUIICHUIO KaueCTBa KOHEUHOTO MPOAYKTAa M YMEHBIIIEHHIO €ro
cebecronmoct. OTOOpaHBl MCTOYHMKM TIMTAHHS W ONTHUMAJbHBIC YCIOBUS KYJIHTHBUPOBAHMS,
ONTUMU3UPOBAHBI JIBE IUTATEIbHBIE CPE/IbI C IIEbI0 YBEINYEHUS] OMOCHHTE3a B-TIIFOKAHOB IITAMMOM
S. cerevisiae CNMN-Y-20. Buepsbie m0Kka3aHo, 4to HaHodacTHiel Ti0, u ZnO, HCMOIB3yeMbIC B
KYJbTUBUPOBAHUM JIPOOKEH, BIMAIOT HA Mpoliecc OMOCHHTEe3a [-TIIIOKAHOB M JPYIUX KJIETOYHBIX
KOMITOHEHTOB, 3()()eKT KOTOPBIX 3aBHCHT OT HMX pa3Mepa W KOHIIEHTpalMu. BrepBbie BBISABICH
XapakTep JEHCTBHS BHICOKOYACTOTHBIX MUJUIMMETPOBBIX BOJIH Ha OMOCHHTE3 (-TJIIOKAHOB M JIPYIHX
KJIETOYHBIX KOMITOHEHTOB B 3aBHCHMOCTH OT CIIEKTpa W BPEMEHH WX JeHCTBUs. BriepBble ObUTH
pa3paboTaHbl Ba HOBBIX crloco0a KyJIbTUBUPOBAHUS CIIOCOOCTBYIOIIMX YBEIMUEHHIO COIEp KaHus [3-
rmokaHoB B oromacce S. cerevisiae CNMN-Y-20, oH U3 KOTOPBIX 3aMaTeHTOBAH.

Hayuynasi 3agauya, pelleHHass B JaHHOW palore. bbum ompeneneHsl  ONTUMAabHbBIE
OMOTEXHOJIOTMYECKHE TMapaMeTphbl KyJIbTHBUpoBaHus Apoxiokeit S. cerevisile CNMN-Y-20, gro
CIIOCOOCTBOBAIO ONTUMHU3UPOBAHUIO CIIOCOOOB HAMPABJIEHHOIO CHUHTE3a [-TJIFOKAHOB U IO3BOJIMIIO
pa3paboTaTh TEXHOIOTHIO MOTYYECHHS THX BEIIECTB.

Teopernueckoe 3HavyeHwe. HayyHo 00OCHOBaHa M JIOKa3aHA BO3MOMKHOCTH —YIPABJICHHS
OvocuHTeTMYeCKMMH  TIporieccamu B apostokax S, cereviside CNMN-Y-20, a Ttakxke ymydiieHHs
MOTEHIMAa CHHTE3a [B-TIIFOKAHOB IYyTEM HCIIOJIB30BAaHMS OTOOPaHHBIX MCTOYHHKOB IHUTAHHS,
ONTUMATBHBIX YCIOBHUM I KyJbTUBUPOBAHMS, HAHOYACTHII U BEICOKOYACTOTHBIX MUJITUMETPOBBIX
BOJIH B Ka4€CTBE CTUMYJISITOPOB.

IMpakmnyeckoe 3navenme. [Ipemrararorcs: mramm  gpoxoked S, cerevisile CNMN-Y-20,
3aIaTeHTOBAHHBIHN KaK MICTOYHHK [-TJTFOKAHOB; JIBE TIMTATEIILHBIE CPEIIBI M J[Ba CIIOCO0a HAIPABIEHHOTO
CHHTE32a C UCIIOJIb30BaHMEM HAHOYACTHI] OKCHJIOB METAJIOB M BBICOKOYACTOTHBIX MUJITMMETPOBBIX
BOJH KaK pEryIupyroImuX (akTopoB, BEAYIIMX K YBEIHMUCHUIO COJICPKaHUS [-TIIIOKaHOB B
Oromacce JIpOOKEH; MeTo SKCTpakiMM [(-TJIFOKAHOB, KOTOPBIA IMO3BOJSET COKPATUTH ATAIlbI
pa3pylIeHus] KJIETOYHOW CTEHKHM M HIKCTPaKIHMH [-TIIOKaHOB; Owompemnapar ,,ImokaH-20” ¢
BBICOKOM (hU3HMOJIOTUYECKOI aKTHBHOCTBIO.

Bueapenue pesyabraroB. Illtamm S. cerevisiae CNMN-Y-20 Obu1 JeHOHHPOBaH B
HKHM u ucnons30Bad B Hay4HbIX HccienoBanusx. [penapat ,,I'mokan-20" ObUT HCIIONB30BaH
B KOpMax Jjisi MajbKa U JUYHHOK pbi0 (AKTBI 0 BHeApeHuu: Nel ot 17.07.14, Ne3 ot 17.07.15,
Ne4 ot 10.10.16, Ne85a ot 04.09.17)
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ANNOTATION

Chiselita Natalia ,,Technology for obtaining of p-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, B-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 f-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 -glucans; Elucidation of the action of the
metal oxides nanoparticles on the biosynthesis of B-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
B-glucans and other cellular constituents of S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast; Elaboration of technology of
obtaining B-glucans from the yeasts biomass.

Scientific novelty of reasearch. For the first time, an innovative technology is proposed
for S. cerevisiae yeast cultivation and B-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 B-glucan biosynthesis were established.
For the first time, it has been demonstrated that TiO, and ZnO nanoparticles used in yeast
cultivation influence the biosynthesis process of B-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 B-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 f-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 B-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 B-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 B-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 B-glucans
amount in the yeast biomass; the method of B-glucan extraction, the innovative character of
which allows to reduce additional steps of cell wall destruction and B-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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