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Ideea principali: In lucrare sunt prezentate studiile morfologice, fiziologice,culturale ale tulpinilor de
drojdie producenti de ergosterol (provitamina D).
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Pentru prima data, ergosterolul (C,3sH440) a fost extras din corn-de-secard in 1889 de cétre Tanret, mai
apoi de Gerard (1895) in ciuperci, iar Nageli a descoperit cd cea mai mare cantitate de steroli se afld in
drojdii, specific fiind ergosterolul. Alti steroli, care sunt prezenti in celulele drojdiilor, alcdtuiesc doar o
cantitate infima al acestora. Drojdiile, in prezent, reprezintd sursa principala pentru obtinerea ergosterolului
comercial [17]. Toti sterolii se deosebesc intre ei prin lungimea catenei laterale sau dupa gradul de saturare.
Din aceasta diversitate de steroli, un loc deosebit dupa importanta sa, il detine ergosterolul drojdiilor.

Ergosterolul prezintd interes nu numai ca materie prima pentru obtinerea vitaminei D antirahitice, dar si
ca compus, care joaca un rol important in organizarea structurala a celulei, formand impreuna cu proteinele
si glucidele complecsi care intra in compozitia protoplasmei si membranelor celulare [2]. Drojdiile,
reprezintd prin sine obiecte de perspectivd in ceea ce priveste biosinteza sterolilor, in special ergosterol.
Importanta practica a ergosterolului se determind prin capacitatea lui de a se transforma in vitamina D, la
iradiere cu ultraviolete, pe de o parte, si pe alta ca sursd pentru sinteza hormonilor steroizi. Vitamina D, isi
gaseste aplicarea practicd in medicind ca remediu contra rahitismului, osteomalaciei, pentru produsele
alimentare vitaminizate (produse lactate, produse de panificatie), de asemenea pentru ingragarea porcinelor si
vitelor [10,16].

Ergosterolul din tot grupul de steroli de origine microbiana este cea mai accesibild materie prima pentru
sinteza preparatelor steroide, numerosilor compusi cu activitate D-vitaminicd sau hormonald. Cele mai
recente studii biomedicale, confirmd oportunitatea includerii ergosterolului in compozitia unor remedii
medicamentoase noi cu potentiale efecte anti-cancerigene, anti-leucemice, imunomodulatoare, anti-
sclerotice, hematopoetice, de mentinere a homeostazei celulare, precum si destinate prevenirii unor afectiuni
de ordin endocrin si reproductiv [18].

Extinderea domeniilor de aplicare a diferitor preparate steroide impune nu numai de a majora eficacitatea
tehnologiei producerii lor, dar si de a gisi noi surse de materie prima. In ultimii ani tot mai multi atentie se
acorda microorganismelor ca surse potentiale de steroli [9,12]. Acest fapt se explica printr-un gir de avantaje,
pe care le poseda sinteza microbiana a sterolilor, comparativ cu procedeele de obtinere din materia prima de
origine vegetala sau animald. Cunoasterea mecanismelor de biosintezd a sterolilor la microorganisme da
posibilitate de a intensifica procesul producerii lor pe cale biotehnologica.

Microorganismele eucariote, si in deosebi drojdiile, detin cel mai impunitor procent in steroli.
Componentul de bazi a fractiilor sterolice la drojdii 1l reprezintd ergosterolul (provitamina D,). Continutul
acestuia variazd in limitele 60-90% din totalul sterolilor celulei [2,15]. In prezent, drojdiile genului
Saccharomyces reprezinta sursa principala pentru obtinerea ergosterolului comercial [3].

Dupa cum se cunoaste, iradierea ergosterolului cu raze ultraviolete duce la formarea vitaminei D,
(ergocalciferol) [1]: ergosterol — lumisterol,— tahisterol, — vitamina D, - suprasterol,

Prezenta acestei vitamine 1n organism este beneficd, in sensul ca previne instalarea osteomalaciei si
osteoporozei senile, aparitia unor tulburari nervoase, slabiciune generald, sensibilitatea la unele boli
infectioase, contribuie la buna functionare a glandei tiroide, paratiroidei si hipofizei. Vitamina D este
indicata in cazurile de tratare a rahitismului la copii, in reumatism, tetanie, graviditate si aldptare,
consolidarea fracturilor, fragilitate a oaselor si dintilor, crampe musculare etc. [11,13,14].
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Productia ergosterolului este organizatd la nivel industrial in diverse tari ale lumii [18]. Traditional
ergosterolul este obtinut din biomasa drojdiilor de panificatie si celor de bere. Mai rar este utilizatd biomasa
ciupercilor cu miceliu — deseuri de la productia acizilor organici si antibiotice. Pe baza ergosterolului este
posibil de a sintetiza numerosi compusi, inclusiv si cei cu activitate D-vitaminica si hormonala. Manipularile
sistematice, care permit efectuarea acestor transformari, se deosebesc in dependentd de structura produsului
integru.

In R. Moldova sunt mai multe surse de obtinere a ergosterolului, dar cele mai frecvent utilizate sunt
tulpinile genului Saccharomyces fiind producitori performanti de steroli, in special ergosterol. in continuare au fost
examinate caracterele morfo-culturale si fiziologo-biochimice a tulpinii de drojdie Saccharomyces carlsbergensis
(fig.1.) si Saccharomyces cerevisiae (fig.2.). Drojdiile Saccharomyces prezinta celule de forma variatda —
rotunda, ovale, alungite, cilindrice, care uneori formeaza pseudomicelii.

Originea tulpinii. Tulpina de drojdie Saccharomyces carisbergensis CNMN-Y-15, a fost izolatd in
culturd pura din drojdiile de bere comercializate, prin pasaje pe mediul lichid (must de malt) si agarizat
(malt-agar), in cadrul laboratorului Oleobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al
A.SM. (fig. 1.).

Figura 1. Aspectul coloniilor drojdiilor Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15
pe mediu agarizat (a) si mediu lichid (b)

Caracterele morfologice §i culturale. Tulpina de drojdie Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 se
prezintd sub forma unor celule cilindrice, elipsoidale, dispuse izolat sau in perechi si ocazional formeaza
aglomerari. Marimea celulelor constituie 5-10p in diametru. Se ITnmultesc pe cale vegetativa prin inmugurire
multilaterald si sexuat prin spori, formeaza asce persistente, direct din celula diploidd. Uneori poate forma
pseudohife (pseudomiceliu). Tipul respiratiei — aerob; nepatogeni. in mediul lichid formeazi sediment si
uneori un inel incomplet.

Caracterele fiziologo-biochimice. Fermentatie +; nitrat - ; ureazd - ; DBB - ; nu formeaza pelicula.
Drojdiile din acest gen metabolizeaza glucoza, zaharoza, melibioza (un caracter distinctiv intre drojdiile de
bere si cele de panificatie), manoza, maltoza, mai slab arabinoza si ramnoza, nu asimileaza lactoza.
Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 suportd bine aciditatea, pH-ul optim fiind de 4,5-5,5; se
dezvolti bine la temperatura intre +25-27°C. In laborator pot fi cultivate la +25-27°C, pe must de malt (7%)
si mediu nutritiv, care contine (g/1): peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de drojdie — 10,0 ml [5] si/sau
(g/): glucoza — 30,0; (NH,),SO4 -3,0; MgSO,*7H,0 — 0,7; NaCl — 0,5; Ca(NOs), — 0,4; KH,PO4 — 1,0;
autolizat de drojdie —10 ml [193]. La cultivare timp de 72 ore pe mediile date, tulpina acumuleaza in medie
3,35-5,23 g/l biomasa uscata, sintetizeazd panad la 18,08-18,85% lipide si 3,88-3,92% steroli in biomasa
uscatd.

Originea tulpinii. Tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-16, a fost izolata in cultura
pura din drojdiile de panificatie comercializate, prin insdiméantare in mai multe etape, pe mediul lichid (must-
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de-malt) si agarizat (malt-agar), in cadrul laboratorului Oleobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie al A.S.M. (fig. 2.).

Figura 2. Aspectul coloniilor drojdiilor Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-16
pe mediu lichid (a) si mediu agarizat (b)

Caracterele morfologice si culturale. Tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-16 se
prezintd sub forma unor celule sferice, elipsoidale, alungite, dispuse izolat sau in perechi si ocazional
formeaza lanturi si aglomerari. Marimea celulelor variaza de la 3-8 in latime si 5-12p in lungime. Se
inmultesc pe cale vegetativa prin inmugurire multilaterald si sexuat prin spori. In conditii naturale, celula
diploida se transforma in urma diviziunii meiotice intr-o asca cu patru ascospori. Tipul respiratiei — aerob;
nepatogend. In mediul lichid formeazi sediment si uneori un inel incomplet.

Caracterele fiziologo-biochimice. Fermentatie +; nitrat - ; ureazd - ; DBB - ; nu formeaza pelicula.
Drojdiile din acest tip metabolizeaza un spectru larg de glucide (monozaharide — glucoza, xiloza, arabinoza,
rafinoza; dizaharide — maltoza, zaharoza, lactoza; alcooli — manitol, sorbitol). Tulpina de drojdie
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-16 suporta bine aciditatea, pH-ul optim fiind de 5,0-5,5; se dezvolta
optim la temperatura +28-30°C. In laborator pot fi cultivate la t° +28-30°C, pe must de malt (7%) si mediu
nutritiv, care contine (%): extract de drojdie - 1,0 peptond — 2,0, glucoza — 2,0, apa potabild — 1000 ml [8].

La cultivare timp de 48 ore pe mediul dat tulpina acumuleaza in medie 8,2g/1 biomasa uscata, sintetizeaza
9,0...15,45% lipide si pana la 3,38% steroli in biomasa uscata.

Extragerea ergosterolului din biomasa drojdiilor a fost efectuatd conform [5] si metoda adoptata de [Br.
Inv. nr. 3570], in cadrul laboratorului Oleobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al
A.S.M. Inventia se referd la tulpinile de microorganisme producétoare de substnte biologic active, si anume
la o tulpind de drojdie Saccharomyces carlsbergensis CNMN-Y-15 care poate fi utilizatd pentru obtinerea
sterolilor, in special a ergosterolului-precursor al vitaminei D, [6].

Tulpina de drojdie Saccharomyces carlsbergensis, depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene a Republicii Moldova cu cifrul CNMN-Y-15, posedi proprietatea de biosintezi a sterorilor. In
prezent cercetdrile stiintifice In acest domeniu sunt initiate in cadrul Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie al A.S.M., Laboratorul ,,Oleobiotehnologie’’, sub conducerea dr. hab. biol., prof. A. Usatii.

In stare pura vitamina D, prezinta cristale incolore, fara miros, instabile la actiunea luminii si oxigenului
din aer, insolubile in apa, solubile in solventi organici si uleiuri vegetale, p.t.=115-118°C, [a *’p= +79,5°
pini la +83,5° (solutie acetonicd 1,6%). Pentru identificarea ergocalciferolului ca reactiv se foloseste solutia
cloroformica de SbCl;. Aceastd reactie se foloseste si pentru determinarea cantitativd a ergocalciferolului
prin metoda fotoelectrocolorimetrica.

Ergocalciferolul (vitamina D,) se prepara in industria farmaceutica sub forma de:
1. Drajeuri de ergocalciferol 500 Ul

2. Solutie uleioasa de ergocalciferol in capsule 500 sau 1000 UL

3. Solutie uleioasa de ergocalciferol 0,0625%, 0,125% sau 0,5%.
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4. Solutie alcoolica de ergocalciferol 0,5%.

De mentionat, cd in R. Moldova producerea microbiologica a ergosterolului nu este dezvoltata, iar

preparatele solicitate in medicind, cosmetologie, precum si in ramurile agrare crescitoare de animale si
pasdri, sunt importate la un pret destul de inalt, ceea ce ne-a determinat de a initia cercetari de evidentiere a
surselor competitive de steroli pe piata nationala [4].

Rezultatele cercetarilor destinate selectarii tulpinii de drojdie — producator activ de steroli, concretizarii

concentratilor optime a surselor de carbon, precursorilor, inductorilor specifici, stabilirii regimului optic de
aplicare a undelor milimetrice de intensitate joasd, precum si perfectiondrii tehnicilor de extragere a sterolilor
din biomasa levuriand, au servit drept reper pentru elaborarea procedeilor de sinteza orientatd a sterolilor
care sunt incluse 1n tehnologiile noi de obtinere a produselor D-vitaminice.
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