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(54) Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, in
special la un procedeu de cultivare a levurilor
Rhodotorula gracilis, care poate fi aplicat
pentru obtinerea proteinelor utilizate in
industria microbiologica, alimentara,
farmaceutica si cosmetica.

Procedeul, conform inventiei, consta in
obtinerea suspensiei de levuri Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-30 sau Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-03 prin cultivare timp de 24 de ore
pe mediul YPD, inocularea suspensiei in

2

concentratie de 5% vol. pe mediul YPD cu
addugarea nanoparticulelor de ZnO cu
dimensiunea de 50 nm in concentratie de 20,0
mg/L si cultivarea la temperatura de 25...28°C
cu agitare continua la 180...200 rot/min in
decurs de 72 ore.

Rezultatul inventiei constd in sporirea
continutului de proteine in biomasa de levuri.

Revendicari: 1



(54) Process for cultivation of Rhodotorula gracilis yeasts

(57) Abstract:
1

The invention relates to
biotechnology, in particular to a process for
cultivation of Rhodotorula gracilis yeasts,
which can be applied to produce proteins used
in the microbiological, food, pharmaceutical
and cosmetic industries.

The process, according to the
invention, consists in preparing a Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-30 or Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-03 yeast suspension by cultivating
for 24 hours on YPD medium, inoculating the

2
suspension in a concentration of 5% vol. on
YPD medium with the addition of 50 nm ZnO
nanoparticles in a concentration of 20.0 mg/L
and cultivating at 25...28°C with continuous
stirring at 180...200 rpm for 72 hours.

The result of the invention consists in
increasing the protein content in the yeast
biomass.

Claims: 1

(54) Cnocod kyasTHBHpOBaHus Apo:xckeit Rhodotorula gracilis

(57) Pedepar:
1
Uzobperenue OTHOCHTCS K
OHMOTEXHOJNOTHH, B YACTHOCTH K CHOCO0Y
KyJbTHBUpOBaHus  jApoxokeii  Rhodotorula
gracilis, koTopsIii MOXXeT ObITH IPUMEHEH IS
nonydeHuss  OCJIKOB  HCIONB3YeMbIX B

MUKPOOHOJIOTUIECKOM, MTUIIEBOH,
(hapMareBTHICCKOMH u KOCMETHYECKOM
MIPOMBIIIIJIEHHOCTH.

Criocob,  cormacHo — M300peTeHHIo,
COCTOHUT B TMOJYYECHHUH JPOXIKEBON CYCHECH3UH
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 wmu
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 mnyrem

2

KyJbTUBUPOBAaHUS B TeueHHe 24 YacoB Ha
cpene YPD, wWHOKymsIMM CyCIIEH3UH B
KoHLeHTpaunn 5% 00. Ha cpeme YPD c
nobasienreM HaHowactul ZnO pasmepom 50
HM B  KoHumeHTpamuu 20,0 wMr/m wu
KyJIbTUBUPOBAaHUHM Ipu Temriepatype 25...28°C
C  HENpPEphIBHBIM  IEpeMEIINBaHUEM  IIPH
180...200 06/mMuH B TeueHHe 72 4acoB.

Pesynprar um300peTeHHsT COCTOMT B
TIOBBILIEHUH COJiep KaHus OeTkoB B Omomacce
JIPOACKEH.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in special la un procedeu de cultivare a levurilor
Rhodotorula gracilis, care poate fi aplicat pentru obtinerea proteinelor utilizate in industria
microbiologica, alimentara, farmaceutica si cosmetica.

In tehnologia de cultivare a tulpinilor de levuri in scopul sporirii continutului
substantelor biologic active se utilizeaza diverse procedee: modificarea componentei
mediului si conditiilor de cultivare (temperatura, pH-ul, aeratia), selectarea diferitor
stimulatori ai sintezei metabolitilor secundari cum ar fi compusii coordinativi ai metalelor
de tranzitie, radiatia electromagnetica in diapazon milimetric.

Este cunoscut procedeul de cultivare a levurilor Saccharomyces cerevisiae si
Candida scotti in conditii de aeratie, la temperatura de 25-40°C si pH 3,0-6,0 pe mediul
nutritiv ce contine surse de carbon, azot, minerale, aditivi si stimulatori de crestere. In
calitate de mediu nutritiv in vederea stimuldrii biosintezei proteinelor se utilizeaza
hidrolizate de cereale. In calitate de stimulatori de crestere au servit urmatoarele
componente: sulfit de sodiu, acizii giberelici, oligozaharide. Dejavantajul procedeului
constd in continutul mic de proteind acumulat in biomasa celulara si utilizarea multor
factori de cultivare cu sinecost inalt [1].

Se cunoaste un procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula graminis pe mediul
nutritiv YNB + 2% de glucozad cu utilizarea metalelor de tranzitie in calitate de factori
reglatori ai biosintezei carotenoizilor [2]. Dezavantajul acestui procedeu consta in utilizarea
reagentilor chimici costisitori pentru cultivarea levurilor, utilizarea mai multor factori
biostimulatori intr-o schema complexa, durata de cultivare indelungata (120 de ore).

Conform ultimelor date din literatura de specialitate, nanoparticulele (NPs) oxizilor
metalici demonstreaza actiune semnificativd asupra sintezei substantelor bioactive la
microorganisme. Dimensiunile nanoparticulelor prezinta un factor decisiv. Nanoparticulele
oxidului de zinc sunt considerate de perspectiva, deoarece poseda un spectru de proprietati
antibacteriene, antiinflamatoare, anticancerigene §i prezintd interes pentru aplicare in
diverse domenii: industria farmaceutica, alimentara, cosmetica (Zhang Yin, Mayak Tapas
R., Hong Hao, Cai Weibo. Biomedical applications of Zinc oxide nanomaterials. Current
Molecular Medicine, 2013, 13(10), p. 1633-1645; Prateek Uikey, Kirti Vishwakarma.
Review of zinc oxide (Zno) nanoparticles applications and properties. International Journal
of Emerging Technology in Computer Science & Electronics, 2016, vol. 21, 2, p. 239-242).

In calitate de cea mai apropiati solutie serveste procedeul de cultivare a tulpinii
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 cu utilizarea mediului YPD suplementat cu 0,5 mg/L de
nanoparticule de FesOs cu dimensiunea de 30 nm. Cultivarea submersd s-a realizat in
baloane Erlenmeyer, pe agitatoare rotative (200 rot/min) la temperatura de 25°C, cu nivelul
de aeratie 80,0...83,0 mg/l, in decurs de 120 ore [3]. Dezavantajul acestui procedeu consta
in obtinerea unui continut scdzut al proteinelor in biomasa levurilor.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu
de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis care asigura sporirea continutului de proteine
in biomasa levurilor, ceea ce poate contribui la largirea domeniilor de aplicare practica a
preparatelor proteice de origine levuriana.

Procedeul de cultivare a tulpinilor Rhodotorula gracilis consta in obtinerea
suspensiei de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 sau Rhodotorula gracilis CNMN-
Y-03 prin cultivare timp de 24 de ore pe mediu YPD, inocularea suspensiei in concentratie
de 5% vol. pe mediul YPD cu adaugarea nanoparticulelor de ZnO cu dimensiunea de 50 nm
in concentratie de 20,0 mg/L si cultivarea la temperatura de 25...28°C cu agitare continua la
180...200 rot/min in decurs de 72 ore.

Rezultatul tehnic al inventiei consta 1n sporirea continutului de proteine in biomasa
levuriana cu 23,1...34,5 %.

Impactul stimulator al nanoparticulelor oxidului de zinc se datoreaza proprietatilor
unice de a interactiona cu celule microbiene si de a induce modificari in procesele
biochimice celulare, inclusiv componente proteice. Aplicarea nanoparticulelor oxidului de
zinc la cultivarea tulpinii de levuri pigmentate oferd oportunititi vaste pentru modelarea
biosintezei proteinelor si utilizarea in diferite domenii ale biotehnologiei, industriei
farmaceutice, alimentare si cosmetice.



10

15

20

25

30

35

MD 4690 C1 2021.01.31

4

Exemple de realizare a inventiei
Exemplul |
Se obtine suspensia de celule a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 cultivata
timp de 24 de ore pe mediul YPD. Ulterior, suspensia de levuri se inoculeaza in 200 ml
mediu nutritiv YPD ce contine, g/L: peptond — 20,0; glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10
ml; apa potabila — 1,0 L, pH 5.5 in volum de 5%. Se adauga in conditii sterile in calitate de
factor stimulator nanoparticule de ZnO cu dimensiunea de 50 nm (Aldrich), suprafata
specifici 10,8 m?/g, in concentratie de 20,0 mg/L. Cultivarea tulpinii se realizeazi in
baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L in conditii de agitare continud la 180...200
rot/min la temperatura de 28°C, iluminare permanenti in decurs de 72 ore. in calitate de
variantd de control serveste proba conform celei mai apropiate solutii. Continutul maximal
al proteinei, determinat prin metoda Lowry, a fost obtinut la concentratia de 20 mg/L de
nanoparticule de ZnO (50 nm) si constituie 57,89 % fiind cu 23,1% superioar variantei de
control.
Tabelul 1
Impactul nanoparticulelor (NPs) de ZnO (50 nm) asupra continutului de proteine la
tulpina de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 in functie de concentratie

Variante Concentratia, mg/L Proteine, % %, control
NPs ZnO (50 nm) | 10,0 49,43+0,48 105,1
20,0 57,89+0,33 123,1
30,0 51,36+0,42 109,2
Cea mai apropiatd | NPs Fe3Os4 (30 nm) 47,01+0,37 100
solutie 0,5 mg/L
Exemplul 11

Se obtine suspensia de celule a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03
cultivata timp de 24 de ore pe mediul YPD. Ulterior, suspensia de levuri se inoculeaza in
200 ml mediu nutritiv YPD ce contine, g/L: peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de
drojdie - 10 ml; apa potabilda — 1,0 L, pH 5.5 in volum de 5%. Se adauga in conditii sterile
in calitate de factor stimulator nanoparticule de ZnO cu dimensiunea de 50 nm (Aldrich),
suprafata specifici 10,8 m?/g, in concentratie de 20,0 mg/L. Cultivarea tulpinii se realizeazi
in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L in conditii de agitare continua la 180...200
rot/min la temperatura de 28°C, iluminare permanenti in decurs de 72 ore. in calitate de
varianta de control serveste proba conform celei mai apropiate solutii. Continutul maximal
al proteinei, determinat prin metoda Lowry, a fost obtinut la concentratia de 20 mg/L de
nanoparticule de ZnO si constituie 63,25% fiind cu 34,5% superior variantei de control.

Tabelul 2

Impactul NPs de ZnO (50 nm) asupra continutului de proteina la tulpina de levuri

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 in functie de concentratie

Variante Concentratia, mg/L Proteine, % %, control
NPs ZnO (50 nm) | 10,0 59,58+0,50 126,7
20,0 63,25+0,33 1345
30,0 54,78+0,42 116,5
Cea mai apropiatd | NPs Fe3Os4 (30 nm) 47,01+0,37 100
solutie 0.5 mg/L

Rezultatele prezentate confirma posibilitatea utilizarii nanoparticulelor oxizilor de
zinc pentru sporirea proceselor de biosinteza a proteinelor la levuri pigmentate Rhodotorula
gracilis.
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(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis, care constd in obtinerea
suspensiei de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 sau Rhodotorula gracilis CNMN-
Y-03 prin cultivare timp de 24 de ore pe mediul YPD, inocularea suspensiei in concentratie
de 5% vol. pe mediul YPD cu adaugarea nanoparticulelor de ZnO cu dimensiunea de 50 nm
in concentratie de 20,0 mg/L si cultivarea la temperatura de 25...28°C cu agitare continua la
180...200 rot/min in decurs de 72 ore.
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