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Rezumat
Lucrarea ofera informatii despre influenta diferitor concentratii de nanoparticule
TiO, asupra levurilor din genurile Saccharomyces si Rhodotorula. S-a constatat ca
nanoparticulele TiO, in concentratii de 0,5 pana la 15,0 mg/L nu modifica in mod
semnificativ multiplicarea si productia de biomasa la Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, Rhodotorula gracilis 11/6, dar determina
scaderea continutului de proteine in biomasa levurilor genului Saccharomyces. Efectul
pozitiv al nanoparticulelor de TiO, a fost marcat pentru acumularea de proteine la tulpina
de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis 11/ 6.
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Introducere
Functionalitatea nanoparticulelor (NPs) de TiO, este expusa in diferite publicatii
in care se mentioneaza eficienta utilizarii acestora in industria alimentara, medicina,
microbiologie, la producerea vopselelor, pigmentilor, aplicarea In cosmetologie.
Aplicarea nanoparticulelor anorganice la cultivarea microorganismelor reprezinta
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un domeniu recent in cercetdrile de nanobiotehnologie [11, 14, 15]. Exista ipoteza
cd mai multe nanocompozite poseda activitati toxice, dar si stimulatorii asupra
microorganismelor, care se manifesta in dependenta de compozitia nanocompozitelor
si concentratia aplicata.

Un numar mare de experiente sunt destinate studiului influentei nanoparticulelor
dioxidului de titan. Conform rezultatelor din literatura de specialitate, concentratia
minima inhibitorie (MIC - minimum inhibitory concentration) a nanoparticulelor este
variatd si depinde de microorganismul cercetat. Spre exemplu, pentru Escherichia coli
si Candida albicans MIC a NPs TiO, constituie 9,7 ug.ml", iar pentru Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis MIC este de 19,0-19,5 pg.ml’!
[13]. Posibile mecanisme de influentd a nanoparticulelor TiO, la nivel celular au fost
cercetate de catre mai multi specialisti In domeniu, care au elucidat unele procese ce au
loc in cazul aplicarii NPs [5, 7, 9].

Un studiu de evaluare a influentei nanoparticulelor TiO,, ZrO, si Fe,O,, asupra
consumului de O, si integritafii membranei celulare la drojdia Saccharomyces cerevisiae
a efectuat Lila Otero-Gonzalez, care a stabilit ca concentratiile pana la 1000 mg/L nu
sunt toxice pentru drojdie [12].

Despre efectele de stimulare a nanoparticulelor se comunica in publicatiile autorului
Kiran [6], care mentioneaza ca utilizarea nanoparticulelor de fier in concentratie de
10 mg/L sporeste cu 80 % productia glicolipidelor biosurfactante la cultura marina
Nocardiopsis sp. MSA13A. In ceea ce priveste alte nanoparticule, este de mentionat
faptul ca pentru Saccharomyces cerevisiae, concentratiile mai mari de 50 ppm (50
mg/L) a ZnO, sunt toxice [4].

Cele expuse mai sus determind importanta teoretica i practica majora a cercetarilor
asupra posibilitatilor de aplicare a nanoparticulelor anorganice in biotehnologia
cultivarii levurilor.

Prezenta lucrare este dedicata elucidarii efectelor nanoparticulelor TiO, asupra
reproducerii celulelor si acumuldrii proteinelor in biomasa levurilor din genurile
Saccharomyces si Rhodotorula.

Materiale si metode

Obiecte de studiu, medii de culturd, conditii de cultivare. In cadrul cercetirilor
s-au utilizat tulpinile de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, selectata ca
producator de B-glucani [3], Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, selectatd ca
producator de manani [16], levura pigmentatd Rhodotorula gracilis— 11/06, selectata
ca producator de carotenoide. Tulpinile sunt pastrate in colectia Laboratorului
Biotehnologia Levurilor si in Colectia de Microorganisme Nepatogene a IMB al
ASM.

In cercetiri s-au utilizat nanoparticule TiO,, elaborate de cercetatorii Institutului de
Inginerie Electronica si Nanotehnologii al ASM. Particulele au fost dispersate in apa.
Concentratiile NPs utilizate in experiente la cultivarea levurilor au constituit 0,5; 1; 5; 10
si 15 mg/L. In calitate de martor s-a cercetat varianta fara aplicarea nanoparticulelor.

Pentru inoculare si cultivarea submersa a levurilor s-au utilizat mediile de
fermentatie specifice tulpinilor in studiu YPD si must de malt [1, 2]. Cultivarea submersa
s-a efectuat in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator cu viteza de
rotatie 200 r.p.m., la temperatura de 25°C, gradul de aerare 81,3...83,3 mg/L, durata de
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cultivare submersa 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a insamantat in volum de 5%
cu inocul 2 x10 ¢ celule/ml. Continutul de oxigen s-a masurat cu Oximetrul portabil —
Oxi-315i/SET 2B10-0011. Valorile pH-ului mediului de cultivare s-au determinat cu
pH-3161 MeBketten WTW, Germania.

Metode de cercetare. Numarul de celule dezvoltate pe mediul lichid s-a estimat
spectrofotometric conform metodelor cunoscute [ 10]. Biomasa levuriana s-a determinat
gravimetric [7].Continutul de proteina s-a masurat spectrofotometric conform metodei
Lowry [8], utilizand 1n calitate de standard albumina cristalina din serul bovinelor.

Prelucrarea statistica a rezultatelor s-a realizat cu ajutorul setului de programe
Statistica 7.

Rezultate si discutii.

Studierea si evidentierea particularitatilor de actiune a nanoparticulelor dioxidului
de titan asupra proliferdrii celulelor s-a monitorizat timp de 48 ore de cultivare in
profunzime, perioada care cuprinde toate fazele procesului de crestere a populatiei:
lag, log, stationara, declin si moarte celulard. Rezultatele experimentale ale influentei
NPs TiO, asupra reproducerii celulelor sunt afigate in figurile 1si 2 din care desprindem
ca densitatea optica (OD), determinata la lungimea de unda A=670 nm, in probele
experimentale ale tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 nu diferad substantial
de martor (figura 1). Procesele care au loc in fiecare din etapele vitale ale levurii parcurg
in conformitate cu schemele clasice.
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Cercetdrile asupra tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis 11/6 au
demonstrat ca, pe durata ciclului de cultivare de 48 ore, nanoparticulele dioxidului
de titan in concentratii de 0,5 si 1,0 mg/L, retin multiplicarea celulelor, efect mai
pronuntat observandu-se dupa 18-24 ore de cultivare (Figura 2). Cu referire la
concentratia de 15 mg/L a NPs TiO, din datele prezentate observam dupd 48 ore de
cultivare in profunzime o micsorare a numarului de celule comparativ cu proba martor.
Rezultatele obtinute sugereazd ideea cd NPs TiO, ar putea influenta nivelul de rezistenta
a celulelor pigmentate fatd de nanoparticule. Ipoteza datd urmeaza a fi verificata si
confirmata prin analiza altor teste legate de procesele fiziologice care decurg in
paralel cu multiplicarea.
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Pentru tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 mentionam ca Ia
suplimentarea mediului cu NPs TiO, ciclul de multiplicare in probele experimentale
nu difera substantial de martor. Astfel, rezultatele obtinute indica ca pentru a stabili
concentratiile minime inhibitorii ale nanoparticulelor (IC,)) sau concentrafia la care
populatia prezintd un rdspuns (EC, ), este evidentd necesitatea efectudrii experientelor
cu aplicarea concentratilor mai mari.

Observatiile microscopice denotd ca modificari vizibile ale morfologiei celulelor
levurilor  Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-18 si Rhodotorula gracilis 11/6 la cultivare in prezenta nanoparticulelor
nu s-au produs.

Deoarece in conditiile fizico-chimice modificate de cultivare, cultura isi poate
schimba indicatorii de productivitate ca o reactie de raspuns, in continuare a fost
studiat potentialul de poducere de catre levuri a biomasei celulare. Studiul privind
continutul de biomasa uscatd obtinutd dupa 120 ore de cultivare in profunzime a
tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 releva sub influenta nanoparticulelor
dioxidului de titan o micsorare nesemnificativa (cu 3-6%) comparativ cu indicii
martorului (Figura 3).
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Cercetarile expertimentale cu tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18
au demonstrat ca concentratiile utilizate de nanoparticule ale dioxidului de titan sunt
tolerate de catre levura. Continutul de biomasa in probele experimentale (concentratiile
de 5,0 - 10,0 mg/L) creste nesemnificativ (cu 3-5% comparativ cu martorul) si variaza
in limitele 5,58 - 5,61 g/L s.u., rezultate care sunt apropiate martorului (5,32 g/L s.u.).
Analiza influentei nanoparticulelor dioxidului de titan la cultivarea tulpinii de levuri
pigmentate Rhodotorula gracilis 11/6 a relevat ca concentratiile utilizate, deasemenea
nu initiaza careva dereglari esentiale in dezvoltarea levurii pe mediul YPD (Figura 3).

Generalizand rezultatele prezentate putem afirma ca nanoparticulele dioxidului de
titan adaugate la mediul de cultivare al tulpinilor Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -
20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 si Rhodotorula gracilis 11/6 in intervalele
de concentratii 0,5 - 15,0 mg/L. manifesta capacitatea de a modifica nesemnificativ
acumularea de biomasa fata de proba de referintd. Efectul poate fi explicat prin faptul,
ca concentratiile mici utilizate de nanoparticule sunt insuficiente pentru a obtine un
rezultat sesizabil. Deaceea, pentru sporirea capacitatilor de acumulare a biomasei la
levuri, este oportun de a mari concentratiile nanocompusului dioxidului de titan.

Din punct de vedere biotehnologic este important de a stabili gradul de modificare
a capacitatilor biosintetice a culturii de levuri la actiunea nanoparticulelor aplicate in
procesul de cultivare. Unul din indicatorii importanti, care caracterizeaza desfasurarea
proceselor metabolice a culturilor supuse actiunii diferitor factori de cultivare, este
continutul de proteina.

Fiind formate exclusiv din aminoacizi, proteinele se intilnesc in celule alaturi de alti
compusi importanti de tipul polizaharidelor, lipidelor, acizilor nucleici, etc. Proteinele
pot fi enzime care catalizeaza diferite reactii biochimice in organism, altele pot juca
un rol important in mentinerea integritatii celulare (proteinele din peretele celular), in
raspunsul imun si autoimun al organismului.

Analiza comparativd a rezultatelor prezentate in figura 4 a pus in evidentd
ca in biomasa levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare in
variantele experimentale cu aplicarea NPs TiO, cantitatea de proteina indica
valori sub nivelul martorului. Semnificative (cu 14,5-19,5% mai jos fatd de proba
de referintd) sunt probele experimentale in care au fost aplicate concentratiile
0,5-1,0 mg/L de NPs TiO,.
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Rezultatele raspunsului tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 la
nanoparticulele TiO, prezentate in figura 4, indicd ca concentrafiile mici 0,5 si 1,0
mg/L nu modifica semnificativ continutul de proteine in biomasa. Variatiile inregistrate
in aceasta serie de experiente sunt in intervalul de 2-3 %, ceea ce ne permite sa afirmam
ca continutul de proteina riméne in limitele normale pentru aceastd culturd. In acelasi
timp, in variantele experimentale in care concentratia nanoparticulelor dioxidului de
titan a fost majorata pana la 15,0 mg/L continutul de proteina in biomasa levuriana se
micsoreaza cu 15,4 - 32,5%.

Spre deosebire de efectul negativ al NPs TiO, observat la tulpinile din genul
Saccharomyces, un spor semnificativ al continutului de proteina, cu 15-17% comparativ
cu martorul, s-a obtinut la tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis 11/6.
Concentratiile 0,5; 1,0 si 5,0 mg/L de nanoparticule TiO, addugate in mediul nutritiv,
initiaza o acumulare evidenta a proteinei, continutul careia variaza in limitele 44,6...
45,3% in biomasa levuriand, comparativ cu martorul care contine 38,7% (Figura 4).
Concentratiile NPs TiO,de 10 si 15 mg/L produc o majorare cu 23,8-25,9 % comparativ
cu probele martor a continutului de proteind in biomasa levuriand. Deci, necatand la
pastrarea nivelului de productivitate a biomasei celulare la nivelul martorului, sub
actiunea nanoparticulelor TiOzy in interiorul celulei levuriene, se initiaza o crestere a
continutului de proteind, probabil pentru a mentine echilibrul proceselor metabolice.

Astfel, finalizdnd aceastd analizd, putem afirma ca nanoparticulele dioxidului de
titan prezinta un factor important pentru biotehnologia cultivarii levurilor din genurile
Saccharomyces si Rhodotorula.

Concluzii

1.In concentratii de 0,5-15,0 mg/L, nanoparticulele TiO, nu modifica semnificativ
procesul de reproducere a celulelor si productia de biomasa la levurile Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, Rhodotorula
gracilis 11/6.

2. Nanoparticulele TiO, induc o micsorare a confinutului de proteind cu 14,5-
19,5% la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 si cu 15,4-32,5% la tulpina
Saccharomyces cerevisiee CNMN-Y-18, ceea ce indicd un efect negativ asupra
proceselor de sinteza a unor componente intracelulare.

3. Sporirearandamentului de acumulare a proteineise produce la tulpina Rhodotorula
gracilis 11/6, la cultivare pe mediul nutritiv suplimentat cu nanoparticulele dioxidului
de titan in concentratii de 10,0 - 15,0 mg/L.

Investigatiile au fost realizate in cadrul proiectului 15 817 05 16A finantat de
CSSDT al ASM.
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