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Rezumat
Lucrarea oferă informaţii despre influenţa diferitor concentraţii de nanoparticule 
TiO2 asupra levurilor din genurile Saccharomyces şi Rhodotorula. S-a constatat că 
nanoparticulele TiO2 în concentraţii de 0,5 până la 15,0 mg/L nu modifică în mod 
semnificativ multiplicarea şi producţia de biomasă la Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, Rhodotorula gracilis II/6, dar determină 
scăderea conţinutului de proteine în biomasa levurilor genului Saccharomyces. Efectul 
pozitiv al nanoparticulelor de TiO2 a fost marcat pentru acumularea de proteine la tulpina 
de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis II/ 6.
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Introducere
Funcţionalitatea nanoparticulelor (NPs) de TiO2 este expusă în diferite publicaţii 

în care se menţionează eficienţa utilizării acestora în industria alimentară, medicină, 
microbiologie, la producerea vopselelor, pigmenţilor, aplicarea în cosmetologie. 
Aplicarea nanoparticulelor anorganice la cultivarea microorganismelor reprezintă 
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un domeniu recent în cercetările de nanobiotehnologie [11, 14, 15]. Există ipoteza 
că mai multe nanocompozite posedă activităţi toxice, dar şi stimulatorii asupra 
microorganismelor, care se manifestă în dependenţă de compoziţia nanocompozitelor 
şi concentraţia aplicată. 

Un număr mare de experienţe sunt destinate studiului influenţei nanoparticulelor 
dioxidului de titan. Conform rezultatelor din literatura de specialitate, concentraţia 
minimă inhibitorie (MIC - minimum inhibitory concentration) a nanoparticulelor este 
variată şi depinde de microorganismul cercetat. Spre exemplu, pentru Escherichia coli 
şi Candida albicans MIC a NPs TiO2 constituie 9,7 µg.ml-1, iar pentru Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis MIC este de 19,0-19,5 µg.ml-1 

[13]. Posibile mecanisme de influenţă a nanoparticulelor TiO2 la nivel celular au fost 
cercetate de către mai mulţi specialişti în domeniu, care au elucidat unele procese ce au 
loc în cazul aplicării NPs [5, 7, 9]. 

Un studiu de evaluare a influenţei nanoparticulelor TiO2, ZrO2 şi Fe2O3, asupra 
consumului de O2 şi integrităţii membranei celulare la drojdia Saccharomyces cerevisiae 
a efectuat Lila Otero-Gonzalez, care a stabilit că concentraţiile până la 1000 mg/L nu 
sunt toxice pentru drojdie [12]. 

Despre efectele de stimulare a nanoparticulelor se comunică în publicaţiile autorului 
Kiran [6], care menţionează că utilizarea nanoparticulelor de fier în concentraţie de 
10 mg/L sporeşte cu 80 % producţia glicolipidelor biosurfactante la cultura marină 
Nocardiopsis sp. MSA13A. În ceea ce priveşte alte nanoparticule, este de menţionat 
faptul că pentru Saccharomyces cerevisiae, concentraţiile mai mari de 50 ppm (50 
mg/L) a ZnO2 sunt toxice [4].

Cele expuse mai sus determină importanţa teoretică şi practică majoră a cercetărilor 
asupra posibilităţilor de aplicare a nanoparticulelor anorganice în biotehnologia 
cultivării levurilor. 

Prezenta lucrare este dedicată elucidării efectelor nanoparticulelor TiO2 asupra 
reproducerii celulelor şi acumulării proteinelor în biomasa levurilor din genurile 
Saccharomyces şi Rhodotorula.

Materiale şi metode
Obiecte de studiu, medii de cultură, condiţii de cultivare. În cadrul cercetărilor 

s-au utilizat tulpinile de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, selectată ca 
producător de β-glucani [3], Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, selectată ca 
producător de manani [16], levura pigmentată Rhodotorula gracilis– II/06, selectată 
ca producător de carotenoide. Tulpinile sunt păstrate în colecţia Laboratorului 
Biotehnologia Levurilor şi în Colecţia de Microorganisme Nepatogene a IMB al 
AŞM.

În cercetări s-au utilizat nanoparticule TiO2, elaborate de cercetătorii Institutului de 
Inginerie Electronică şi Nanotehnologii al AŞM. Particulele au fost dispersate în apă. 
Concentraţiile NPs utilizate în experienţe la cultivarea levurilor au constituit 0,5; 1; 5; 10 
şi 15 mg/L. În calitate de martor s-a cercetat varianta fără aplicarea nanoparticulelor.

Pentru inoculare şi cultivarea submersă a levurilor s-au utilizat mediile de 
fermentaţie specifice tulpinilor în studiu YPD şi must de malţ [1, 2]. Cultivarea submersă 
s-a efectuat în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator cu viteza de 
rotaţie 200 r.p.m., la temperatura de 250C, gradul de aerare 81,3...83,3 mg/L, durata de 
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cultivare submersă 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a însămânţat în volum de 5% 
cu inocul 2 x10 6 celule/ml. Conţinutul de oxigen s-a măsurat cu Oximetrul portabil – 
Oxi-315i/SET 2B10-0011. Valorile pH-ului mediului de cultivare s-au determinat cu 
pH-316i MeBketten WTW, Germania.

Metode de cercetare. Numărul de celule dezvoltate pe mediul lichid s-a estimat 
spectrofotometric conform metodelor cunoscute [10]. Biomasa levuriană s-a determinat 
gravimetric [7].Conţinutul de proteină s-a măsurat spectrofotometric conform metodei 
Lowry [8], utilizând în calitate de standard albumina cristalină din serul bovinelor. 

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

Rezultate şi discuţii.
	Studierea şi evidenţierea particularităţilor de acţiune a nanoparticulelor dioxidului 

de titan asupra proliferării celulelor s-a monitorizat timp de 48 ore de cultivare în 
profunzime, perioada care cuprinde toate fazele procesului de creştere a populaţiei: 
lag, log, staţionară, declin şi moarte celulară. Rezultatele experimentale ale influenţei 
NPs TiO2 asupra reproducerii celulelor sunt afişate în figurile 1şi 2 din care desprindem 
că densitatea optică (OD), determinată la lungimea de undă λ=670 nm, în probele 
experimentale ale tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 nu diferă substanţial 
de martor (figura 1). Procesele care au loc în fiecare din etapele vitale ale levurii parcurg 
în conformitate cu schemele clasice. 

Figura 1. Valorile 
densităţii optice (OD) a 
celulelor Saccharomy-
ces cerevisiae CNMN-
Y-20 la cultivarea în 
prezenţa NPs TiO2 .

Cercetările asupra tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis II/6 au 
demonstrat că, pe durata ciclului de cultivare de 48 ore, nanoparticulele dioxidului 
de titan în concentraţii de 0,5 şi 1,0 mg/L, reţin multiplicarea celulelor, efect mai 
pronunţat observandu-se după 18-24 ore de cultivare (Figura 2). Cu referire la 
concentraţia de 15 mg/L a NPs TiO2 , din datele prezentate observăm după 48 ore de 
cultivare în profunzime o micşorare a numărului de celule comparativ cu proba martor. 
Rezultatele obţinute sugerează ideea că NPs TiO2 ar putea influenţa nivelul de rezistenţă 
a celulelor pigmentate faţă de nanoparticule. Ipoteza dată urmează a fi verificată şi 
confirmată prin analiza altor teste legate de procesele fiziologice care decurg în  
paralel cu multiplicarea.

Microbiologia şi Biotehnologia Microbiologia şi Biotehnologia



152

Buletinul AŞM. Ştiinţele vieţii. Nr. 3(327) 2015 Buletinul AŞM. Ştiinţele vieţii. Nr. 3(327) 2015Buletinul AŞM. Ştiinţele vieţii. Nr. 3(327) 2015 Buletinul AŞM. Ştiinţele vieţii. Nr. 3(327) 2015

Figura 2. Valorile 
densităţii optice (OD) 
a celulelor Rhodotorula 
gracilis II/6 la cultivare 
în prezenţa NPs TiO2 .

Pentru tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 menţionăm că la 
suplimentarea mediului cu NPs TiO2 ciclul de multiplicare în probele experimentale 
nu diferă substanţial de martor. Astfel, rezultatele obţinute indică că pentru a stabili 
concentraţiile minime inhibitorii ale nanoparticulelor (IC50) sau concentraţia la care 
populaţia prezintă un răspuns (EC50), este evidentă necesitatea efectuării experienţelor 
cu aplicarea concentraţilor mai mari. 

Observaţiile microscopice denotă că modificări vizibile ale morfologiei celulelor 
levurilor Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, Saccharomyces cerevisiae 
CNMN-Y-18 şi Rhodotorula gracilis II/6 la cultivare în prezenţa nanoparticulelor  
nu s-au produs. 

Deoarece în condiţiile fizico-chimice modificate de cultivare, cultura îşi poate 
schimba indicatorii de productivitate ca o reacţie de răspuns, în continuare a fost 
studiat potenţialul de poducere de către levuri a biomasei celulare. Studiul privind 
conţinutul de biomasă uscată obţinută după 120 ore de cultivare în profunzime a 
tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 relevă sub influenţa nanoparticulelor 
dioxidului de titan o micşorare nesemnificativă (cu 3-6%) comparativ cu indicii 
martorului (Figura 3).

Figura 3. Efectul 
nanoparticulelor TiO2 
asupra conţinutului de 
biomasă la tulpinile de 
levuri.
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Cercetările expertimentale cu tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 
au demonstrat că concentraţiile utilizate de nanoparticule ale dioxidului de titan sunt 
tolerate de către levură. Conţinutul de biomasă în probele experimentale (concentraţiile 
de 5,0 - 10,0 mg/L) creşte nesemnificativ (cu 3-5% comparativ cu martorul) şi variază 
în limitele 5,58 - 5,61 g/L s.u., rezultate care sunt apropiate martorului (5,32 g/L s.u.). 
Analiza influenţei nanoparticulelor dioxidului de titan la cultivarea tulpinii de levuri 
pigmentate Rhodotorula gracilis II/6 a relevat că concentraţiile utilizate, deasemenea 
nu iniţiază careva dereglări esenţiale în dezvoltarea levurii pe mediul YPD (Figura 3). 

Generalizând rezultatele prezentate putem afirma că nanoparticulele dioxidului de 
titan adăugate la mediul de cultivare al tulpinilor Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 şi Rhodotorula gracilis II/6 în intervalele 
de concentraţii 0,5 - 15,0 mg/L manifestă capacitatea de a modifica nesemnificativ 
acumularea de biomasă faţă de proba de referinţă. Efectul poate fi explicat prin faptul, 
că concentraţiile mici utilizate de nanoparticule sunt insuficiente pentru a obţine un 
rezultat sesizabil. Deaceea, pentru sporirea capacităţilor de acumulare a biomasei la 
levuri, este oportun de a mări concentraţiile nanocompusului dioxidului de titan.

	Din punct de vedere biotehnologic este important de a stabili gradul de modificare 
a capacităţilor biosintetice a culturii de levuri la acţiunea nanoparticulelor aplicate în 
procesul de cultivare. Unul din indicatorii importanţi, care caracterizează desfăşurarea 
proceselor metabolice a culturilor supuse acţiunii diferitor factori de cultivare, este  
conţinutul de proteină. 

Fiind formate exclusiv din aminoacizi, proteinele se întîlnesc în celule alături de alţi 
compuşi importanţi de tipul polizaharidelor, lipidelor, acizilor nucleici, etc. Proteinele 
pot fi enzime care catalizează diferite reacţii biochimice în organism, altele pot juca 
un rol important în menţinerea integrităţii celulare (proteinele din peretele celular), în 
răspunsul imun şi autoimun al organismului.

	Analiza comparativă a rezultatelor prezentate în figura 4 a pus în evidenţă 
că în biomasa levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare în 
variantele experimentale cu aplicarea NPs TiO2, cantitatea de proteină indică 
valori sub nivelul martorului. Semnificative (cu 14,5-19,5% mai jos faţă de proba 
de referinţă) sunt probele experimentale în care au fost aplicate concentraţiile  
0,5-1,0 mg/L de NPs TiO2. 

Figura 4. Efectul nano-
particulelor TiO2 asupra 
conţinutului de proteină în 
biomasa levuriană.
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Rezultatele răspunsului tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 la 
nanoparticulele TiO2 prezentate în figura 4, indică că concentraţiile mici 0,5 şi 1,0 
mg/L nu modifică semnificativ conţinutul de proteine în biomasă. Variaţiile înregistrate 
în această serie de experienţe sunt în intervalul de 2-3 %, ceea ce ne permite să afirmăm 
că conţinutul de proteină rămâne în limitele normale pentru această cultură. În acelaşi 
timp, în variantele experimentale în care concentraţia nanoparticulelor dioxidului de 
titan a fost majorată până la 15,0 mg/L conţinutul de proteină în biomasa levuriană se 
micşorează cu 15,4 - 32,5%. 

Spre deosebire de efectul negativ al NPs TiO2 observat la tulpinile din genul 
Saccharomyces, un spor semnificativ al conţinutului de proteină, cu 15-17% comparativ 
cu martorul, s-a obţinut la tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis II/6. 
Concentraţiile 0,5; 1,0 şi 5,0 mg/L de nanoparticule TiO2 adăugate în mediul nutritiv, 
iniţiază o acumulare evidentă a proteinei, conţinutul căreia variază în limitele 44,6…
45,3% în biomasa levuriană, comparativ cu martorul care conţine 38,7% (Figura 4). 
Concentraţiile NPs TiO2 de 10 şi 15 mg/L produc o majorare cu 23,8-25,9 % comparativ 
cu probele martor a conţinutului de proteină în biomasa levuriană. Deci, necătând la 
păstrarea nivelului de productivitate a biomasei celulare la nivelul martorului, sub 
acţiunea nanoparticulelor TiO2, în interiorul celulei levuriene, se iniţiază o creştere a 
conţinutului de proteină, probabil pentru a menţine echilibrul proceselor metabolice.         

Astfel, finalizând această analiză, putem afirma că nanoparticulele dioxidului de 
titan prezintă un factor important pentru biotehnologia cultivării levurilor din genurile 
Saccharomyces şi Rhodotorula.

Concluzii
În concentraţii de 0,5-15,0 mg/L, nanoparticulele TiO1. 2 nu modifică semnificativ

procesul de reproducere a celulelor şi producţia de biomasă la levurile Saccharomyces 
cerevisiae CNMN-Y-20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, Rhodotorula 
gracilis II/6.

Nanoparticulele TiO2. 2 induc o micşorare a conţinutului de proteină cu 14,5-
19,5% la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 şi cu 15,4-32,5% la tulpina 
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, ceea ce indică un efect negativ asupra 
proceselor de sinteză a unor componente intracelulare. 

Sporirea randamentului de acumulare a proteinei se produce la tulpina 3. Rhodotorula
gracilis II/6, la cultivare pe mediul nutritiv suplimentat cu nanoparticulele dioxidului 
de titan în concentraţii de 10,0 - 15,0 mg/L.

Investigaţiile au fost realizate în cadrul proiectului 15  817 05 16A finanţat de  
CSŞDT al AŞM.
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