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Rezumat
Lucrarea oferă informații noi despre influența nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni 
și concentrații asupra tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, selectată 
ca producător de β-glucani. S-a constat că nanoparticulele ZnO cu dimensiunile 10, 30, 
<50 și <100 nm, în concentrații de la 0,5 pînă la 15,0 mg/L nu modifică semnificativ 
producția de biomasă celulară. O creștere semnificativă a producției de β-glucani s-a 
obținut în probele experimentale în care au fost aplicate nanoparticule cu dimensiuni de 
<50 nm, efectul de stimulare fiind dependent de concentrațiile aplicate. Aceste rezultate 
au contribuit la elaborarea unui procedeu nou de cultivare a tulpinii Saccharomyces 
cerevisiae CNMN-Y-20, cu aplicarea nanoparticulelor ZnO, care asigură producerea cu 
54,9-56,1% mai mulți β-glucani comparativ cu varianta de control.
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Introducere
În vederea dezvoltării posibilităților tehnologice de producere a noi bioproduse 

destinate diferitor ramuri ale economiei naționale, importante sunt cercetările detaliate 
ale efectelor nanoparticulelor asupra dezvoltării microorganismelor și sintezei 
metaboliților cu destinație biotehnologică. În acest sens s-a acumulat un material 
științific variat [ 9, 18, 21]. Este evident însă, că pentru a utiliza nanoparticulele 
în biotehnologia cultivării levurilor și obținerii produselor bioactive de diversă 
natură, sunt necesare cercetări suplimentare privitor la reacția lor la nanoparticule  
de diferit tip. 

Din categoria nanoparticulelor cu perspectivă de aplicarea în diferite domenii fac 
parte nanoparticulele ZnO [7, 15]. În literatura de specialitate investigații raportate la 
elucidarea mecanismelor acțiunii nanoparticulelor ZnO asupra creșterii și dezvoltării 
microorganismelor sunt puține. Conform cercetărilor Ya-Nan Chang [19], mecanismul 
de influență a nano-oxizilor metalici asupra celulei microbiene este complex și provoacă 
modificări atât în membrana celulară cât și în citoplasmă. 

Din sursele bibliografice curente se cunoaște, că nanoparticulele oxidului de zinc 
stimulează sinteza β-glucozidazei (BGL) în celulele Saccharomyces cerevisiae [2]. 
Conform altor studii, nanoparticulele oxidului de zinc posedă activitate antimicrobiană 
și antifungică [5,13]. Nanopartuculele ZnO cu dimensiuni medii de ~50 ± 10 nm, testate 
pe ciuperci patogene în concentrație de 100 mg/L, au demonstrat efect antimicotic 
evident [4]. Nanomaterialele oxidului de zinc, datorită proprietăților antimicrobiene 
sunt încorporate într-o varietate de produse farmaceutice cu aplicații dermatologice, în 
creme, loțiuni și unguente [10].

Proprietățile importante ale β-glucanilor izolaţi din pereţii celulari, cum 
ar fi activitatea imunomodulatoare şi imunostimulatoare [17], anticancerigenă  
[16, 20] antivirală şi antibacteriană [12] sunt promiţătoare în contextul consumului  
uman și animal.

Sumând informațiile expuse, considerăm oportune cercetările orientate spre 
stabilirea parametrilor optimali de aplicare a nanoparticulelor ZnO în procesul de 
cultivare a tulpinii producătoare de β-glucani și elaborarea procedeului de sporire a 
performanțelor biotehnologice.

Material și metode
Obiect de studiu. În cadrul cercetărilor s-a utilizat tulpina de levuri Saccharomyces 

cerevisiae CNMN-Y-20, selectată ca producător de β-glucani [3], păstrată în 
Colecţia Națională de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie și 
Biotehnologie.

Pentru cultivarea submersă a levurii s-a utilizat mediul YPD ce conține g/L: peptonă 
– 20,0; glucoză – 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apă potabilă – 1.0 L, pH 5.5 [1]. 
Cultivarea s-a efectuat în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator cu 
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viteza de rotaţie 200 rot./min, la temperatura de 25±10C, durata de cultivare submersă 
120 ore. Mediul lichid de fermentare a fost însămânţat în volum de 5% cu inocul  
2 x10 6 celule/ mL, preparat pe mediul YPD. 

Nano-oxizi metalici: În cercetări au fost utilizate nanoparticule (NP): ZnO cu 
dimensiuni de 10 nm și 30 nm, stabilizate în Polyvinylpyrrolide (PVP), sintetizate 
și puse la dispoziția noastră cu multă amabilitate de către cercetătorii Institutului de 
Inginerie Electronică și Nanotehnologii ˮD. Ghițuˮ [6]. În experiențe au fost utilizate 
nanoparticule comercializate: ZnO cu dimensiuni <50 nm, sub formă de pulbere, sinteză 
chimică, puritate >97%, conține 6% Al dopant, aria suprafeței >10,8 m2 /g (Sigma-
Aldrich) și ZnO cu dimensiuni <100 nm, sub formă de pulbere, puritate 80%, aria 
suprafeței 15-25 m2 /g (Sigma-Aldrich). Soluția stoc de nanoparticule a fost preparată 
conform metodei expuse de Otero-Gonzalez et al. [11].

Metode de analiză. Producția de biomasa levuriană s-a determinat gravimetric 
[8]. β-glucanii au fost extrași din biomasa levuriană și determinaţi gravimetric 
conform procedeului Thammakiti et al. [14]. Prelucrarea statistică a rezultatelor s-a 
realizat cu ajutorul setului de programe Statistica 7, veridicitatea în comparație cu  
martorul - p≤ 0,05.

Rezultate și discuții
Ținând cont de faptul că, în biotehnologia cultivării microorganismelor, utilizarea 

nanoparticulelor poate spori capacitatea de absorbție a nutrienților necesari și implicit 
se pot produce modificări în procesele metabolice, în lucrarea de față s-a investigat 
influiența nanoparticulelor de ZnO cu diferite dimensiuni și concentrații asupra 
producției de biomasă și biosintezei β-glucanilor la tulpina de interes biotehnologic 
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. S-a cercetat influența a patru dimensiuni 
(10, 30, <50 și <100 nm) a nanoparticulelor ZnO, aplicând concentrațiile de  
la 0,5 la 15 mg/L.

Evaluarea productivității de biomasă, obținută la 1 L mediu nutritiv, a relevat 
o stabilitate relativă pentru levura cultivată în prezența nanoparticulelor ZnO cu 
dimensiuni diferite. Astfel, suplinirea mediului nutritiv cu nanoparticule de dimensiunea 
30 nm, în concentrație de 1-15 mg/L, duce la micșorarea cantității de biomasă  
cu 11-16% (fig.1). 

Figura 1. Conținutul 
de biomasă Saccharomyces 
cerevisiae CNMN-Y-20, la 
cultivare în prezența nano-
particulelor ZnO cu diferite 
dimensiuni și concentrații.

Prin cercetarea acțiunii nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <100 nm, în concentrație 
de la 0,5 până la 15 mg/L, deasemenea s-au stabilit diferențe nesemnificative ale 
valorilor producției de biomasă. Cantitatea de biomasă uscată în probele experimentale 
variază în jurul la 5,25...5,63 g per 1 L mediu nutritiv, ceea ce constituie 97,7% - 
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104,8% din proba martor, în care cantitatea de biomasă este de 5,37±0,48 g/L. Majorare 
semnificativă a cantității de biomasă s-a observat în cazul suplinirii mediului nutritiv 
cu nanoparticule ZnO de dimensiunea <50 nm, efectul stimulativ fiind dependent de 
concentrațiile aplicate. Astfel, conform cantității de biomasă obținute, efect stimulativ 
sporit posedă nanoparticulele în concentrație 5-15 mg/L, care stimulează acumularea 
de biomasă cu până la 20,3% comparativ cu probele martor. Prin urmare, rezultatele 
indică implicarea nanoparticulelor ZnO în procesul de dezvoltare a levurii.

	Deoarece în cercetare s-au utilizat nanoparticule care sunt puțin studiate în 
biotehnologia levurilor producătoare de β-glucani, problema ce ține de evidențierea 
producției polizaharidelor rămâne în centrul atenției. În acest sens, a fost inițiat 
studiul de elucidare a concentrației maximal eficiente pentru a obține o producție  
sporită de β-glucani. 

Determinarea cantitativă a conținutului de β-glucani, în pereții celulari ai 
levurii la cultivare în prezența nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni 10 nm, 30 
nm și <100 nm, a pus în evidență modificări de ordin minor. Valorile conținutului 
de β-glucani în pereții celulari din probele experimentale cu ZnO <100 nm, variază 
în limitele 21,36 – 23,71%, în proba martor β-glucanii constituie 21,02 % la s.u.  
O sporire cu 12-12,8% a cantității de β-glucani s-a constatat la aplicarea concentrațiilor 
de 1 și 5,0 mg/L, valori care sunt mai mici față de efectele nanoparticulelor ZnO cu 
dimensiuni <50 nm (Figura 2). 

Figura 2. Conținutul de 
β-glucani în biomasa Sac-
charomyces cerevisiae CN-
MN-Y-20, la cultivare în 
prezența nanoparticulelor 
ZnO cu diferite dimensiuni și 
concentrații.

Cercetările de determinare cantitativă a β-glucanilor în biomasa 
levurii la cultivare în prezența nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de  
<50 nm a pus în evidență modificări pozitive. Conținutul de β-glucani în biomasa 
celulară din variantele cu utilizarea nanoparticulelor a înregistrat un spor mai mare 
comparativ cu cele din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu dimensiuni de 10, 30 și  
<100 nm. Valorile conținutului de β-glucani în biomasa uscată din probele experimentale 
cu ZnO (<50 nm) variază în limitele 19,91% – 23,73%, în proba martor β-glucanii 
constituie 17,82±1,06%. O creștere statistic veridică (cu 30,3-33,2 %) a conținutului de 
β-glucani s-a constatat pentru concentrațiile 10 și 15 mg/L. 

În scopul detectării potențialelor dimensiuni și concentrații ale nanoparticulelor 
ZnO favorabile pentru a obține o producție maximală de β-glucani la o unitate de mediu 
nutritiv, au fost realizate experimente din care am selectat rezultate promițătoare pentru 
a propune o posibilă utilizare a nanoparticulelor în biotehnologia cultivării levurilor din 
genul Saccharomyces. 
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Generalizând rezultatele experimentale ale producției de β-glucani, calculată 
la 1 L mediu nutritiv, putem afirma că cantitatea maximală de produs se obține la 
cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 cu utilizarea a 10-15 mg/L 
nanoparticulelor ZnO (<50 nm). Concentrațiile date asigură obținerea a 1,33-1,34 g/L 
β-glucani, ceea ce este cu 54,9-56,1 % mai mult față de martor (figura 3). 

Figura 3. Valorile 
procentuale faţă de martor 
ale cantității de β-glucani 
la Saccharomyces cerevisiae 
CNMN-Y-20, sub influența 
nanoparticulelor ZnO.

Astfel, rezultatele relevante obținute în experiențele de elucidare a influenței 
nanoparticulelor ZnO asupra biosintezei β-glucanilor permit de a propune un procedeu 
nou de aplicare a nanoaprticulelor în biotehnologia cultivării levurii de interes 
biotehnologic Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. 

Realizarea procedeului, Se obține suspensia de levuri (inocul), crescută timp de 
24 ore pe mediul YPD sau must de malț, care se inoculează în volum de 5% (inocul 
2 x10 6 celule/ ml), în 200 ml mediu nutritiv YPD ce conține g/L: peptonă – 20,0; 
glucoză – 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apă potabilă – 1.0 L, pH 5.5. În calitate 
de catalizator pentru stimularea biosintezei β-glucanilor, se adaugă în condiții sterile, 
nanoparticule ZnO cu dimensiunea <50 nm, în concentrații de 10- 15 mg/L. Cultivarea 
tulpinii se realizează în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L în condiţii de agitare 
continuă, 200 r.p.m., la temperatura de 26±10C, în decurs de 120 ore. Ulterior, biomasa 
se colectează prin centrifugare la 3000 r.p.m., timp de 15 minute. 

Procesul de extragere a β-glucanilor din biomasa levuriană se efectuează aplicând 
metoda Tammakiti et al. [14]. Conținutul maximal al β-glucanilor determinat în 
biomasa uscată constituie 23,22±0,5.....23,73±0,32% fiind cu 30,3...33,2 % superior 
martorului (tab.1). Recalculul cantității de β-glucani obținut la 1 L mediu de cultură 
indică o producție de 1,33...1,34 g/L, ceea ce este cu 54,9-56,1 % mai mult comparativ 
cu martorul.

Tabelul 1. Cantitatea de biomasaă și conținutul de β-glucani la tulpina de levuri 
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare pe mediul YPD în prezența 
nanoparticulelor ZnO (<50 nm).

Concentrația nano-
particulelor ZnO 
(<50 nm), mg/L

Biomasa uscată Β-glucani Β-glucani

g/L % la 
martor

% în biomasa 
uscată

% la 
martor

g/L mediu de 
cultură

% la 
martor

 0,0 4,82±0,59 100 17,82±1,06 100 0,862±0,14 100
1 5,14±0,65 106,6  20,65±0,12 117 1,073±0,03 124,5
5 5,52±0,3 114,5 22,60±0,38 126,8 1,246±0,02 144,5
10 5,80±0,4 120,3 23,22±0,55 130,3 1,346±0,03 156,1
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15 5,63±0,10 116,8  23,73±0,32  133,2 1,335±0,05 154,9
20 5,60±0,82 116,1 23,10±0,32  129,6 1,293±0,06 150,0
30 5,06±0,34 105,0 23,11±0,52 129,7 1,171±0,09 147,3
50 5,26±0,74 109,1 21,48±0,87 120,5 1,126±0,02 130,6
70 5,49±0,49 113,9 19,91±0,81 119,3 1,094±0,09 126,9

P ≤0,05	

Astfel, esenţa cercetărilor realizate constă în elucidarea efectelor nanoparticulelor 
oxidului de zinc în vederea sporirii potențialului bioproductiv al levurilor și elaborarea 
unui procedeu inovativ de producere a β-glucanilor. O asemenea abordare a permis 
selectarea dimensiunilor și concentrațiilor nanoparticulelor cu activitate stimulatorie 
înaltă asupra celulelor levuriene, ceea ce este o soluție inovativă pentru biotenhologiile 
contemporane.

Concluzii
Dintre nanoparticulele ZnO cu diferite dimensiuni, aplicate la cultivarea tulpinii 1.	

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, mai active au fost cele cu dimensiunea <50 
nm, în concentrații de 10 și 15 mg/L, care au manifestat o creștere statistic veridică a 
producției de biomasă și conținutului de β-glucani.

Procedeul elaborat de cultivare a tulpinii 2.	 Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20, cu aplicarea nanoparticulelor ZnO (<50 nm), asigură conform rezultatului tehnic, 
producerea de β-glucani cu 54,9-56,1 % mai mult comparativ cu varianta de control.
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