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Rezumat

Lucrarea ofera informatii noi despre influenta nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni
si concentratii asupra tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20, selectata
ca producator de B-glucani. S-a constat ca nanoparticulele ZnO cu dimensiunile 10, 30,
<50 si <100 nm 1n concentratii de la 0,5 pind la 15,0 mg/L nu modificd semnificativ
productia de biomasi celulard. O crestere semnificativa a productiei de p-glucani s-a
obtinut 1n probele experimentale 1n care au fost aplicate nanoparticule cu dimensiuni de
<50 nm, efectul de stimulare fiind dependent de concentratiile aplicate. Aceste rezultate
au contribuit la elaborarea unui procedeu nou de cultivare a tulpinii Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, cu aplicarea nanoparticulelor ZnO, care asigura producerea cu
54,9-56,1% mai multi B-glucani comparativ cu varianta de control.
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Introducere

destinate diferitor ramuri ale economiei nationale, importante sunt cercetarile detaliate
ale efectelor nanoparticulelor asupra dezvoltdrii microorganismelor si sintezei
metabolitilor cu destinatie biotehnologica. In acest sens s-a acumulat un material
stiintific variat [ 9, 18, 21]. Este evident insd, ca pentru a utiliza nanoparticulele
in biotehnologia cultivarii levurilor si obtinerii produselor bioactive de diversa
naturd, sunt necesare cercetari suplimentare privitor la reactia lor la nanoparticule
de diferit tip.

Din categoria nanoparticulelor cu perspectiva de aplicarea in diferite domenii fac
parte nanoparticulele ZnO [7, 15]. In literatura de specialitate investigatii raportate la
elucidarea mecanismelor actiunii nanoparticulelor ZnO asupra cresterii si dezvoltarii
microorganismelor sunt putine. Conform cercetarilor Ya-Nan Chang [19], mecanismul
de influenta a nano-oxizilor metalici asupra celulei microbiene este complex si provoaca
modificari atat iTn membrana celulara cat si in citoplasma.

Din sursele bibliografice curente se cunoaste, cd nanoparticulele oxidului de zinc
stimuleaza sinteza B-glucozidazei (BGL) in celulele Saccharomyces cerevisiae [2].
Conform altor studii, nanoparticulele oxidului de zinc poseda activitate antimicrobiana
si antifungica [5,13]. Nanopartuculele ZnO cu dimensiuni medii de ~50 + 10 nm, testate
pe ciuperci patogene in concentratie de 100 mg/L, au demonstrat efect antimicotic
evident [4]. Nanomaterialele oxidului de zinc, datorita proprietatilor antimicrobiene
sunt Incorporate Intr-o varietate de produse farmaceutice cu aplicatii dermatologice, in
creme, lotiuni si unguente [10].

Proprietatile importante ale B-glucanilor izolati din peretii celulari, cum
ar fi activitatea imunomodulatoare si imunostimulatoare [17], anticancerigena
[16, 20] antivirala si antibacteriana [12] sunt promitatoare in contextul consumului
uman si animal.

Sumand informatiile expuse, consideram oportune cercetarile orientate spre
stabilirea parametrilor optimali de aplicare a nanoparticulelor ZnO in procesul de
cultivare a tulpinii producétoare de B-glucani si elaborarea procedeului de sporire a
performantelor biotehnologice.

Material si metode

Obiect de studiu. In cadrul cercetarilor s-a utilizat tulpina de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, seclectatd ca producator de [-glucani [3], péastrata in
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie.

Pentru cultivarea submersa a levurii s-a utilizat mediul YPD ce contine g/L: peptona
—20,0; glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apa potabila — 1.0 L, pH 5.5 [1].
Cultivarea s-a efectuat in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator cu
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viteza de rotatie 200 rot./min, la temperatura de 25+1°C, durata de cultivare submersa
120 ore. Mediul lichid de fermentare a fost insamantat in volum de 5% cu inocul
2 x10 ¢ celule/ mL, preparat pe mediul YPD.

Nano-oxizi metalici: In cercetari au fost utilizate nanoparticule (NP): ZnO cu
dimensiuni de 10 nm si 30 nm, stabilizate Tn Polyvinylpyrrolide (PVP), sintetizate
si puse la dispozitia noastrd cu multd amabilitate de catre cercetatorii Institutului de
Inginerie Electronica si Nanotehnologii ”D. Ghitu” [6]. In experiente au fost utilizate
nanoparticule comercializate: ZnO cu dimensiuni <50 nm, sub forma de pulbere, sinteza
chimica, puritate >97%, contine 6% Al dopant, aria suprafetei >10,8 m? /g (Sigma-
Aldrich) si ZnO cu dimensiuni <100 nm, sub forma de pulbere, puritate 80%, aria
suprafetei 15-25 m?/g (Sigma-Aldrich). Solutia stoc de nanoparticule a fost preparata
conform metodei expuse de Otero-Gonzalez et al. [11].

Metode de analiza. Productia de biomasa levuriana s-a determinat gravimetric
[8]. B-glucanii au fost extrasi din biomasa levuriand si determinati gravimetric
conform procedeului Thammakiti et al. [14]. Prelucrarea statistica a rezultatelor s-a
realizat cu ajutorul setului de programe Statistica 7, veridicitatea in comparatie cu
martorul - p< 0,05.

Rezultate si discutii

Tinand cont de faptul ca, in biotehnologia cultivarii microorganismelor, utilizarea
nanoparticulelor poate spori capacitatea de absorbtie a nutrientilor necesari si implicit
se pot produce modificari in procesele metabolice, in lucrarea de fatd s-a investigat
influienta nanoparticulelor de ZnO cu diferite dimensiuni si concentratii asupra
productiei de biomasa si biosintezei -glucanilor la tulpina de interes biotehnologic
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20. S-a cercetat influenta a patru dimensiuni
(10, 30, <50 si <100 nm) a nanoparticulelor ZnO, aplicand concentratiile de
la 0,5 Ia 15 mg/L.

Evaluarea productivitatii de biomasa, obtinuta la 1 L mediu nutritiv, a relevat
o stabilitate relativd pentru levura cultivatd in prezenta nanoparticulelor ZnO cu
dimensiuni diferite. Astfel, suplinirea mediului nutritiv cu nanoparticule de dimensiunea
30 nm, in concentratie de 1-15 mg/L, duce la micsorarea cantititii de biomasa
cu 11-16% (fig.1).
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Prin cercetarea actiunii nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <100 nm, in concentratie
de la 0,5 pana la 15 mg/L, deasemenea s-au stabilit diferente nesemnificative ale
valorilor productiei de biomasa. Cantitatea de biomasa uscata in probele experimentale
variaza in 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, in care cantitatea de biomasa este de 5,37+0,48 g/L. Majorare
semnificativa a cantitatii de biomasa s-a observat in cazul suplinirii mediului nutritiv
cu nanoparticule ZnO de dimensiunea <50 nm, efectul stimulativ fiind dependent de
concentratiile aplicate. Astfel, conform cantitatii de biomasa obtinute, efect stimulativ
sporit poseda nanoparticulele in concentratie 5-15 mg/L, care stimuleazd acumularea
de biomasa cu pana la 20,3% comparativ cu probele martor. Prin urmare, rezultatele
indica implicarea nanoparticulelor ZnO in procesul de dezvoltare a levurii.

Deoarece 1n cercetare s-au utilizat nanoparticule care sunt putin studiate in
biotehnologia levurilor producatoare de p-glucani, problema ce tine de evidentierea
productiei polizaharidelor rimane in centrul atentiei. In acest sens, a fost initiat
studiul de elucidare a concentratiei maximal eficiente pentru a obtine o productie
sporita de B-glucani.

Determinarea cantitativd a continutului de [B-glucani, in peretii celulari ai
levurii la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni 10 nm, 30
nm si <100 nm, a pus in evidentd modificdri de ordin minor. Valorile continutului
de B-glucani in peretii celulari din probele experimentale cu ZnO <100 nm, variaza
in limitele 21,36 — 23,71%, 1n proba martor B-glucanii constituie 21,02 % la s.u.
O sporire cu 12-12,8% a cantitatii de B-glucani s-a constatat la aplicarea concentratiilor
de 1 si 5,0 mg/L, valori care sunt mai mici fata de efectele nanoparticulelor ZnO cu
dimensiuni <50 nm (Figura 2).

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20,
B-glucani, % in b.u.
Figura 2. Continutul de
— _ = p-glucani in biomasa Sac-
Al — I__ =10 nm charomyces cerevisiae CN-
i T MN-Y-20, la cultivare in
| 30 nm
5 10

o
|I|_| ||‘_| “‘l prezenta  nanoparticulelor
0 0,5 1 15

150
130
110

% la martor
N O
o O

= <50 nm ZnO cu diferite dimensiuni si
m<100nm | concentratii.

[
o

Concentratia nanoparticulelor ZnO, mg/L

Cercetdrile de determinare cantitativa a  B-glucanilor in biomasa
levurii la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de
<50 nm a pus in evidentd modificéri pozitive. Continutul de p-glucani in biomasa
celulara din variantele cu utilizarea nanoparticulelor a inregistrat un spor mai mare
comparativ cu cele din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu dimensiuni de 10, 30 si
<100 nm. Valorile continutului de -glucani in biomasa uscata din probele experimentale
cu ZnO (<50 nm) variaza in limitele 19,91% — 23,73%, in proba martor B-glucanii
constituie 17,82+1,06%. O crestere statistic veridica (cu 30,3-33,2 %) a continutului de
B-glucani s-a constatat pentru concentratiile 10 si 15 mg/L.

In scopul detectarii potentialelor dimensiuni si concentratii ale nanoparticulelor
ZnO favorabile pentru a obtine o productie maximala de -glucani la o unitate de mediu
nutritiv, au fost realizate experimente din care am selectat rezultate promititoare pentru
a propune o posibila utilizare a nanoparticulelor in biotehnologia cultivarii levurilor din
genul Saccharomyces.
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Generalizand rezultatele experimentale ale productiei de B-glucani, calculata
la 1 L mediu nutritiv, putem afirma ca cantitatea maximald de produs se obtine la
cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 cu utilizarea a 10-15 mg/L
nanoparticulelor ZnO (<50 nm). Concentratiile date asigura obtinerea a 1,33-1,34 g/L
B-glucani, ceea ce este cu 54,9-56,1 % mai mult fatd de martor (figura 3).

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20,
B-glucani, g/L

Figura 3.  Valorile
procentuale fatd de martor
ale cantititii de p-glucani
la Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, sub influenta
nanoparticulelor ZnO.
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Astfel, rezultatele relevante obtinute in experientele de elucidare a influentei
nanoparticulelor ZnO asupra biosintezei B-glucanilor permit de a propune un procedeu
nou de aplicare a nanoaprticulelor in biotehnologia cultivarii levurii de interes
biotehnologic Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20.

Realizarea procedeului, Se obtine suspensia de levuri (inocul), crescutd timp de
24 ore pe mediul YPD sau must de malt, care se inoculeaza in volum de 5% (inocul
2 x10 ¢ celule/ ml), in 200 ml mediu nutritiv YPD ce contine g/L: peptonda — 20,0;
glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apa potabild — 1.0 L, pH 5.5. In calitate
de catalizator pentru stimularea biosintezei -glucanilor, se adauga in conditii sterile,
nanoparticule ZnO cu dimensiunea <50 nm, in concentratii de 10- 15 mg/L. Cultivarea
tulpinii se realizeaza in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L in conditii de agitare
continua, 200 r.p.m., la temperatura de 26=1°C, in decurs de 120 ore. Ulterior, biomasa
se colecteaza prin centrifugare la 3000 r.p.m., timp de 15 minute.

Procesul de extragere a B-glucanilor din biomasa levuriana se efectueaza aplicand
metoda Tammakiti et al. [14]. Continutul maximal al B-glucanilor determinat in
biomasa uscata constituie 23,22+0,5.....23,73+0,32% fiind cu 30,3...33,2 % superior
martorului (tab.1). Recalculul cantitatii de B-glucani obtinut la 1 L mediu de cultura
indica o productie de 1,33...1,34 g/L, ceea ce este cu 54,9-56,1 % mai mult comparativ
cu martorul.

Tabelul 1. Cantitatea de biomasaa si continutul de B-glucani la tulpina de levuri
Saccharomyces cerevisise CNMN-Y-20, la cultivare pe mediul YPD in prezenta
nanoparticulelor ZnO (<50 nm).

Concentratia nano- Biomasa uscata B-glucani B-glucani
particulelor ZnO %la | %inbiomasa | %]la | g/Lmediude [ %la
(<50 nm), mg/L gL martor uscati martor culturi 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 23,7340,32 133,2 1,335+0,05 154,9

20 5,60+0,82 116,1 23,10+0,32 129,6 1,293+40,06 150,0

30 5,06+0,34 105,0 23,11+0,52 129.,7 1,171+0,09 1473

50 5,26+0,74 109,1 21,48+0,87 120,5 1,126+0,02 130,6

70 5,49+0,49 1139 19,91+0,81 119.3 1,094+0,09 126,9
v P<0,05

Astfel, esenta cercetarilor realizate consta in elucidarea efectelor nanoparticulelor
oxidului de zinc in vederea sporirii potentialului bioproductiv al levurilor si elaborarea
unui procedeu inovativ de producere a B-glucanilor. O asemenea abordare a permis
selectarea dimensiunilor si concentratiilor nanoparticulelor cu activitate stimulatorie
inalta asupra celulelor levuriene, ceea ce este o solutie inovativa pentru biotenhologiile
contemporane.

Concluzii

1. Dintre nanoparticulele ZnO cu diferite dimensiuni, aplicate la cultivarea tulpinii
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, mai active au fost cele cu dimensiunea <50
nm, In concentratii de 10 si 15 mg/L, care au manifestat o crestere statistic veridica a
productiei de biomasa si continutului de -glucani.

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