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MICROBIOLOGIA SI BIOTEHNOLOGIA
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Rezumat
Lucrarea ofera informatii noi despre influenta diferitor concentratii de nanoparticule TiO2
asupra continutului de carbohidrati totali, manoproteine, B-glucani, pigmenti carotenoidici
la levuri. S-a constatat ca nanoparticulele dioxidului de titan, in concentratii de 0,5-
5,0 mg/L nu modifica semnificativ procesul de acumulare a carbohidratilor la tulpinile
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 si Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30, dar in
concentratii de 10,0 — 15,0 mg/L pot asigura o inmagazinare pronuntata a carbohidratilor
totali si manoproteinelor la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18. Sporirea
randamentului de acumulare a B-glucanilor la tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, se produce la cultivare pe mediul nutritiv suplimentat cu nanoparticulele
dioxiduluidetitaninconcentratiide 10,0 - 15,0 mg/L. Nanoparticulele TiO2 manifesta efect
de toxicitate asupra acumularii pigmentilor carotenoidici la tulpina Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-30, factorul concentratiei este unul determinant, coeficientul de determinare
este de R*= 0,67. Proprietdtile depistate ale NPs TiO, prezinta oportunitate de aplicare in
biotehnologia cultivarii levurilor si obtinerii unor componente polizaharidice.
Cuvinte cheie: NPs TiO,, Saccharomyces, Rhodotorula, carbohidrati, B-glucani,
manoproteine, carotenoide.
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Introducere

Proprietatile unice si utilitatea nanoparticulelor (NPs) permit de a le aplica in
diferite domenii: biologie, medicind, chimie, fizica etc. [15, 19, 20]. Se considera ca
nanoparticulele de Fe, Zn, Mg, elemente esentiale conform proprietatilor sale noi,
pot modifica cdile matabolice la organismele vii [5, 12]. Nanomateriale pe baza de
nanoparticule metalice (CuO NPs, F,O, NPs) se propun a fi utilizate in medicind ca
remedii cu efect citotoxic [3, 23].

Exista ipoteza ca nanoparticulele influenteaza dezvoltarea microorganismelor.
In lucririle mai multor autori sunt expuse rezultatele efectului diferitor NPs
(oxizi ai Au, Ag, Ti, Si, Zn) asupra celulei microbiene din care concluziondm
ca acestea, in dependentd de compozitie si concentratie, pot stimula sau inhiba
cresterea microorganismelor [2, 8, 10, 18]. Mudasir A. et al. [16] argumenteaza o
posibila utilizare n medicind a nanoparticulelor de Ag sintetizate biologic, elucidand
activitatea antimicrobiand inaltd asupra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhi si Candida albicans.

Comparativ cu alti agenfi antimicrobieni, TiO, atrage atentie datorita stabilitafii
inalte, nu este toxic pentru mediul inconjurator, este ieftin, poseda activitati bioactive,
etc. Conform rezultatelor din literatura de specialitate, concentratia minima inhibitorie
(MIC - minimum inhibitory concentration) a nanoparticulelor este variata si depinde
de microorganismul cercetat. Spre exemplu, pentru Escherichia coli si Candida
albicans MIC a NPs TiO, constituie 9,7 pug. ml", iar pentru Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis MIC este de 19,0-19,5 ug.ml'[17].
Posibile mecanisme de influenta a nanoparticulelor TiO, la nivel celular au fost
cercetate de catre mai multi specialisti Tn domeniu [9,14] care au elucidat unele procese
ce au loc in cazul aplicarii NPs.

Cele expuse mai sus determind importanta de a evidentia efectul nanoparticulelor
asupra producerii de metaboliti la diferite genuri de levuri in vederea dezvoltarii
ramuri ale economiei nationale.

In acest studiu nanoparticulele TiO, au fost utilizate ca model pentru elucidarea
efectelor asupra producerii polizaharidelor si pigmentilor carotenoidici la levurile din
genul Saccharomyces si Rhodotorula.

Materiale si metode

Obiecte de studiu, medii de culturd, conditii de cultivare. in cadrul cercetarilor
s-au utilizat tulpinile de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, selectata ca
producator de B-glucani [4], Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, selectatd ca
producator de manani [24], levura pigmentatd Rhodotorula gracililis— CNMN-Y-30,
selectata ca producator de carotenoide. Tulpinile sunt pastrate in colectia Laboratorului
Biotehnologia Levurilor si in Colectia de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM.

In cercetari s-au utilizat nanoparticule TiO,, elaborate de cercetatorii
Institutului de Inginerie Electronicd si Nanotehnologii al Academiei de Stiinte
a Moldovei. Concentratiile nanoparticulelor 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.
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Pentru inoculare si cultivarea submersa a levurilor s-a utilizat mediul YPD [1].
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 cultivare submersa 120 ore. Mediul lichid de fermentare
s-a insdmantat 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. Carbohidratii totali in biomasa de levuri au fost masurati
la spectrofotometrul PG T60 VIS Spectrophotometer la lungimea de unda 620 nm
cu utilizarea reactivului antron si D-glucozei in calitate de standard [6]. f-glucanii
au fost determinati gravimetric conform procedeului [22]. Manoproteinele au fost
determinate gravimetric conform metodei [13,25]. Pigmentii carotenoidici au fost
extrasi din biomasa levuriand si cuantificati spectrofotometric aplicind metoda
[7,11]. 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

In cadrul expertientelor au fost monitorizati diferiti parametri principali: continutul
de carbohidrati totali, manoproteine, f-glucani, carotenoide individuale si totale extrase
din levuri. Studierea si evidentierea particularitatilor de actiune a nanoparticulelor
dioxidului de titan asupra continutului de carbohidrati in biomasa a pus in evidenta
valori diferite in functie de tulpina levuriana si concentratia utilizata de nanoparticule.
In variantele experimentale de cultivare a tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20 sub influenta nanoparticulelor TiO, in diapazonul de concentratii 0,5, 1,0 5,0,10,0 si
15,0 mg/L s-a inregistrat o stabilitate relativa pentru continutul de carbohidrati. Acelagi
efect s-a observant si in cazul tulpinii pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-
30, la care, sub actiunea concentratiilor examinate ale nanoparticulelor, cantitatea de
carbohidrati variaza in intervalul 24,7 - 29,5 % la s.u., demonstrand un nivel asemanator
martorului ce contine 25,7% la s.u. (fig. 1).
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Figura 1. Efectele nanoparticulelor TiO, asupra acumulirii carbohidratilor la
tulpinile de levuri.
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Analiza statistica a rezultatelor obtinute la cultivarea altei tulpini Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-18, a pus in evidenta valori diferite ale cantitatii de carbohidrati
care, In variantele experimentale cu 10-15 mg/L nanoparticule TiO, depasesc martorul
cu 30,3...42,3 % (fig. 1). Astfel, in cercetarile cu implicarea levurilor a fost demonstrat
ca nanoparticulelor TiO, se manifesta ca reglatori si in functie de tulpina levuriana pot
asigura o acumulare pronuntatd a carbohidratilor.

Pornind de la faptul ca efectul stimulator al NPs TiO, asupra continutului de
carbohidrati este vizibil la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 a fost
consideratd oportund aplicarea nanoparticulelor in scopul modificirii continutului
de manoproteine. Analiza rezultatelor indica cé toate concentratiile de nanoparticule
stimuleaza procesul de acumulare amanoproteinelor in peretele celular, mai semnificative
fiind 10,0 i 15,0 mg/L a NPs TiO, care sporesc cu 19 - 22,6 % comparativ cu probele
martor cantitatea de manoproteine acumulate Tn biomasa levuriana (fig. 2).
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Figura 2. Continutul de manoproteine in biomasa Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-18, cultivata in prezenta nanoparticulelor TiO,

Determinarea altei componente glucidice, a continutului de B-glucani, a pus in
evidentd ca in biomasa levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-20 la cultivare in
prezenta nanoparticulelor TiO,, au loc variafii nesemnificative comparativ cu proba
martor. Astfel, o usoara sporire a continutului de -glucani s-a observat la aplicarea
concentratiilor de 10,0 - 15,0 mg/L, continutul B-glucanilor constituie de la 18,8% la
21,0 % la s.u., ceea ce este cu 7,2-19,8 % mai mult comparativ cu martorul (fig. 3).
La concentrafii mai mici - 0,5-5,0 mg/L a nanoparticulelor TiO,, efectul de stimulare
asupra acumularii f-glucanilor lipseste.

Rezultatele analizei modificarii continutului de pigmenti carotenoidici, care
reprezintd compusi cu proprietati antioxidante, indica cd pe durata cultivarii levurii
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30, acesta este in scadere direct proportionala
cu concentrafia NPs TiO, Reducerea semnificativa a pigmentilor se observa
in toate variantele experimentale, mai semnificativd fiind varianta de mediu
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suplimentat cu 15 mg/L nanoparticule, in care continutul de pigmenti s-a redus
cu 67 % (fig. 4). Posibil, unul din mecanismele blocarii formarii pigmentilor
carotenoidici consta in afectarea de catre radicalii liberi a segmentelor membranei
celulare ce raspund de sinteza carotenoidelor.
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Figura 3. Continutul de B-glucani in biomasa Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 la
cultivare in prezenta nanoparticulelor TiO,

Pentru a stabili rolul NPs TiO, in cultivarea levurii pigmentate Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-30 a fost efectuata analiza corelationala dintre concentratiile nanoparticulelor
utilizate si continutul de carotenoide. Dependenfa dintre concentratiile NPs TiO,
utilizate la cultivarea tulpinii de levuri este exprimata prin coeficientul de determinare
de R?= 0,67. Prin urmare in 67 % de cazuri, concentratia de nanoparticule determina
acumularea de pigmenti carotenoidici.
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Figura 4. Efectul nanoparticulelor TiO, asupra continutului de carotenoide la tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30.

Atrage atenfie faptul cd, sub influenfa nanoparticulelor TiO, proportia dintre
cantitatea de caroten, torulind, torularhodina nu se modifica esential, in majoritate fiind
B-carotenul (fig. 5). Acest fenomen ne indica ca nanoparticulele dioxidului de titan nu
afecteaza cdile de formare a carotenoidelor pigmentate conform carora -carotenul este
predecesorul torulinei, iar torulina - predecesorul torularhodinei, dar presupunem ca
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influenteaza procesul de biosinteza a altor componente, cum ar fi formarea compusilor
incolori cu lantul de carbon C, care stau la baza fazelor urmatoare de ciclizare si formare
a lanturilor de atomi ai carbonului mai mari de C, [21].
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Figura 5. Efectul nanoparticulelor TiO, asupra continutului de B-caroten, torulina,
torularhodina la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30.

utilizare a nanoparticulelor TiO, in biotehnologia cultivarii levurilor si obtinerii unor
componente polizaharidice si pigmentilor carotenoidici. Rezultatele obtinute au
demonstrat eficienta utilizarii nanoparticulelor TiO, la cultivarea tulpinii Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-18 pentru sporirea capacitatilor de biosinteza a carbohidratilor
totali si manoproteinelor si a tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pentru
elevarea randamentului de acumulare a [-glucanilor. Reducerea semnificativd a
continutului de pigmenti observata in toate variantele experimentale cu Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-30 indicad necesitatea examindrii mai minutioase a influentei altor
concentratii a nanoparticulelor.

Concluzii

Nanoparticule TiO, nu modificd semnificativ procesul de acumulare a carbohidratilor
la tulpinile Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 si Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-30, dar in concentratii de 10,0 — 15,0 mg/L pot asigura o inmagazinare
pronuntata a carbohidratilor totali si manoproteinelor la tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-18.

Sporirea randamentului de acumulare a B-glucanilor la tulpina Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, se produce la cultivare pe mediul nutritiv suplimentat cu
nanoparticulele dioxidului de titan in concentratii de 10,0 - 15,0 mg/L.

Nanoparticulele TiO, manifesta efect de toxicitate asupra acumularii pigmentilor
carotenoidici B-caroten, torulind, torularhodina la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-
Y-30, factorul concentratiei este unul determinant, coeficientul de determinare este
de R*= 0,67. Proprietatile depistate ale NPs TiO, prezintd oportunitate de aplicare in
biotehnologia cultivarii levurilor si obtinerii unor componente polizaharidice.

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