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PROFILUL ACTIVITATII CATALAZEI SI PRODUCERII DE PROTEINE LA
SACCHAROMYCES CEREVISIAE CNMN-Y-20 SUB INFLUENTA
NANOPARTICULELOR ZnO

Agafia USATII, Natalia CHISELITA
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie

in lucrare sunt prezentate date noi despre relatiile dintre activitatea enzimei antioxidante catalaza si parametrii de
producere a biomasei si proteinelor la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 sub influenta nanoparticulelor
ZnO cu dimensiuni de 10, 30 si <100 nm. S-a stabilit ca cantitatea de proteine si activitatea enzimei antioxidante
catalaza la tulpina de levuri, la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO, se modifica in functie de dimensiunile si
concentratiile utilizate. Nanoparticulele cu dimensiunile de 10 nm initiaza o micsorare relativa a cantitatii de proteine in
biomasa, valori care s-au observat la toate concentratiile aplicate. Nanoparticulele cu dimensiuni de 30 nm au exprimat
efect pozitiv numai sub influenta concentratiilor mici — de 1-5 mg/L. Rezultatele obtinute la aplicarea nanoparticulelor
cu dimensiuni mai mari (<100 nm) indica tendinte de sporire a cantitatii de proteine la levura aflatd in contact cu
concentratiile de 0,5-1 mg/L, iar concentratiile de 5-15 mg/L micsoreaza aceste valori. Studiul privind relatia dintre
indicii cantitatii de proteine si cei ai activitatii catalazei in biomasa Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la contact
cu nanoparticule ZnO, a relevat o dependentd medie si slaba in functie de dimensiunile nanoparticulelor. Astfel,
finalizdnd aceastd analizd, putem presupune cd nanoparticulele oxidului de zinc, patrunzand in lichidul biologic al
celulei, intrd in contact cu componentele celulare, determinind accelerarea sau intarzierea proceselor biosintetice.
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PROFILE OF THE CATALASE ACTIVITY AND PROTEIN PRODUCTION AT SACCHAROMYCES

CEREVISIAE CNMN-Y-20 UNDER THE ZnO NANOPARTICLES INFLUENCE

This work offers new data regarding the relations between the antioxidant enzyme activity — catalase and the para-
meters of biomass production and proteins of Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 strain under the influence of 10,
30 and <100 nm ZnO nanoparticles. It was established, that the proteins amount and the antioxidant enzyme activity -
catalase at the yeast strain at the cultivation in presence of ZnO nanoparticles has changed depending on dimensions
and the ZnO nanoparticles concentrations. The 10 nm nanoparticles initiated a relative decrease of the protein quantity
in the biomass, values observed at all applied concentrations. The 30 nm nanoparticles have given a positive effect only
in the case when were used low concentrations of 1-5 mg/L. The obtained results with the application of nanoparticles
with larger dimensions (<100 nm) indicated trends of increase of the protein amount in the yeast strain in contact with
0,5-1 mg/L concentrations, but the 5-15 mg/L concentrations decreased these values.

The study regarding the relation between the indices of proteins amount and the catalase activity in Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 biomass in contact with ZnO nanoparticles revealed an average and low dependence in function
of the nanoparticles dimensions.

Thus, finishing this analysis we can assume that zinc oxide nanoparticles, penetrating into the cells cytoplasm, get in
contact with cellular components, can determine an acceleration or a delay of biosynthetic processes.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, ZnO nanoparticles, cell biomass, proteins, catalase.

Introducere

Nanotehnologia are potentialul de a revolutiona diferite domenii, inclusiv industria alimentara, farmaceutica,
cosmetica, biotehnologii de obtinere a principiilor bioactive din microorganisme [1]. Datorita dimensiunilor
reduse (1-100 nm) si proprietatilor unice chimice si fizice, nanoparticulele ar putea aduce modificari sub-
stantiale in diferite sisteme biologice. Studiile recente demonstreaza cd nanoparticulele, datorita dimensiuni-
lor mai mici fata de celulele si organitele celulare, sunt foarte mobile si pot penetra structuri biologice, astfel
perturband functionarea normald a acestora [2-4]. O importantd majorda pentru determinarea potentialelor
efecte ale nanoparticulelor asupra organismelor vii au cercetarile cu aplicarea modelelor experimentale biologice.

Indicatori importanti ai reactiei celulei la actiunea nanoparticulelor sunt enzimele antioxidante si proteinele.
Catalaza, una dintre enzimele antioxidante, participa in conversia peroxidului de hidrogen (2H.0.=2H,0+0,),
care este un agent oxidant puternic, cu caracter toxic pentru celule; astfel, enzima permite desfasurarea in
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bune conditii a unor procese celulare. Proteinele, fiind formate exclusiv din aminoacizi, se intdlnesc in celule
alaturi de alte componente importante, cum ar fi polizaharidele, lipidele, acizii nucleici. 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 §i autoimun al organismului.

Nanoparticule ZnO deseori sunt utilizate ca bioprodus antimicrobian. Nanopartuculele oxidului de zinc cu
dimensiuni medii de ~50 £ 10 nm, testate pe ciuperci patogene in concentratie de 100 mg/L, au demonstrat efect
antimicotic evident [5]. Nanoparticulele ZnO, datoritd proprietatilor antimicrobiene, sunt incorporate intr-0
varietate de produse farmaceutice cu aplicatii dermatologice, in creme, lotiuni si unguente [6]. Totodata, numeroase
cercetari realizate pe parcursul ultimilor ani la cultivarea unor tulpini de levuri, in scopul reglarii proceselor
de biosinteza cu utilizarea nanopartriculelor metalice, confirma eficienta aplicarii lor pentru medierea dezvoltarii
si obtinerii diferitelor principii bioactive valoroase cu aplicatii in diferite domenii [7]. O analiza ampla a efectelor
nanoparticulelor asupra stabilitatii formarii proteinelor si activitatii enzimelor antioxidante ar permite sa intelegem
mecanismele care stau la baza, iar aceste rezultate ar oferi un model prin care pot fi distinse starile celulare.

Oportune in acest context apar investigatiile menite sa elucideze modificarile provocate de nanoparticu-
lele ZnO asupra productiei de biomasa si a continutului de proteine in corelare cu modificarile activitatii
catalazei, cunostinte ce pot promova idei de valorificare eficientd a potentialului biosintetic al levurilor,
rezultate necesare pentru a completa informatiile disponibile in prezent.

Material si metode

Obiect de studiu, medii de culturd, conditii de cultivare. In cadrul cercetirilor a fost utilizata tulpina de
levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 selectata ca producator de B-glucani [8]. Pentru inoculare si
cultivarea submersa a levurii s-a utilizat mediul de fermentatie specific tulpinilor de levuri YPD [9]. Cultivarea
submersa s-a efectuat in baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 1L, la agitator cu viteza de rotatie 200 r.p.m.,
temperatura de 25°C, durata de contact cu nanoparticule 120 de ore. Mediul lichid de fermentare s-a insa-
mantat in volum de 5% cu inocul 2x108 celule/ml.

In experimente au fost utilizate nanoparticule ZnO cu dimensiuni de 10 nm si de 30 nm, obtinute si carac-
terizate de catre cercetatorii de la Institutul de Inginerie Electronica si Nanotehnologii [10] si cu dimensiuni
<100 nm (produs SIGMA). Nanoparticulele au fost stabilizate Tn polivinilpirolidon (PVP). Concentratiile
nanoparticulelor utilizate la cultivarea levurilor au variat de la 0,5 la 15 mg/L. in calitate de martor s-a cercetat
varianta fara aplicarea nanoparticulelor.

Metode de cercetare. Productia de biomasa levuriand a fost determinata gravimetric [11]. Proteinele au
fost masurate spectrofotometric conform metodei Lowry [12], utilizdnd in calitate de standard albumina
cristalina din serul bovinelor. Activitatea catalazei a fost determinata conform metodelor descrise in [13,14].
Prelucrarea statistica a rezultatelor s-a realizat cu ajutorul setului de programe Statistica 7.

Rezultate si discutii

Analiza rezultatelor cultivarii levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD a demonstrat ca,
la contactul cu nanoparticulele ZnO de diferite dimensiuni, in concentratii de la 0,5 la 15 mg/L, cantitatea de
biomasa produsi practic nu se modifica (Fig.1). De aici reiese ca tulpina usor se adapteaza la conditiile actiunii
nanoparticulelor timp de 120 de ore, astfel ca procesele de multiplicare a levurii se desfasoard in mod obisnuit.

Sub actiunea diferitilor factori fizici (ultrasunete, radiatii cu diferite lungimi de unda, caldurd), factori
chimici (acizi, baze, diferiti solventi organici) sau mecanici (agitare) poate avea loc fenomenul de modificare
a structurii proteinelor, care poate fi reversibila sau ireversibild [15]. Din aceste considerente, cercetarile
ulterioare au fost axate pe identificarea actiunii nanoparticulelor ZnO asupra continutului de proteine in
biomasa celulara a levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y -20.
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Cercetarile efectuate au scos in evidenta ca nivelul continutului de proteine in biomasa celulara se modifica
in functie de dimensiunile si concentratia nanoparticulelor utilizate. Pentru nanoparticulele cu dimensiuni
mici (10 nm) este specifica o micsorare relativa (cu 10-15%) a cantitatii de proteine, valori care s-au observat
la toate concentratiile aplicate (Fig.2). Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni mai mari (30 nm), aplicate in con-
centratii de 1-5 mg/L, au exprimat un efect pozitiv evident, astfel ci cantitatea de proteine obtinuta in aceste
variante experimentale atinge valori cu 17-18% mai inalte fata de cantitatea de proteine prezentatd in proba
martor. Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni si mai mari (<100 nm), aplicate in concentratii de 0,5-1 mg/L,
sporesc cantitatea de proteine cu 12-14% fata de probele martor. Dar, concomitent cu cresterea concentratiei
de nanoparticule, cantitatea de proteine este in scadere cu pana la 13 unitati procentuale.
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In dependenti de factorii care induc stresul oxidativ are loc sinteza unor sau altor componente antioxidante
in scopul diminuarii efectelor adverse, fapt ce poate fi urmarit prin determinarea activitatii enzimelor anti-
oxidante n biomasa microbiand. Dupa structurd, catalaza este asemanatoare cu peroxidazele, este o enzima
feroporfirinica in a cirei structurd intrd 4 nuclee pirolice si 1 ion de Fe**. Luand in vedere modificarile produse
de nanoparticule in procesele de biosinteza a proteinelor, in continuare, in biomasa levuriana s-a determinat
activitatea catalazei. Catalaza, folosind peroxidul de hidrogen, oxideaza toxine ca fenoli, acid formic etc.,
ajuta la prevenirea modificarilor destructive la nivel celular [16]. Rezultatele obtinute in cazul cercetarii efec-
telor nanoparticulelor ZnO asupra levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 sunt reflectate in Figura 3.
Analizand datele experimentale, putem remarca cd activitatea catalazei este In scadere direct proportionala
cu concentratiile nanoparticulelor ZnO cu dimesiuni de 10 nm. De exemplu, in probele martor activitatea
catalazei constituie 32,2 U/mg proteind, iar In variantele in care concentratia nanoparticulelor este de 15 mg/L,
activitatea catalazei este de 19,84 U/mg proteine, ceea ce constittuie 61,4% fatd de martor. In cazul utilizarii
nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm, raspunsul celulei practic lipseste, astfel ca nivelul activitatii
catalazei ramane neschimbat in toate probele experimentale. In cercetarile privind aprecierea cantitativa a
valorilor activitatii catalazei in biomasa levurii cultivatd in prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni
<100 nm s-a observat o sporire semnificativa a catalazei comparativ cu probele martor (Fig.3). Din concen-
tratiile nanoparticulelor, mai agresiva este concentratia de 10 mg/L, care activizeaza catalaza cu 90,8% com-
parativ cu variantele martor. Aceste date denota ca toxinele formate in celula sub inflsuenta nanoparticulelor
contribuie la sporirea activitatii enzimei antioxidante in vederea anihilarii efetelor toxice.
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Studiul privind relatia dintre valorile privind cantitatea de proteine si activitatea catalazei in biomasa
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la contact cu nanoparticule ZnO cu diferite dimensiuni, a relevat o
dependenta de la R?>=0,5979 (specifica nanoparticulelor cu dimensiuni de 10 nm) la R>=0,2833 (specifica
nanoparticuleleor cu dimensiuni <100 nm) (Fig.4). Corelatia nesemnificativa dintre continutul de proteine si
activitatea catalazei poate fi o dovada a efectelor adverse ale nanoparticulelor ZnO asupra altor componente
celulare, inclusiv lipidele sau diferite macromolecule.
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Fig.4. Relatia dintre valorile privind cantitatea de proteine si activitatea catalazei in biomasa
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 la contact cu nanoparticule ZnO cu diferite dimensiuni.

Astfel, finalizdnd aceastd analiza, putem presupune cd nanoparticulele oxidului de zinc, patrunzand in
citoplasma celulei, intrd in contact cu componentele celulare, determinand accelerarea sau intarzierea proce-
selor biosintetice. Rezultatele demonstreaza actiunea neunivoca a nanoparticulelor in desfasurarea proceselor
de biosinteza a proteinelor in celule.

Concluzii

1. Cantitatea de proteine si activitatea enzimei antioxidante catalazei la tulpina de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO, se modifica in functie de dimensiunile
si concentratiile utilizate.

2. Nanoparticulele cu dimensiunile de 10 nm initiazd o micsorare relativa a cantitatii de proteine in biomasa,
valori care s-au observat la toate concentratiile aplicate. Nanoparticulele cu dimensiuni de 30 nm au exprimat
efect pozitiv numai sub influenta concentratiilor mici — de 1-5 mg/L. Rezultatele obtinute la aplicarea nano-
particulelor cu dimensiuni mai mari (<100 nm) indica tendinte de sporire a cantitatii de proteine la levura
aflatd 1n contact cu concentratiile de 0,5-1 mg/L, iar concentratiile de 5-15 mg/L micsoreaza aceste valori.

3. Studiul privind relatia dintre valorile privind cantitatea de proteine si activitatea catalazei in biomasa
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, la contact cu nanoparticule ZnO, a relevat o dependentd medie si
slaba in functie de dimensiunile nanoparticulelor.
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