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PROCEDEU INOVATIV DE CULTIVARE A LEVURII SACCHAROMYCES CEREVISIAE
CNMN-Y-18 PRODUCATOARE DE MANOPROTEINE

Agafia USATTI, Ludmila BEJENARU, Elena TOFAN
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

Lucrarea ofera informatii noi despre influenta diferitelor concentratii de nanoparticule TiO, si ZnO/MgO asupra con-
tinutului de biomasa si manoproteine la levuri. S-a constatat ca nanoparticulele TiO, cu dimensiuni de 30 nm, in con-
centratii de 10 si 15 mg/L, au capacitatea de a stimula biosinteza manoproteinelor in biomasa tulpinii Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-18, insusiri care nu le-au manifestat nanoparticulele ZnO/MgO. Se propune un procedeu nou de
cultivare a levurii cu aplicarea nanoparticulelor dioxidului de titan ce asigura un continut sporit de manoproteine.
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NEW MCTHOD FOR CULTIVATION OF MANNOPROTEIN-PRODUCING

SACCHAROMYCES CEREVISIAE CNMN-Y-18 YEAST

The paper provides new information about the influence of different TiO2 and ZnO / MgO nanoparticle concentrations
on biomass accumulation and mannoprotein content in yeasts. It has been found that the TiO2 nanoparticles of 30 nm in
size and of 10 and 15 mg/L concentrations have the ability to stimulate the biosynthesis of mannoproteins in the biomass
of the Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 strain, features that have not been shown by the ZnO/MgO nanoparticles.
We propose a new method of yeast cultivation with titanium dioxide nanoparticles application that provides enhanced
content of mannoproteins.
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Introducere

Aplicarea nanoparticulelor anorganice la cultivarea microorganismelor prezintd un domeniu recent in cer-
cetarile de nanobiotehnologie. Exista ipoteza ca nanoparticulele (NPs) influenteaza dezvoltarea microorga-
nismelor [1]. In lucrarile mai multor autori sunt expuse rezultatele efectului diferitelor nanoparticule (oxizi ai
Au, Ag, Ti, Si, Zn) asupra celulei microbiene, din care concluziondm ca acestea, in dependentd de compozitie
si concentratie, pot modifica procesele metabolice la microorganisme [2, 3].

Comparativ cu alti agenti antimicrobieni, TiO, prezinta interes pentru cercetdtori datoritd stabilitétii Tnalte,
nu este toxic pentru mediul inconjurator, este ieftin, poseda activitati bioactive etc. Unele mecanisme posibile
de influenta a nanoparticulelor TiO; la nivel celular au fost cercetate de catre mai multi specialisti in domeniu,
care au elucidat anumite procese ce au loc in cazul contactului cu nanoparticule [4, 5].

Conform rezultatelor din literatura de specialitate, concentratia minima inhibitorie (MIC — minimum inhi-
bitory concentration) a nanoparticulelor este variata si depinde de microorganismul cercetat. Spre exemplu,
pentru Escherichia coli si Candida albicans MIC a nanoparticulelor TiO, constituie 9,7 pg.ml™, iar pentru
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis MIC este de 19,0-19,5 pg.ml™ [6].

In general, schimbdrile in starea fiziologica a celulei si reactia la influenta factorilor externi sunt legate de
structura si dinamica peretelui celular. Conform cercetérilor Ya-Nan Chang [7], mecanismul de influentd a
nanoparticulelor CuO si ZnO asupra celulei microbiene este complex si atrage asupra sa modificari atat in
membrana celulara, cat i in citoplasma. Reiesind din faptul cd compozitia biomasei de levuri ar putea fi mo-
dificatd in mod semnificativ prin intermediul mediului de cultura, este important a evidentia factorii care pot
imbunatati performantele biotehnologice ale producatorului.

Cele expuse mai sus determind importanta evaluarii efectelor unor nanoparticule asupra tulpinii de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 si aprecierea perspectivelor de aplicare a acestora in biotehnologia
producerii manoproteinelor.

Material si metode

Obiecte de studiu, medii de culturd, conditii de cultivare. in cadrul cercetarilor a fost utilizata tulpina de
levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 selectatd ca producatoare de manoproteine [8]. Tulpina este
pastratd in colectia Laboratorului Biotehnologia Levurilor si in Colectia de Microorganisme Nepatogene a
IMB al ASM.
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In cercetari au fost utilizate nanoparticule TiO, cu dimensiuni de 30 nm si ale nanocompozitului ZnO/MgO
cu dimensiuni de 10,2 nm/11,7 nm, stabilizate in polivinilpirolidon (PVP), puse la dispozitia noastra cu multa
amabilitate de catre cercetatorii Institutului de Inginerie Electronica si Nanotehnologii al ASM. Concentratiile
nanoparticulelor cercetate in experiente la cultivarea levurii au constituit 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 si 15 mg/L. in
calitate de martor a fost cercetata varianta fara aplicarea nanoparticulelor.

Pentru inoculare si cultivarea submersa a levurii a fost utilizat mediul de fermentatie specific YPD [9].
Cultivarea submersa a fost efectuatd in baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 1,0 L, pe agitator cu viteza de
rotatie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, durata de cultivare submersa 120 de ore. Mediul lichid de fermen-
tare a fost insemantat in volum de 5% cu inocul 2x10° celule/ml.

Metode de cercetare. Biomasa levuriand a fost determinata gravimetric potrivit procedeului descris in [10].
Continutul de manoproteine a fost determinat gravimetric conform metodei descrise in [11].

Prelucrarea statistica a rezultatelor s-a efectuat computerizat cu utilizarea programului Excel, cu calcularea
erorilor standard pentru valorile relative si medii si a pragului de semnificatie p<0,05.

Rezultate si discutii

Din punct de vedere biotehnologic, este important a stabili gradul de modificare a capacitatilor biosintetice
ale culturii de levuri sub actiunea nanoparticulelor aplicate in procesul de cultivare. Studiul privind continu-
tul de biomasa uscata obtinutd dupa 120 ore de cultivare in profunzime a relevat ca concentratiile 0,5, 1,0 si
5,0 mg/L. de nanoparticule ale TiO; si ale nanocompozitului ZnO/MgO sunt tolerate de catre tulpina Saccha-
romyces cerevisiae CNMN-Y-18 (Fig.1). Cantitatea de biomasa in probele experimentale variaza in limitele
5,2540,01...5,61+£0,08 g/L s.u., rezultate care sunt apropiate martorului (5,32+0,11 g/L s.u.). Totodata, cerce-
tarile experimentale au demonstrat ca in concentratii de 10 si 15 mg/L nanocompozitul ZnO/MgO sporeste
cu 20-25% productia de biomasa.
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Fig.1. Cantitatea de biomasa Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18,
la cultivare in prezenta nanoparticulelor TiO, si a nanocompozitului ZnO/MgO.

In scopul aprecierii efectului nanoparticulelor asupra proceselor biosintetice ale levurii au fost realizate
experimente de determinare a continutului de manoproteine. Analiza rezultatelor continutului de manopro-
teine 1n biomasa culturii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, la cultivare pe mediul YPD suplimentat cu
nanoparticule, indica o stabilitate relativa. La concentratii mici (0,5, 1,0 si 5,0 mg/L) de nanoparticule ale
Zn0O /MgO, cultura de levuri acumuleaza practic aceeasi cantitate de manoproteine, ca si in conditii standard.
in cazul nanoparticulelor TiO, la concentratiile de 10 si 15 mg/L are loc o crestere evidenta cu 19,0 - 22,6% a
continutului de manoproteine fata de martor (Fig.2).
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Fig.2. Continutul de manoproteine In biomasa Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18,
cultivata in prezenta nanoparticulelor TiO, si a nanocompozitului ZnO/MgO.

In scopul aprecierii impactului nanoparticulelor asupra culturii de Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18,
au fost calculati coeficientii de determinare, care reflectd corelarea dintre continutul de manoproteine in bio-
masa §i concentratiile nanoparticulelor. Analiza legaturii dintre parametrii continutului de manoproteine si
concentratiile nanoparticulelor TiO, si ZnO/MgO adaugate in mediul de culturd YPD a stabilit o legatura
ascendenta a unei valori care implica, la rAndul sau, o tendintd ascendenta a celeilalte valori. Legatura dintre
ele, identificata ca R*= 0,5565 pentru TiO,, sau 0,55% din variatia valorilor acumularii manoproteinelor,
argumenteaza ipoteza existentei unei legaturi moderate in baza careia pot fi pronosticate valorile uneia in
raport cu valorile celeilalte pe baza ecuatiei de regresie (Fig.3). Calculul coeficientului de determinare pentru
continutul de manoproteine in variantele experimentale in care s-a addugat nanoparticulele ZnO/MgO a
relevat o asociere neesentiala. Coeficientul de determinare constituie R*=0,1763.
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Fig.3. Relatia dintre continutul de manoproteine si concentratia de nanoparticule TiO, si ZnO/MgO
la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18.

In asa mod, studiul influentei a doua tipuri de nanoparticule TiO, si ZnO/MgO asupra culturii de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 a stabilit lipsa efectului vizibil al concentratiilor 0,5, 1,0, si 5,0 mg/L
asupra productiei de biomasa si doar concentratiile de 10 si 15 mg/L ale nanoparticulelor ZnO/MgO sporesc
cantitatea de biomasa cu 20-25%. In cazul continutului de manoproteine, rezultatele obtinute denoti ca nano-
particulele dioxidului de titan, in concentratii de 10 si 15 mg/L, au o tendinta stabild de a majora cu pana la
23% cantitatea acestora. Examinarea relatiei dintre cantitatea de manoproteine si concentratiile nanoparti-
culelor adaugate in mediu de cultura YPD a demonstrat un grad de dependentd mediu pentru TiO, si un grad
mic pentru nanoparticulele ZnO/MgO.

Pornind de la faptul ca efectul nanoparticulelor TiO; este unul pozitiv asupra biosintezei manoproteinelor,
este considerat oportun de a elobora un procedeu de cultivare a levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18
cu aplicarea nanoparticulelor in scopul sporirii performantei biotehnologice. In contextul acestui deziderat,
propunem urmaétorul procedeu.

Se prepara mediul nutritiv YPD cu componenta, g/L: peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de levuri —
10,0. La acest mediu se adauga suplimentar o cantitate de 10 mg/L nanoparticule TiO,. pH-ul mediului se

78



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2016, nr.1(91)

O
Seria “Stiinte reale si ale nalurii” ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.76-79

ajusteaza la valori intre 5,5 si 6,6. In mediul preparat se introduce inoculul (culturd de levuri cu vérsta de
24 ore) in volum de 5% (2 x10° celule/ ml). Cultivarea in profunzime deruleaza la temperatura de 25+1°C si
la agitare permanenta (gradul de aerare 80,0...83,0 mg/L oxigen solvit); durata de cultivare submersa 120 de ore.

Biomasa se colecteaza prin centrifugare la 3000 rpm., timp de 15 minute.

Procesul de extragere a manoproteinelor din biomasa levuriand se efectueaza aplicand metoda Hong Zi
Liu [8], in modificarea noastra:

10 g drojdie proaspata (30% s.u.), la care se adaugd 10 ml apa sterild, se supune autolizei la 50°C timp de
24 de ore. Dupa autolizd amestecul se incélzeste la 80°C timp de 15 min., se raceste, se centrifugheaza. Depo-
zitul obtinut (peretii celulari) se trateaza cu 1 N NaOH, timp de 2 ore la temperatura de 80+5°C; supernatantul
se colecteaza. Supernatantul se concentreaza la 1/5 din volumul initial, se adauga etanol absolut in volum
triplu pentru precipitarea manoproteinelor. Precipitatul manoproteic se dizolva in apa, se centrifugheaza,
supernatantul se trateaza din nou cu alcool (1:3), se centrifugheaza. Sedimentul alb se spald de doua ori cu
etanol absolut, se usuca la 50+5°C. Produsul obtinut este manoproteina.

In cazul aplicarii prezentului procedeu se obtin 5,58+0,02 g/L biomasi uscati ce contine 12,87+0,03%
manoproteine. In probele martor fara aplicarea nanoparticulelor continutul de biomasa constituie 5,32+0,11g/L
ce contine 10,5+0,05% manoproteine. Procedeul propus este mai eficient datoritd aplicdrii nanoparticulelor
TiO,; cé rezultat, se obtin cu 22,6% mai multe manoproteine.

Concluzii

1. Nanoparticulele TiO, au demonstrat capacitatea de a modifica continutul de manoproteine in biomasa
levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 si coreleaza cu concentratiile utilizate. Efectul pozitiv
maxim este exprimat de concentratia 10 mg/L care sporeste acumularea manoproteinelor cu 22,6%
comparativ cu varianta martor.

2. Nanoparticulele ZnO/MgO manifestd efect de stimulare a productivitatii levurii, in concentratii de 10
si 15 mg/L, acumularea biomasei celulare sporeste cu 20-25%.

3. Procedeul elaborat asigurd obtinerea biomasei levuriene cu un continut sporit de manoproteine echi-
valent cu 12,87+0,03%.
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