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Lucrarea oferă informaţii noi despre influenţa diferitelor concentraţii de nanoparticule TiO2 şi ZnO/MgO asupra con-

ţinutului de biomasă şi manoproteine la levuri. S-a constatat că nanoparticulele TiO2 cu dimensiuni de 30 nm, în con-
centraţii de 10 şi 15 mg/L, au capacitatea de a stimula biosinteza manoproteinelor în biomasa tulpinii Saccharomyces 
cerevisiae CNMN-Y-18, însuşiri care nu le-au manifestat nanoparticulele ZnO/MgO. Se propune un procedeu nou de 
cultivare a levurii cu aplicarea nanoparticulelor dioxidului de titan ce asigură un conţinut 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 prezintă un domeniu recent în cer-

cetările de nanobiotehnologie. Există ipoteza că nanoparticulele (NPs) influenţează dezvoltarea microorga-
nismelor [1]. În lucrările mai multor autori sunt expuse rezultatele efectului diferitelor nanoparticule (oxizi ai 
Au, Ag, Ti, Si, Zn) asupra celulei microbiene, din care concluzionăm că acestea, în dependenţă de compoziţie 
şi concentraţie, pot modifica procesele metabolice la microorganisme [2, 3]. 

Comparativ cu alţi agenţi antimicrobieni, TiO2 prezintă interes pentru cercetători datorită stabilităţii înalte, 
nu este toxic pentru mediul înconjurător, este ieftin, posedă activităţi bioactive etc. Unele mecanisme posibile 
de influenţă a nanoparticulelor TiO2 la nivel celular au fost cercetate de către mai mulţi specialişti în domeniu, 
care au elucidat anumite procese ce au loc în cazul contactului cu nanoparticule [4, 5]. 

Conform rezultatelor din literatura de specialitate, concentraţia minimă inhibitorie (MIC – minimum inhi-
bitory concentration) a nanoparticulelor este variată şi depinde de microorganismul cercetat. Spre exemplu, 
pentru Escherichia coli şi Candida albicans MIC a nanoparticulelor TiO2 constituie 9,7 µg.ml-1, iar pentru 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis MIC este de 19,0-19,5 µg.ml-1 [6].  

În general, schimbările în starea fiziologică a celulei şi reacţia la influenţa factorilor externi sunt legate de 
structura şi dinamica peretelui celular. Conform cercetărilor Ya-Nan Chang [7], mecanismul de influenţă a 
nanoparticulelor CuO şi ZnO asupra celulei microbiene este complex şi atrage asupra sa modificări atât în 
membrana celulară, cât şi în citoplasmă. Reieşind din faptul că compoziţia biomasei de levuri ar putea fi mo-
dificată în mod semnificativ prin intermediul mediului de cultură, este important a evidenţia factorii care pot 
îmbunătăţi performanţele biotehnologice ale producătorului.  

Cele expuse mai sus determină importanţa evaluării efectelor unor nanoparticule asupra tulpinii de levuri 
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 şi aprecierea perspectivelor de aplicare a acestora în biotehnologia 
producerii manoproteinelor. 

Material şi metode 
Obiecte de studiu, medii de cultură, condiţii de cultivare. În cadrul cercetărilor a fost utilizată tulpina de 

levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 selectată ca producătoare de manoproteine [8]. Tulpina este 
păstrată în colecţia Laboratorului Biotehnologia Levurilor şi în Colecţia de Microorganisme Nepatogene a 
IMB al AŞM. 
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În cercetări au fost utilizate nanoparticule TiO2 cu dimensiuni de 30 nm şi ale nanocompozitului ZnO/MgO 
cu dimensiuni de 10,2 nm/11,7 nm, stabilizate în polivinilpirolidon (PVP), puse la dispoziţia noastră cu multă 
amabilitate de către cercetătorii Institutului de Inginerie Electronică şi Nanotehnologii al AŞM. Concentraţiile 
nanoparticulelor cercetate în experienţe la cultivarea levurii au constituit 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 şi 15 mg/L. În 
calitate de martor a fost cercetată varianta fără aplicarea nanoparticulelor. 

Pentru inoculare şi cultivarea submersă a levurii a fost utilizat mediul de fermentaţie specific YPD [9]. 
Cultivarea submersă a fost efectuată în baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 1,0 L, pe agitator cu viteza de 
rotaţie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, durata de cultivare submersă 120 de ore. Mediul lichid de fermen-
tare a fost însemânţat în volum de 5% cu inocul 2x106 celule/ml. 

Metode de cercetare. Biomasa levuriană a fost determinată gravimetric potrivit procedeului descris în [10]. 
Conţinutul de manoproteine a fost determinat gravimetric conform metodei descrise în [11]. 

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

Rezultate şi discuţii 
Din punct de vedere biotehnologic, este important a stabili gradul de modificare a capacităţilor biosintetice 

ale culturii de levuri sub acţiunea nanoparticulelor aplicate în procesul de cultivare. Studiul privind conţinu-
tul de biomasă uscată obţinută după 120 ore de cultivare în profunzime a relevat că concentraţiile 0,5, 1,0 şi 
5,0 mg/L de nanoparticule ale TiO2 şi ale nanocompozitului ZnO/MgO sunt tolerate de către tulpina Saccha-
romyces cerevisiae CNMN-Y-18 (Fig.1). Cantitatea de biomasă în probele experimentale variază în limitele 
5,25±0,01...5,61±0,08 g/L s.u., rezultate care sunt apropiate martorului (5,32±0,11 g/L s.u.). Totodată, cerce-
tările experimentale au demonstrat că în concentraţii de 10 şi 15 mg/L nanocompozitul ZnO/MgO sporeşte 
cu 20-25% producţia de biomasă. 

 

 
Fig.1. Cantitatea de biomasă Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18,  

la cultivare în prezenţa nanoparticulelor TiO2 şi a nanocompozitului ZnO/MgO. 
 
În scopul aprecierii efectului nanoparticulelor asupra proceselor biosintetice ale levurii au fost realizate 

experimente de determinare a conţinutului de manoproteine. Analiza rezultatelor conţinutului de manopro-
teine în biomasa culturii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, la cultivare pe mediul YPD suplimentat cu 
nanoparticule, indică o stabilitate relativă. La concentraţii mici (0,5, 1,0 şi 5,0 mg/L) de nanoparticule ale 
ZnO / MgO, cultura de levuri acumulează practic aceeaşi cantitate de manoproteine, ca şi în condiţii standard. 
În cazul nanoparticulelor TiO2 la concentraţiile de 10 şi 15 mg/L are loc o creştere evidentă cu 19,0 - 22,6% a 
conţinutului de manoproteine faţă de martor (Fig.2). 
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Fig.2. Conţinutul de manoproteine în biomasa Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18,  

cultivată în prezenţa nanoparticulelor TiO2 şi a nanocompozitului ZnO/MgO. 
 
În scopul aprecierii impactului nanoparticulelor asupra culturii de Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, 

au fost calculaţi coeficienţii de determinare, care reflectă corelarea dintre conţinutul de manoproteine în bio-
masă şi concentraţiile nanoparticulelor. Analiza legăturii dintre parametrii conţinutului de manoproteine şi 
concentraţiile nanoparticulelor TiO2 şi ZnO/MgO adăugate în mediul de cultură YPD a stabilit o legătură 
ascendentă a unei valori care implică, la rândul său, o tendinţă ascendentă a celeilalte valori. Legătura dintre 
ele, identificată ca R2 = 0,5565 pentru TiO2, sau 0,55% din variaţia valorilor acumulării manoproteinelor, 
argumentează ipoteza existenţei unei legături moderate în baza căreia pot fi pronosticate valorile uneia în 
raport cu valorile celeilalte pe baza ecuaţiei de regresie (Fig.3). Calculul coeficientului de determinare pentru 
conţinutul de manoproteine în variantele experimentale în care s-a adăugat nanoparticulele ZnO/MgO a 
relevat o asociere neesenţială. Coeficientul de determinare constituie R2 = 0,1763.  

 

        
Fig.3. Relaţia dintre conţinutul de manoproteine şi concentraţia de nanoparticule TiO2 şi ZnO/MgO  

la tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18. 
 
În aşa mod, studiul influenţei a două tipuri de nanoparticule TiO2 şi ZnO/MgO asupra culturii de levuri 

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 a stabilit lipsa efectului vizibil al concentraţiilor 0,5, 1,0, şi 5,0 mg/L 
asupra producţiei de biomasă şi doar concentraţiile de 10 şi 15 mg/L ale nanoparticulelor ZnO/MgO sporesc 
cantitatea de biomasă cu 20-25%. În cazul conţinutului de manoproteine, rezultatele obţinute denotă că nano-
particulele dioxidului de titan, în concentraţii de 10 şi 15 mg/L, au o tendinţă stabilă de a majora cu până la 
23% cantitatea acestora. Examinarea relaţiei dintre cantitatea de manoproteine şi concentraţiile nanoparti-
culelor adăugate în mediu de cultură YPD a demonstrat un grad de dependenţă mediu pentru TiO2 şi un grad 
mic pentru nanoparticulele ZnO/MgO. 

Pornind de la faptul că efectul nanoparticulelor TiO2 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 în scopul sporirii performanţei biotehnologice. În contextul acestui deziderat, 
propunem următorul procedeu. 

Se prepară mediul nutritiv YPD cu componenţa, g/L: peptonă – 20,0; glucoză – 20,0; extract de levuri – 
10,0. La acest mediu se adaugă suplimentar o cantitate de 10 mg/L nanoparticule TiO2. pH-ul mediului se 
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ajustează la valori între 5,5 şi 6,6. În mediul preparat se introduce inoculul (cultură de levuri cu vârsta de  
24 ore) în volum de 5% (2 x106 celule/ ml). Cultivarea în profunzime derulează la temperatura de 25±1°C şi 
la agitare permanentă (gradul de aerare 80,0...83,0 mg/L oxigen solvit); durata de cultivare submersă 120 de ore. 

Biomasa se colectează prin centrifugare la 3000 rpm., timp de 15 minute.  
Procesul de extragere a manoproteinelor din biomasa levuriană se efectuează aplicând metoda Hong Zi 

Liu [8], în modificarea noastră:  
10 g drojdie proaspătă (30% s.u.), la care se adaugă 10 ml apă sterilă, se supune autolizei la 50°C timp de 

24 de ore. După autoliză amestecul se încălzeşte la 80°C timp de 15 min., se răceşte, se centrifughează. Depo-
zitul obţinut (pereţii celulari) se tratează cu 1 N NaOH, timp de 2 ore la temperatura de 80±5°C; supernatantul 
se colectează. Supernatantul se concentrează la 1/5 din volumul iniţial, se adaugă etanol absolut în volum 
triplu pentru precipitarea manoproteinelor. Precipitatul manoproteic se dizolvă în apă, se centrifughează, 
supernatantul se tratează din nou cu alcool (1:3), se centrifughează. Sedimentul alb se spală de două ori cu 
etanol absolut, se usucă la 50±5°C. Produsul obţinut este manoproteina.  

În cazul aplicării prezentului procedeu se obţin 5,58±0,02 g/L biomasă uscată ce conţine 12,87±0,03% 
manoproteine. În probele martor fără aplicarea nanoparticulelor conţinutul de biomasă constituie 5,32±0,11g/L 
ce conţine 10,5±0,05% manoproteine. Procedeul propus este mai eficient datorită aplicării nanoparticulelor 
TiO2; că rezultat, se obţin cu 22,6% mai multe manoproteine. 

Concluzii 
1. Nanoparticulele TiO2 au demonstrat capacitatea de a modifica conţinutul de manoproteine în biomasa 

levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 şi corelează cu concentraţiile utilizate. Efectul pozitiv 
maxim este exprimat de concentraţia 10 mg/L care sporeşte acumularea manoproteinelor cu 22,6% 
comparativ cu varianta martor. 

2. Nanoparticulele ZnO/MgO manifestă efect de stimulare a productivităţii levurii, în concentraţii de 10 
şi 15 mg/L, acumularea biomasei celulare sporeşte cu 20-25%. 

3. Procedeul elaborat asigură obţinerea biomasei levuriene cu un conţinut sporit de manoproteine echi-
valent cu 12,87±0,03%. 
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