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ADNOTARE

Besliu Alina ,,Efectele nanoparticulelor oxizilor metalici asupra levurilor din genul
Rhodotorula’’. Teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2020.
Teza contine introducere, cinci capitole, concluzii si recomandari, bibliografie cu 361 titluri, 12
anexe, volumul capitolelor 129 pagini, 55 figuri, 19 tabele. Rezultatele obtinute sunt reflectate in
46 lucrari stiintifice publicate la tema tezei.
Domeniul de studiu: Stiinte ale naturii.
Cuvintele cheie: nanoparticule ZnO, Fe;04 Rhodotorula gracilis, viabilitate, caractere
morfologice, carbohidrati, proteine, pigmenti carotenoizi, catalaza, superoxid dismutaza.
Scopul lucrarii consta in stabilirea gradului de influentd a nanoparticulelor oxizilor de metale
ZnO si Fe304 asupra indicilor microbiologici si biochimici la levurile de interes biotehnologic
din genul Rhodotorula si aprecierea perspectivelor de utilizare in bionanotehnologii.
Obiectivele lucrarii: Validarea testelor microbiologice si biochimice in contextul asigurarii
calificarii si calititii metodelor utilizate pentru evaluarea efectelor nanoparticulelor oxizilor
metalici; Stabilirea particularitatilor actiunii nanoparticulelor ZnO si Fe30,4 cu diferite dimensiuni
asupra levurilor din genul Rhodotorula; Elaborarea procedeelor de utilizare a nanoparticulelor
ZnO si Fe304 in biotehnologia cultivarii levurilor; Obtinerea nanocompozitelor chitosan—zinc si
chitosan-fier si aprecierea perspective utilizarii lor in biotehnologia levurilor pigmentate.
Noutatea si originalitatea stiintifici. In premieri au fost validate teste microbiologice si
biochimice si identificate componentele celulare ale levurilor pigmentate din genul Rhodotorula,
implicate in raspunsul la actiunea nanoparticulelor; elucidat caracterul actiunii nanoparticulelor
ZnO si Fe30,4 asupra viabilitatii, productiei de biomasa, caracterelor morfologice, continutului de
proteine, carbohidrati, carotenoide, enzimelor antioxidante la levurile din genul Rhodotorula in
dependentd de dimensiuni si concentratie. S-a demonstrat cd nanoparticulele ZnO, utilizate in
concentratii 1-20 mg/L, influenteaza pozitiv procesele de multiplicare si biosinteza a proteinelor,
carbohidratilor si pigmentilor carotenoidici. S-a demonstrat ca nanoparticulele Fe3O4 induc la Rh.
gracilis modificari semnificative in sistemul de aparare antioxidant, care se manifesta prin
sciderea continutului de carotenoide si enzimei catalaza. In premiera este elucidat caracterul de
actiune a nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier asupra levurilor din genul Rhodotorula.
Au fost elaborate doud procedee noi de sporire a cantitdtii si calitatii proteinelor cu utilizarea
nanoparticulelor ZnO si de evaluare a toxicitdtii nanoparticulelor Fe3O4 cu utilizarea in calitate
de model a levurii Rh. gracilis. Originalitatea procedeelor elaborate sunt confirmate de 2 brevete
de inventie s1 o cerere de brevet de inventie.
Problema stiintificA importanta solutionati in lucrare. Au fost stabilite efectele
nanoparticulelor ZnO si Fe3O4 asupra levurilor de interes biotehnologic din genul Rhodotorula,
ceea ce a contribuit la elucidarea unor mecanisme de actiune a nanoparticulelor, fapt ce a permis
aprecierea perspectivelor de utilizare a lor in bionanotehnologii.
Semnificatia teoretica. Sunt argumentate stiintific particularitatile de actiune a nanoparticulelor
ZnO si Fe3O4 in functie de dimensiuni si concentratie, si a nanocompozitelor chitosan-zinc si
chitosan-fier asupra indicilor microbiologici si biochimici la levurile din genul Rhodotorula,
ceea Ce a servit ca baza pentru elucidarea unor cdi de actiune si elaborarea procedeelor de
utilizare 1n biotehnologia cultivarii levurilor.
Valoarea aplicativa. Se propun spre valorificare: un procedeu de sporire a continutului de
proteine la Rh. gracilis cu utilizarea nanoparticulelor ZnO; un procedeu nou de testare a gradului
de nocivitate a nonoparticulelor Fe;O4 cu utilizarea in calitate de model a levurilor pigmentate
din genul Rhodotorula; un procedeu nou de realizare a nanocompozitelor chitosan—zinc si
chitosan-fier cu perspective biotehnologice.
Implementarea rezultatelor. Rezultatele cercetarii sunt aplicate in cadrul Institutului de
Inginerie Electronica si Nanotehnologii “D. Ghitu”, si in laboratorul Microbiologia solului,
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie.



ANNOTATION

Besliu Alina ,,The effects of metal oxide nanoparticles on yeasts of the genus
Rhodotorula’’, PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2020.
The thesis consists of an introduction, five chapters, general conclusions and recommendations,
361 of bibliographic sources, 12 appendices, main text 129 pages, 55 figures, 19 tables. The
results were published in 46 scientific papers.
Field of study: Natural sciences.
Keywords: ZnO, Fe;O,4 nanoparticles, Rhodotorula gracilis, viability, morphological characters,
carbohydrates, proteins, carotenoid pigments, catalase, superoxide dismutase.
Objectives of the paper: Validation of microbiological and biochemical tests in the context of
ensuring the qualification and quality of the methods used to evaluate the effects of nanoparticles
of metal oxides; Establishing the particularities of the action of ZnO and Fe3;O, nanoparticles
with different dimensions on yeasts of the genus Rhodotorula; Elaboration of the procedures for
the use of ZnO and Fe;04 nanoparticles in the biotechnology of yeast cultivation; Obtaining the
chitosan-zinc and chitosan-iron nanocomposites and appreciating the perspectives of their use in
the biotechnology of pigmented yeasts.
Scientific novelty and originality. For the first time, microbiological and biochemical tests are
validated and the cellular functional groups of pigmented yeasts of the genus Rhodotorula have
been identified, involved in the response to the action of the nanoparticles. For the first time is
elucidated the action character of ZnO and Fe;O, nanoparticles on viability, biomass production,
cellular and colonial morphological characteristics, protein content, carbohydrates, carotenoids,
antioxidant enzymes in yeasts of the Rhodotorula genus depending on size and concentration. It
has been shown that ZnO nanoparticles, used in concentrations 1-20 mg/L in Rh. gracilis
cultivation, positively influence the processes of protein multiplication and biosynthesis,
carbohydrates and carotenoid pigments. It has been shown that Fe;O4 nanoparticles induce in
Rh.gracilis significant changes in biosynthetic processes and antioxidant defense system, which
is manifested by decreased carotenoid content and catalase enzyme. For the first time, the
character of action of chitosan-zinc and chitosan-iron nanocomposites on yeasts of the genus
Rhodotorula is elucidated. Two new procedures have been developed to increase the quantity
and quality of proteins with the use of ZnO nanoparticles and to evaluate the toxicity of Fe;O,4
nanoparticles with the use of Rh. gracilis as a model. The processes are confirmed by a 2 patents
and patent application.
The important scientific problem solved in the paper. The effects of nanoparticles of ZnO and
FesO, metal oxides on yeasts of biotechnological interest in the genus Rhodotorula have been
established, which has contributed to the elucidation of some mechanisms of action, which has
allowed to appreciate the prospects for use in bionanotechnologies.
Theoretical significance. The particularities of action of the ZnO and Fe3;O4 nanoparticles, based
on their size and concentration, and of the chitosan-zinc and chitosan-iron nanocomposites on
the microbiological and biochemical indices in yeasts of the genus Rhodotorula, have been
argued, which served as a basis for the elucidation of some of action and elaboration of the
procedures for use in the biotechnology of yeast cultivation.
The applicative value. It is proposed for recovery: a process for increasing the protein content
of Rh. gracilis strains with the use of ZnO nanoparticles; a new process for testing the
harmfulness of Fe;O,4 nanoparticles with the use as a model of pigmented yeasts of the genus
Rhodotorula; a new process for making chitosan-zinc and chitosan-iron nanocomposites with
biotechnological perspectives.
Implementation of results. The results of the research are applied within the Institute of
Electronic Engineering and Nanotechnologies “D. Ghitu”, and the practical work in the soil
microbiology laboratory, the Institute of Microbiology and Biotechnology.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetarilor. Dezvoltarea stiintei si tehnologiei in ultimul
deceniu este caracterizata prin studii intensive privind proprietdtile nanoparticulelor si elaborarea
diferitor moduri de aplicare practica a acestora. Nanoparticule metalice sunt printre cele mai
utilizate pe scara largd, insa exista mai multe studii in vitro care au demonstrat efecte toxice
nedorite [91, 310]. Citotoxicitatea nanoparticulelor metalice si interactiunea acestora cu
sistemele biologice este incd neclard. Astfel, expunerea directd la actiunea nanoparticulelor
conduc la necesitatea urgenta de a intelege influenta si a evalua riscurile utilizarii. Conform unor
autori, efectele adverse ale nanoparticulelor trebuie in mod evident sa fie evaluate pe diferite
organisme celulare [76, 147].

De asemenea sunt importante si actuale cercetdrile detaliate ale efectelor nanoparticulelor
asupra dezvoltarii si producerii de metaboliti cu destinatie biotehnologica. Este evident 1nsa, ca
pentru a utiliza nanoparticulele in biotehnologie pentru biosinteza produselor bioactive de
diversd natura, sunt necesare cercetari privitor la reactia celulelor la actiunea nanoparticulelor de
diferit tip.

Levurile pigmentate din genul Rhodotorula pot servi ca obiecte reprezentative, care ofera
posibilitatea de a le propune ca obiecte cu destinatie biotehnologica, dar si ca modele adecvate
nanoparticulelor asupra proceselor vitale in celuld. In calitate de repere se propun diferiti
indicatori cum ar fi cei microbiologici si biochimici.

Situatia in domeniul de cercetare. In prezent nanotehnologiile se dezvolti cu pasi rapizi
in diverse ramuri ale activitatii umane, oferind oportunitdti noi de utilizare a nanoparticulelor
datoritd proprietatilor fizico-chimice, optoelectronice si biologice, care pot fi manipulate si
modificate pentru a obtine rezultatele necesare [75, 226, 278]. O categorie importanta de
in biomedicind, alimentatie, cosmetologie, farmaceutica, protectia mediului si biotehnologie
[118, 260]. Insd caracteristicile fizico-chimice care dau nanoparticulelor proprietiti unice sunt
responsabile pentru efectele pozitive cat si cele negative. Conform mai multor studii din
literatura de specialitate, mecanismul de influentd a nanoparticulelor oxizilor metalici asupra
celulei este complex si poate provoaca efecte toxice si modificari atat in membrana celulara cat
si in citoplasma [88, 91].

O alta directie importanta pentru largirea spectrului de utilizare a nanoparticulelor ZnO si
Fe3O4 prezinta acoperirea lor cu chitosan. Chitosanul este un polimer, care are o capacitate

extraordinara de a forma complexe cu nanoparticule metalice din cauza gruparilor sale amine si a
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gruparilor hidroxil. Care contribuie la stabilizarea eficienta a nanoparticulelor oxizilor metalici
oferindule o biocompatibilitate crescuta, functionalitatea chimica, reducerea toxicitatii si oxidarii
[218].

In Republica Moldova cercetiri in domeniu nanotehnologiilor au inceput in anul 2002,
cand au fost procurate primele aparate moderne: microscopul electronic cu baleaj si microscopul
de forte atomice achizitionate de Centrul National de Studiu si Testare a Materialelor, creat in
cadrul Universitatii Tehnice a Moldovei. Crearea centrului, a condus la antrenarea in cercetare si
formarea specialistilor in domeniul nanotehnologiilor si nanomaterialelor sub indrumarea
academiceanului lon Tighineanu [21]. In prezent la nivel national sunt realizate cercetari privind
sinteza nanoparticulelor oxizilor metalici prin diverse metode care sa ofere anumite
particularitati cum ar fi biocompatibilitate, solubilitate si toxicitate scazuta. In cadrul Institutului
de Chimie si Institutului de Inginerie Electronicé si Nanotehnologii sunt efectuate studii privind
sinteza si caracterizarea nanoparticulelor oxizilor metalici Fe3O4, ZNO obtinute prin diferite
metode fizice si chimice [19, 249]. Cercetari de sinteza biologica a nanoparticulelor oxizilor
metalici (Ag, FesO,) cu utilizarea algelor Spirulina platensis si Dunaliella salina sunt efectuate
in cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, laboratorul Ficobiotehnologie [1, 20,
87]. In calitate de obiecte de testare a influentei nanoparticulelor oxizilor metalici pot fi utilizate
levurile pigmentate din genul Rhodotorula.

Astfel, devin importante studiile pentru determinarea mecanismelor de actiune a
nanoparticulelor asupra levurilor, fiind important de a evidentia efectele asupra diferitor
indicatori de dezvoltare a populatiei microbiene.

Problema de cercetare care rezulta din analiza efectuata, consta in necesitatea de a elucida
gradul de influenta a nanoparticulelor oxizilor metalici asupra tulpinilor de levuri din genul
Rhodotorula in vederea elaborarii unui nou model celular, cunostinte ce pot promova idei de
valorificare eficientd a acestora.

Scopul lucrarii consta in determinarea gradului de influenta nanoparticulelor oxizilor de
metale ZnO si Fe3O4 asupra indicilor microbiologici si biochimici la levurile de interes
biotehnologic din genul Rhodotorula si aprecierea perspectivelor de utilizare 1n
bionanotehnologii.

Obiectivele lucrarii:

0 Validarea testelor microbiologice si biochimice in contextul asigurarii calificarii si
calitatii metodelor utilizate pentru evaluarea efectelor nanoparticulelor oxizilor metalici;

o Stabilirea particularitatilor actiunii nanoparticulelor ZnO si Fe3O, cu diferite

dimensiuni asupra levurilor din genul Rhodotorula;
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o Elaborarea procedeelor de utilizare a nanoparticulelor ZnO si Fe3O4 in biotehnologia
cultivarii levurilor;

0 Realizarea nanocompozitelor chitosan—zinc si chitosan-fier cu perspective
biotehnologice.

Ipotezele cercetirii:

1. Nanoparticulele ZnO pot fi utilizate in calitate de factori stimulatori a componentelor

bioactive a levurilor pigmentate din genul Rhodotorula.
2. Levurile pigmentate din genul Rhodotorula pot servi ca organism model eficient
pentru testarea gradului de nocivitate a nonoparticulelor oxizilor metalici.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese:
Conform scopului si obiectivelor inaintate, pentru demonstrarea ipotezei de cercetare, au fost
utilizate metode clasice si moderne de determinare a influentei nanoparticulelor asupra levurilor,
inclusiv:

-metode de validare a parametrilor microbiologi si biochimici pentru studii de
nanotoxicologie;

-metode microbiologice clasice de cultivare a levurilor, evaluarea viabilitatii si
caracterilor morfologice celulare si coloniale;

- metode biochimice de determinare a continutului de proteine, pigmenti carotenoizi,
carbohidrati, enzime antioxidante catalaza si superoxid dismutaza.

- metoda sonochimica de preparare a nanocompozitelor chitosan-Zn si chitosan-FezOy;

-metode matematice de planificare a cercetarilor;

- metode de prelucrare statistica a rezultatelor.

Importanta teoreticd. Sunt argumentate stiintific particularititile de actiune a
nanoparticulelor ZnO si Fe3Oa, in functie de dimensiuni si concentratie, si a nanocompozitelor
chitosan-zinc si chitosan-fier asupra indicilor microbiologici si biochimici la levurile din genul
Rhodotorula, ceea ce a servit ca bazd pentru elucidarea unor cdi de actiune si elaborarea
procedeelor de utilizare in biotehnologia cultivarii levurilor.

Valoarea aplicativa. Se propune spre valorificare: un procedeu de sporire a continutului
de proteine la tulpinile Rh. gracilis CNMN-Y-03 si Rh. gracilis CNMN-Y-30 cu utilizarea
nanoparticulelor ZnO; un procedeu nou de testare a gradului de nocivitate a nonoparticulelor
FesO,4 cu utilizarea in calitate de model a levurilor pigmentate din genul Rhodotorula; un
procedeu nou de realizare a nanocompozitelor chitosan—zinc si chitosan-fier cu perspective

biotehnbologice.
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Aprobarea rezultatelor. Materialele expuse in teza de doctor au fost prezentate si
discutate in cadrul urmatoarelor manifestari stiintifice: Conferinta Tehnico-Stintiifica a
Colaboratorilor, Doctoranzilor si Studentilor, Chisindu, 2016; International Conference ,,NANO-
2016 Ethical, Ecological and Social Problems of Nanoscience and Nanotechnologies”, Chisinau,
2016; International Conference dedicated to the 70th anniversary of foundation of first research
institutes of the ASM and the 55th anniversary of the inauguration of the Academy of Sciences
of Moldova, Chisinau, 2016; Colocviu stiintific ,,Orientdri actuale in cercetarea doctorald’’,
editia VII-a, 2017; Conferinta stiintifica nationald cu participare internationald ,,Integrare prin
cercetare si inovare”, Chisinau, 2018; Conferinta StiintificA Internationald a Doctoranzilor
,lendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”, Chisinau, 2017,
2018, 2019; Conferinta Stiintifica Internationala ,,Biodiversitatea in contextul schimbarilor
climatice”, Chisindu, 2018, 2019;

International Scientific Conference on Microbial Biotechnology, Chisinau, 2016, 2018;
International scientific conference for students and phd students youth and progress of biology
dedicated to the 185th anniversary from the birthday of B. Dybowski, Lviv, 2018;
MexayHaponHas Hay4yHas KOH(EpPEHIHMS CTYACHTOB, AaclUPaHTOB W MOJIOJBIX YYEHBIX
,,~JJomoHOCOB-2018"’, Mocka, 2018; International congress on oil and protein crops. The
congress dedicated to the 50th anniversary of Scientific Association of Geneyicists and Breeders
of the Republic of Moldova, Chisindu, 2018; International scientific conference for students and
phd students youth and progress of biology dedicated to the 135th anniversary of J. Parnas, Lviv,
2019. KoudepeHIuss MOJIOIBIX YICHBIX ,,BHOTEXHOJIOTHS B PACTCHUEBOJICTBE, JKHBOTHOBOJCTBE
U CeIbCKOXO035MCTBEHHON MUKpoouoorun’”, Mockga, 2019.

European Exhibition of Creativity and Innovation ,,EUROINVENT”, lasi, Romania,
2017; Expozitia Internationala Specializatd Infoinvent, Chisindu, Moldova, 2017, 2019;
Inventica, lasi, Romania, 2018; International Student Innovation and Stiintific Research Exhition
,Cadet Inova 20187, Sibiu, Romania, 2018; Targul international de inventii si idei practice
Invent-Invest, Chisindu, Moldova, 2018; Salonul International de Cercetare, Inovare si Transfer
Tehnologic, INVENTICA, 2018.

Volumul si structura tezei. Teza consta din cinci capitole, are un volum de baza de 129
pagini, contine 55 figuri si 19 tabele. Lista surselor bibliografice citate include 361 titluri.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza consta din 5 capitole, primul capitol prezinta
analiza realizarilor stiintifice din domeniu de cercetare, iar urmatoarele patru capitole reflecta

asigurarea metodologica si rezultatele cercetarilor obtinute.
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1. NANOPARTICULELE OXIZILOR METALICI: — CARACTERIZAREA SI
APLICATII (REVIUL LITERATURII) include o analiza ampla a realizarilor stiintifice la
tema de cercetare. Studiul bibliografic contine 361 de lucrari relevante publicate in cercetari din
domeniul biotehnologiei, bionanotehnologiei, nanotehnologiei, microbiologiei, biomedicinii si
alimentatiei din intreaga lume. Capitolului 1 este dedicat clasificarii, caracterizarii si Stabilirea
proprietatilor fizico-chimice ale nanoparticulelor oxizilor metalici.

Elucidarii mecanismului celular al toxicitatii nanoparticulelor si evidentierea principalelor cauze
responsabile. Sunt analizate metodele de preparare si stabilizare a nanoparticulelor metalice
precum co-precipitare, descompunere termica a precursorilor, hidrotermala, microemulsie,
sonochimica, solutie-gel, bioabsorbitie, bioreductie si stabilizarea cu polimeri naturali.

O atentie deosebitd este orientatd spre potentialul inalt de implementare a
nanoparticulelor metalice in biomedicina, farmaceutica, alimentatie, industrie, protectia mediului
si biotehnologia si studierii levurilor din genul Rhodotorula. In continuare, este expusa
oportunitatea implicarii levurilor din genul Rhodotorula in nanobiotehnologii si testarea
nanotoxicitatii pentru diferite aplicatii. Capitolul se incheie cu expunerea problemei de cercetare

si directiile de solutionare a acesteia, sunt formulate scopul si obiectivele cercetarii.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE include descrierea materialelor si
metodelor folosite la realizarea cercetdrilor. In cercetiri au fost examinate nanoparticulele
anorganice metalice: Fe304 cu dimensiunile de 10 nm, 30 nm, 50 nm, ZnO cu dimensiuni de <50
nm, <100 nm, nanocompozitele chitosan-zinc si chitosan-fier.

In calitate de obiecte de studiu au servit levurile pigmentate Rh. gracilis CNMN-Y-03
producdtor de pigmenti carotenoizi si Rh. gracilis CNMN-Y-30, producator de proteine si
pigmenti carotenoizi. Tulpinile sunt depozitate in colectia laboratorului Biotehnologia Levurilor
si Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie.

Pentru realizarea cercetarilor au fost utilizate metode clasice si moderne de determinare a
influentei nanoparticulelor asupra levurilor. Au fost utilizate metodele microbiologice de
determinare a viabilitatii celulare prin cuantificarea numarului de colonii formate pe placile cu
YPD agarizat. Au fost studiate modificarile caracterelor morfologice celure induse de
nanoparticule testate, cu ajutorul microscopului XSZ-500, ocular 15/100 si camera video —
MEM1300, utilizand programul special Future WinJoe. Caracterele morfologice coloniale au

fost stabilite conform principiilor si tehnicilor de microbiologie generala.
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Pentru a identifica efectele influentei nanoparticulelor oxizilor metalici au fost utilizate
un sir de metode biochimice: de determinare a continutului de proteine, carbohidrati, pigmenti
carotenoizi, activitatea enzimelor antioxidante catalaza si superoxid dismutaza. Pentru reducerea
toxicitatii nanoparticulelor FesO; si ZnO au fost elaborate si testate diferite procedee de
acoperire cu chitosan.

Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectuata utilizand setul de programe MO Excel
si Statistica 9.0. Rezultatele datelor a 3-4 repetari obtinute au fost exprimate prin calcularea
mediei, deviatiei standard si intervalului de incredere pentru o medie. Toate diferentele au fost

considerate semnificative statistic pentru P <0,05.

3. EFECTELE NANOPARTICULELOR ZnO ASUPRA TULPINILOR DE LEVURI
DIN GENUL RHODOTORULA include rezultatele cercetarilor ce tin de validarea testelor
microbiologice si biochimice, care au demonstrat cad metodele testate de determinare a
viabilitatii, continutului de proteine si activitatii enzimei antioxidante catalaza sunt exacte,
robuste si valide si pot fi utilizate pentru testarea influentei nanoparticulelor oxizilor metalici la
levuri. Studiul efectelor nanoparticulelor ZnO a demonstrat ca dimensiunea de <50 nm
interactioneaza mult mai activ cu celulele levuriene comparativ cu ZnO cu dimensiunea de <100
nm, gradul de actiune se developeaza in functie de concentratie. S-a stabilit cd NP ZnO in
concentratii 1-20 mg/L influenteaza pozitiv procesele de multiplicare si biosinteza a proteinelor,
carbohidratilor si pigmentilor carotenoizi, la tulpinile Rh. gracilis CNMN-Y-03 si Rh. gracilis
CNMN-Y-30, acestea prezintad oportunitate de aplicare in tehnologia de cultivare a levurilor.
Concentratiile nanoparticulelor ZnO de 30-70 mg/L, induc inhibarea proceselor de biosinteza a
componentelor celulare.

Rezultatele au contribuit la elaborarea unui procedeu nou de cultivare a levurilor din
genul Rhodotorula cu utilizarea nanoparticulelor ZnO care permite stimularea continutului de
proteine, fata de proba control si imbunatatirea calitatii aminoacizilor. Procedeul propus este

rapid, sigur si eficient.

4. EFECTELE NANOPARTICULELOR Fe;0O4 ASUPRA TULPINII RH.
GRACILIS CNMN-Y-30 reflecta rezultatele cercetarilor influentei nanoparticulelor Fe;O4 cu
diferite dimensiuni si concentratii asupra modificarilor viabilitdtii, caracterelor morfologice
celulare si coloniale, continutului de biomasa si compozitiei biochimice a continutului de

proteine, carbohidrati, pigmenti carotenoizi, activitatea enzimelor antioxidante catalaza si
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superoxid dismutaza la levurile din genul Rhodotorula. In cercetiri a fost testati influenta
nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiunile de 10 nm, 30 nm si 50-100 nm.

Rezultatele obtinute au demonstrat efectul inhibitor al nanoparticulelor Fe3O4 cu diferite
dimensiuni care actioneaza la nivelul sistemelor biochimice de sinteza a componentelor celulare
a levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30. Reactia de raspuns a tulpinii la introducerea nanoparticulelor
se exprimd prin micsorarea in biomasa levuriand a cantitdtilor de proteine, carbohidrati,
carotenoide si activitatea enzimei catalaza. Rezultatele obtinute au contribuit la elaborarea unui
procedeul nou de evaluare a toxicitatii nanoparticulelor Fe3O4 cu utilizarea levurii pigmentate
Rhodotorula gracilis, care prevede determinarea concentratiilor ce provoaca diminuarea cu 50%
a continutului de B-caroten si activitatea enzimei antioxidante catalaza in biomasa levuriana.
Procedeul elaborat poate fi utilizat la completarea testelor de estimare a nivelului nocivitatii si

monitorizarea inofensivitatii nanoparticulelor.

5. REALIZAREA NANOCOMPOZITELOR CHITOSAN-ZINC SI CHITOSAN-
FIER CU PERSPECTIVE BIOTEHNOLOGICE in cadrul capitolului sunt expuse rezultatele
privind estimarea efectelor nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan fier, elaborate prin
diferite procedee asupra viabilitatii, caracterelelor morfologice, productiei de biomasa, activitatii
biochimice a continutului de proteine, pigmenti carotenoizi, carbohidrati si enzimelor
antioxidante catalaza si superoxid dismutaza la tulpinile de levuri pigmentate Rh. gracilis.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca, pentru levurile Rh. gracilis, testele de viabilitate si
productia de biomasa reflecta adecvat efectele nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan fier,
acestia fiind indici importanti in procesul de evaluare a actiunii nanocompozitelor obtinute prin
diferite procedee. Fluctuatiile viabilitatii si productiei de biomasa ce se produc pe parcursul
perioadei de cultivare sunt determinate de volumul utilizat al nanocompozitelor. Rezultatele au

contribuit la elaborarea a doud procedee noi de realizare a nanocompozitelor.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI contin esenta lucririi, formulate
concis in concluziile generale, reflecta rezultatele obtinute si exprima valoarea practica a lucrarii

in recomandarile expuse.

BIBLIOGRAFIA include 361 de surse care au fost citate in teza.
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Compartimentul ANEXE include copiile titlurilor de brevet de inventie, recomandarile
metodice, actele de implementare a rezultatelor obtinute, copiile diplomelor si medaliilor

obtinute in cadrul expozitiilor si saloanelor internationale de inventii.
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1. NANOPARTICULE OXIZILOR METALICI: CARACTERIZARE SI
APLICATII iN MICROBIOLOGIE (REVIUL LITERATURII)

In ultimul deceniu dezvoltarea stiintei si tehnologiei este caracterizati prin studii
intensive privind proprietdtile nanoparticulelor care sunt strans impregnate la toate nivelurile
activitdatii umane si sunt un indicator ferm al progresului omenirii. Nanoparticulele reprezinta o
clasi de materiale ultrafine cu dimensiuni situate in diapazonul de 1-100 nm (10°%) [201]. Care
au castigat atentia in progresele tehnologice, datorita proprietatilor fizico-chimice reglabile, cum
ar fi dimensiunea, punctul de topire, conducerea electrica si termica, care pot fi manipulate si
modificate pentru a obtine rezultatele necesare [281].

O atentie deosebitd este orientatd spre utilizarea nanoparticulelor metalice care pot fi
aplicate cu succes in diverse domenii cum ar fi medicind, cosmetologie, alimentatie,
biotehnologie e.t.c [105, 121, 281]. Insa existd o serie de riscuri asociate atat producerii, cat si
utilizarii nanoparticulelor asupra mediului §i sanatatii oamenilor in egala masurd. Conform
studiilor recente s-a demonstrat ca nanoparticulele din cauza dimensiunilor mai mici decat cele
ale celulelor si organitelor celulare, sunt extrem de mobile, atat in organismele vii, cat si in
mediul inconjurdtor, fiind capabile sd pdtrundd in structurile biologice, afectand functionarea
normald a acestora [81].

Organizatiile mondiale si europene iau masuri de precautie pentru a oferi reglementari de
evaluare a riscurilor nanomaterialelor. Riscurile legate de utilizarea nanoparticulelor pot fi
evitate prin testarea modificarilor proprietatilor morfologice, gradului de inhibare a cresterii si
dezvoltarii populatiei celulare, de modificare a activitatii biochimice a organismelor vii si
componentelor celulare.

Ca model de studiu in biotehnologia microbiand pot fi utilizate levurile, algele si alte
microorganisme. Pentru testele functionale a masurarii gradului de inhibare sau stimulare a unui
compus, care se observa prin efectul maxim 50% (curba doza/raspuns), se propune utilizarea
termenilor concentratie eficientd (EC50%) sau concentratie a inhibarii (IC50%) de catre compus
[259, 119]. De asemenea este utilizata Scara toxicitatii L(E)C50 ce indica efectele negative care
se manifestd intr-o perioada determinatd dupd administrarea unei concentratii unice de substanta.
Indicatorii cei mai utilizati pentru aprecierea toxicitatii sunt: concentratia letalda 50 (CL50) si
concentratia maxima admisibila (CMT). Pentru compusul supus cercetarii, CL50 reprezinta
concentratia unei substante, calculatd statistic, care provoaca inhibarea activitdtii obiectului

biologic cercetat cu 50%, fatda de martor, dupa expunerea pentru o perioada definitd intr-un
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interval de timp determinat. CMT care provoaca semne toxicologice, fard a avea efecte majore
asupra supravietuirii. Asadar, tindnd cont de informatiile disponibile privind compusul, se
administreazd o primd concentratie, care n-ar trebui sd determine decét efecte minime. Dupa
monitorizarea atentd pe durata unui timp suficient, se administreaza concentratii crescatoare,
pana cand se inregistreazd efecte evidente de toxicitate [119]. Astfel, aceste teste ofera
posibilitatea de a efectua un studiu complet al efectelor nanoparticulelor asupra organismului.
Cele expuse mai sus determind oportunitatea studierii caracteristicilor, proprietatilor si
efectelor nanoparticulelor menite sa elucideze gradul de influenta asupra organismelor vii,

cunostinte ce pot promova idei de valorificare eficienta a acestora.

1.1.  Nanoparticulele oxizilor metalici — clasificare si proprietati fizico-chimice

Un parametrul indispensabil in cazul in care sunt solicitate functii specifice ale
nanoparticulelor este clasificarea. Conform cercetarilor orientate in acest domeniu nanoparticule
pot fi impartite in trei categorii dupa materiale, dimensiune si origine [296].

Clasificarea dupad materiale de referintd permit evidentierea a doua grupuri:

1. Nanomateriale organice care includ in structura lor compusi organici in special:

. Lipide;

. Proteine;

° Carbohidrati;

° Dendrimeri;

. Lipozomi;

. Polimeri [97, 137, 200, 326].

2. Nanomateriale anorganice care includ:
e  Carbon;
e  Metale (Pt, Au, Ag);
e  Oxizi metalici (Ti, Zn, Fe).
Clasificarea dupa dimensiune impart nanomaterialele in trei categorii:
Nanomateriale cu o singura dimensiune (1D) care servesc ca materie prima pentru sinteza
nanoparticulelor complexe [296].
Nanomateriale cu doua dimensiuni (2D) din care fac parte nanotuburile de carbon care
sunt structuri tubulare aranjate in forma de foi de carbon, cu strat unic sau multiplu, cristalele

detin proprietati electrice unice de conductori, semiconductori sau izolatori. [275]. Pot fi

23



generate prin diferite metode chimice si fizice care nsa necesita catalizatori metalici, procesul de
sinteza este unul foarte complex [275].

Nanomateriale cu trei dimensiuni (3D) din care fac parte dendrimerii, fullerenele si
punctele cuantice [40, 160]. Dendrimerii sunt nanoparticule unice utilizate in construirea
senzorilor biologici. Sunt molecule simetrice bine definite cu structurd omogena, monodisperse,
cu nucleu tipic simetric, cu o carcasa interioard si Una exterioara.

Fullerenele sunt cunoscute ca bile care au dimensiuni de aproximativ 7 A in diametru si
sunt compusi din 60 atomi de carbon. Este similard cu mingea de fotbal avand 20 hexagoane si
12 pentagone si este extrem de simetrica. Existd diferite tipuri de fullerene, cum ar fi dopate cu
alcalii, endoedere, metalo endoedrale si exoedere.

Punctele cuantice sunt nanocristalele semiconductoare cu dimensiune de 2-10 nm, sunt
formate dintr-un miez anorganic semiconductor si o solutie apoasd. Acoperirea organica este
pentru a Tmbundtati proprietdtile optice si pentru imbunatatirea solubilitatii. Stratul apos este
disponibil pentru conjugarea cu biomolecule, care pot fi modificate in functie de biomarkeri [40,
160].

Dupa origine nanomateriale pot fi diferientiate ca fiind naturale sau sintetice [151, 268].
Nanomateriale naturale sunt emise din surse naturale, cum ar fi vulcanii, sedimentele ghetarilor,
ape, depozitele de minereuri, dar, in special din organisme vii cum ar fi microorganismele si
plantele [101, 229, 245, 282, 283, 284, 287, 325]. In tabelul 1.1 sunt enumerate cateva exemple
de nanomateriale care apar din surse naturale.

Tabelul 1.1. Exemple reprezentative de nanomateriale sintetizate din surse naturale

NP Formula chimici Originea nanoparticulelor
Aluminiu Al, O3 apele naturale de suprafata [325]
Sulfat de calciu CaS0;, apa de mare [286]
Oxid de siliciu SiO, eruptiile vulcanice [287]
Oxid de fier Fe;0, sedimentele ghetarilor [136]
Aur Au depozitele de minereuri [153]
Argint Ag Nelumbo nucifera (radacina), Ribele Embelia
Aur Au (seminte), Rosmarinus officinalis,
Oxid de fier Fe;0, Ocimum basilicum, Petroselinum crispum (frunze
Oxid de zinc ZnO si radacini), Lamaie (coaja), Vitis vinifera (coaja),

Cucumis sativus (coaja), Acalypha (frunze) [229,
245, 282, 283, 284]

Trioxide de seleniu SeO; bacterii Pseudomonas aeruginosa, Thiobacillus,
Argint Ag Serratia si Stenotrophomonas, Actinobacter sp.,
Fer Fe Arthrobacter gangotriensis, Escherichia coli,
Aluminiu Al Saccharomycetes cerevisiae [99, 165, [197,198]
Sulfura de cadmiu Cds
Sh,0;
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Nanomateriale sintetice sunt produse datorita emisiilor industriale din fabrici (emisii de
aer, ape uzate, deseuri solide), prin scurgeri in timpul transportului si prin intermediul
materialelor in timpul utilizarii, distrugerii sau degradarii [227]. In tabelul 1.2 sunt prezentate

cateva exemple de nanomateriale sintetice care apar din surse industriale.

Tabelul 1.2. Exemple de nanomateriale sintetice din sintetizate din surse industreale

NP Formula chimici Originea nanoparticulelor
Carbon C Din deseuri de orez [227]
Oxid de titan TiO; Poluanti organici [51]
Cadmiul Cd Rezultatul arderii si prelucrarii hainelor ce contin Cd [51]
Argint Ag Arderea gunoaielor [51]

In concluzie, se poate de mentionat ci NP sunt foarte diverse si activitatea lor depinde in
mare masura de materiale din care sunt formate, dimensiunea particulelor si originea.

Clasificare si proprietati fizico-chimice ale nanoparticulelor metalice

Un interes deosebit al cercetarilor stiintifice sunt orientate spre NP oxizilor metalici care
prezinta interes datorita proprietatilor optice, magnetice, termice, electrice si catalitice [226, 281,
309, 340]. Proprietatile fizice ale nanoparticulelor oxizilor metalici difera semnificativ de cea a
substantelor conventionale, chiar dacd au aceiasi compozifie chimicd. Dimensiunea mica,
suprafata mare de contact, cat si forma nanoparticulelor le oferd proprietati variabile ce pot fi
controlate in dependentd de domeniul de aplicare. Dintre NP oxizilor metalici, a atentie deosebita
este orentatd spre studiu si utilizarea pe scard largd a NP ZnO si Fe3O,. In continuare vor fi
caracterizate nanoparticulelor ZnO si Fe;04 dupa proprietatile care au fost raportate in literatura

de specialitate.

Caracteristica NP ZnO

Morfologia nanoparticulelor ZnO depinde de procesul de sinteza [263]. Acestea pot fi
plate, sferice, cubice, hexagonale, trepiede si tetrapoduri [194, 267]. Asadar, nanoparticule
obtinute in baza metalelor sunt variate si se deosebesc dupa forma de organizare a cristalului
(fig. 1.1). Suprafata nanoparticulelor sub forma de cub este mai mare ca a celor sferice ceea ce le
conferda NP proprietdti diferite de forma conventionala a substantei, cum ar fi cele catalitice si

optoelectronice [253].
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MPPCL

MP-PLA

ZnO Fez04
Fig. 1.1. Forma de organizare si dimensiunile nanoparticulelor ZnO (10-30 nm)

si FesOq4 [167]

Proprietati mecanice: Nanoparticule ZnO au o capacitate ridicatd de caldurd si
conductivitatea termicad cu expansiune termica scdzuta si temperatura ridicata de topire. Detin un
efect piezoelectric inalt, aceastd proprietate ii face candidati perfecti pentru multe aplicatii
piezoelectrice, care necesita o cuplare electromecanica mare [171]. Din moment ce NP ZnO sunt
utilizate pe scard larga in aplicatii piezoelectrice, este foarte important sa se inteleaga bine
stabilitatea mecanicd si fiabilitatea. Deorece daca un dispozitiv piezoelectric este fabricat si
acesta nu functioneaza corect, atunci este greu de iInteles cauza esecului este al NP sau alti
parametrii au influentiat. Astfel, un rol important revine caracterizarii mecanice a parametrilor
precum duritatea, rigiditatea, rezistenta la curgere, constanta de rigiditate si aderenta la substrat
[247, 248]. De asemenea este important de subliniat ca dimensiunea influenteaza proprietatile
mecanice. Prin urmare, pentru a avea dispozitive piezoelectrice de incredere, caracterizarea
proprietatilor sale mecanice este un parametrul esential [247, 248].

Proprietati optice: NP de ZnO sunt caracterizate printr-o luminescenta excelenta,
datorita proprietatilor care includ decalajul de banda directa si larga, legarea excitonilor si emisia
defectelor la nivel profund [50]. Proprietitile optice se bazeaza in mare masura pe defectele
intrinseci $i extrinseci prezente in structura cristalui si este posibila ajustarea proprietatilor
optice/electrice doar prin manipulare defectelor prezente [124].

Proprietiti electrice: NP de ZnO sunt foarte dificil de masurat, insd comform datelor din
literatura de specialitate se presupune ca proprietdtile de transport sunt puternic afectate de
concentratia defectelor intrinseci. Astfel se considera ca oxigenul este responsabil pentru
locurile vacante, pe cand interstitiile de zinc sunt responsabile pentru comportamentul electric de

tip n a unui ZnO nealiat [254].
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Caracteristica NP Fe30,4

Morfologia nanoparticulelor Fe;O4 este influentatda de conditiile experimentale de
sinteza [62, 214, 255]. Acestea pot fi plate, sferice , cuburi concave, tetraedre, octaedre, octapode
si ramificate [331, 332, 359].

Proprietati magnetice a NP Fe;O,4 1n configuratia electronica a atomilor de fier, exista
patru electroni neimpartiti in orbitele lor "3d". Ca rezultat, comportamentele magnetice ale
compusilor de fier sunt cauzate de activitatea acestor electroni itineranti ca schimb (intre atomi
magnetici Fe-Fe), schimb dublu (intre atomii aceluiasi element cu valente diferite ca (Fe?*-Fe*")
si schimb intre atomii magnetici si nonmagnetici cum ar fi (Fe-O) in benzile de energie atomica.
Extinderea acestor intervale este dependentd de separarea interatomica, astfel incat latimea
benzilor este redusa puternic prin cresterea valorilor de separare [84].

Proprietatilor magnetice din aceste materiale sugereaza cd, atunci cand densitatea starilor
electronice, ramane in intervalul determinat, numarul de electroni localizati n orbitele "3d" si de
asemenea, directia de rotire a acestora poate determina tipul si magnitudinea comportamentelor
magnetice. Alti parametri care influentiazd proprietatile magnetice sunt energia de schimb
efectiva a electronilor 3d cuplati, energia de comutare a directiilor de rotire si densitatea starii
[84].

Astfel, atunci cand ambii parametri sunt localizati la nivele cele mai ridicate, transferul de
electroni catre starea stabila din punct de vedere magnetic este crescuta [202].

Proprietitile optice ale nanoparticule Fe;O, sunt foarte importante pentru proiectarea
dispozitivelor electronice, generarea fotoelectrochimica a hidrogenului, a filtrelor de protectie
solard etc. Nanoparticule Fe3O4 prezinta tranzitii electronice induse termic care manifesta
absorbtie in regiunea vizibila si in apropierea regiunii infrarosii [294]. Pentru Fe;O,, diferenta
directd de banda opticd determinata prin ploturile Tauc variaza de la 2,0 la 2,7 eV, in timp ce
energia de tranzitie indirectd este de aproximativ 1,9 eV. Liniile directe de banda raportate
pentru filmele amorfe sunt de 1,73 si 1,97 eVs [109]. Diferenta de banda a Fe3O, este de 2,0 eV,
in timp ce nanoparticulele Fe3sO4 prezintd un decalaj de energie de 2,47 eV datorita efectelor
cuantificarii cuantice [106].

Proprietatile electrice ale nanoparticulelor Fe;0,4 preparate prin diferite metode indica
ca tranzitia izolatoarelor metalice in filme depinde de grosimea filmului si conditiile de
depunere. Estimarile Tv se situeaza intre 75 si 165 K pentru NP de Fe;O,4 preparate prin diferite
metode [236].

Proprietatile semiconductoare ale nanoparticulelor Fe;O4 se caracterizeaza in special

prin faptul cd latimea benzii interzise este mica de aproximativ 2eV ceea ce 11 confera proprietati
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absorbante al spectrului vizibil si il fac un candidat perfect pentru producerea efectului
fotovoltaic si fotocatalitic [262].

Functionalitatea si proprietatile nanoparticulelor oxizilor metalici sunt extrem de
dependente de metodele de sintezd. In prezent sunt cunoscute trei metode de sintezd a
nanoparticulelor fizice, chimice si biologice care sunt strict controlate in dependenta de
caracteristicile dorite si domeniul final de aplicare [271].

In mod traditional nanoparticule oxizilor metalici s-au produs numai prin sintezi chimica
si fizica, printre metodele de sintezd sunt enumerate:

. Co-precipitarea [132, 148, 181];

o Metoda de descompunere termica a precursorilor [62];
. Metoda hidrotermala;

o Metoda microemulsie [133, 188];

o Metoda solutie-gel [145, 248];

. Metoda sonochimica [207, 336],

Un mare dezavantaj al utilizarii metodelor de sinteza chimca si fizica este gradul redus de
stabilitate si toxicitatea inaltd a nanoparticulelor. Astfel, cercetarile stiintifice s-au orentat si spre
sinteza biologica cu ajutorul plantelor si microorganismelor. Care au numeroase avantajele
printre care se numard lipsa toxicitatii, productia ecologicd, reproductibilitate simplda in
productie, stabilitate si morfologie bine definita [210, 233].

Sinteza biologica a nanoparticulelor oxizilor metalici poate fi impartita in doua categorii.
Bioreductia, in care ionii metalici sunt redusi chimic in forme mai stabile din punct de vedere
biologic. Multe organisme au capacitatea de a utiliza reducerea metalului disimilator, in care
reducerea unui ion metalic este cuplata cu oxidarea unei enzime [99]. Aceasta metoda conduce la
formarea de nanoparticule metalice stabile si inerte, cu dimensiuni cuprinse intre 4,09 -105 nm
[243, 295].

A doua categorie este biosorbtia, acesta implicd legarea ionilor metalici la suprafata
biosorbantului care este de origine biologica [206]. Unele plante, bacterii si fungi contin peptide
sau detin un perete celular modificat care se leagd de ionii metalici si acestia sunt capabili sa
formeze complexe stabile sub forma de nanoparticule [342].

Insa sinteza biologici a nanoparticulelor oxizilor metalici este limitata in alegere de
aparitia rezistentei organismelor la metale [233]. Pentru solutionarea acestei probleme in prezent
este utilizatd recombinarea genetica [343], care insa este complicatd, imprevizibild si necesita

aparataj costisitor.
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Acoperirea cu biopolimeri o alta directie importantd care contribuie la reducerea
toxicitatii, stabilizarii si oxidarii nanoparticulelor oxizilor metalici. Biopolimerii sunt polimeri
produsi din surse naturale, fie sintetizati chimic dintr-un material biologic, fie biosintezati in
intregime de organisme vii [276, 348]. Ei pot fi clasificati dupa structura, degradabilitate si
compozitia biochimica.

Dupa structura lor polimerica, se impart in urmatoarele grupuri: poliesteri, polizaharide,
policarbonati, poliamide si vinil polimeri. Pe baza degradabilitatii, biopolimerii pot fi impartiti in
biodegradabili si ne-biodegradabili. In functie de compozitia biochimici se impart in:
polizaharide alcatuite din monomeri de zaharuri [220], proteine compuse din aminoacizi si acizi
nucleici formati din nucleotide.

Conform literaturii de specialitate, utilizarea biopolimerilor ca agenti de acoperire pentru
sinteza nanoparticulor oxizilor metalici prezinti o serie de avantaje. In primul rind nu sunt
toxici, sunt stabili, interactioneaza usor cu celulele vii, au sinecost redus, pot fi obtinuti din
resurse regenerabile cum ar fi: microorganisme, plante si animale [86]. in continuare vor fi
caracterizati cei mai fregventi utilizati biopolimeri pentru acoperirea nanoparticulelor oxizilor
metalici (tab. 1.3).

Tabelul 1.3. Biopolimeri naturali utilizati pentru acoperirea nanoparticulelor oxizi
metalici [142]

Biopolimeri Sursa NP Domenii de Aplicare

Gelatina Proteina obtinuta din piele, | ZnO [48] Ingineria tesutului osos, tratarea
oase si tesuturile animalelor | Fe;0, ranilor, livrarea de medicamente

[222, 358].

Cheratina Epiderma  si anexele | MnO, [338] CuO Purtatori eficienti
epidermice, cum ar fi parul, | [298] medicamentelor  anticanceroase
penele, unghiile la care poseda un grad inalt de tintire
mamifere, reptile si pasari a tumorii si eliberare controlatd a
[250]. medicamentului [183, 357].

Amidonul Semintele, fructele si tuberc | ZnO [310] Material al hemostazei,
ulii plantelor ingineria tisulara, livrare de

medicamente, repararea oaselor
[196].

Celuloza Bumbac, in, canepa, lemn, | TiO, [115], ZnO [156] | Adjuvant farmaceutic, industria
plante CuO, Fe,05 [360] alimentarad, tratarea ranilor .

Chitosan Cochilia  exterioara  a | ZnO [325], Fe;0, Proprietati de  coagulare
crustaceelor, fungi: | [203], sangelui,  tratamentul  ranilor
Absidiacoerulae [208], | Fe,0O3[137] [179], pansament medical,
Gongronella butleri, hidrogel, livrare de medicamente,
Mucorrouxii  (Chatterjee, transfer de gene [196], efect
2005), Aspergillus niger, anticancerigen , acoperirea hartiei
Rhizopussp  KNO1  si [313], curatarea apelor de poluanti
KNO2 [209]. organici [137].
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In concluzie mentionim, ci proprietitile nanoparticulelor ZnO si FesO, sunt foarte
diverse si tin de conditiile experimentale de sinteza, materialul, forma si dimensiunea

particulelor.

1.2. Evaluarea influentei nanoparticulelor oxizilor metalici asupra organismelor vii

Un parametru important pentru utilizarea si implimentarea nanoparticulelor este
evaluarea influentei asupra organismelor vii. Factorii cheie care sunt utilizati pentru a efectua un
studiu complet al efectelor nanoparticulelor sunt compozitia chimica, dimensiunea si
concentratia [88, 200, 251]. Este foarte important de a intelege actiunea acestor factori, iIn mod
ideal ele ar trebui sd cauzeze un efect scazut de toxicitate si sd nu deterioreze semnificativ
organismele si mediile lor.

Studiul compozitiei chimice a nanoparticulelor este un element principal care determina
proprietdtile si caracteristicile acestora. Astfel, cercetarile efectuate in ultimii ani au testat
efectele nanoparticulelor in functie de compozitia chimica asupra unor organisme vii [88, 200,
237, 251]. Asadar, a fost stabilit ca nanoparticule ZnO in functie de dimensiune si concentratii
sunt mai eficiente comparativ cu substantele conventionale impotriva bacteriilor Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis
si Lactobacillus [263]. De asemenea s-a constatat ca nanoparticulele ZnO sunt, in general, mai
putin toxice decat nanoparticulele de argint la aplicarea concentratiilor de 20 -100 mg/L asupra
bacteriilor [78]. S-a stabilit cd moartea celulelor bacteriene este asociata cu productia de oxigen
reactiv cum ar fi radicali hidroxilici, superoxizi si peroxidul de hidrogen care exercita efect
negativ asupra compozitiei biochimice bacteriane, cum ar fi proteine, lipide si ADN, care in cele
din urma provoaca apoptoza [349]. Compararea efectelor nanoparticulelor dioxidului de siliciu si
oxidului de zinc (20 nm) pe fibroblaste de soarece au aratat ca acestea diferd in ceea ce priveste
mecanismele de actiune. Nanoparticulele SiO, modifica structura ADN-ului in timp ce
nanoparticulele ZnO provoaca stres oxidativ in celula [339]. Efecte similare au fost obtinute si in
cazul studiilor prezentate de catre Ya-Nan Chang [88] in care mecanismul de influenta a
nanoparticulelor CuO si ZnO asupra celulei microbiene, este complex si induce modificari
semnificative atat in membrana celulara cat si in citoplasma efectele sunt prezentate in fig. 1.2.

Cea mai comund cauzd a efectului toxic al nanoparticulelor care interactioneaza cu
celulele este scurgerea ionilor metalici. Toxicitatea depinde, de asemenea, de compozitia
nucleului nanoparticulelor. Unii ioni de metal, cum ar fi Ag si Cd, sunt de fapt toxici si, prin

urmare, provoaca leziuni ale celulelor. Alti ioni de metale, cum ar fi Fe si Zn, sunt utili din punct
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de vedere biologic, dar, la concentratii ridicate, pot afecta caile celulare si, prin urmare, pot

provoca toxicitate ridicata [289].

@ ® MO nanoparticles e . Ca®

o o @ dissolution .
® o
@°,

@ e © o o ' =
’ ., - T
v ) L
° &
® o ° o8 °® x
E \ Non- .

Nl -

.

4

]

1

'
homeostasis
——p i) Y

Cytoplasm
> 4 (d) .
e Nomal protein .
o
e Decomposition l Alease .

Coordination
Release (c Non-homeostasis
& - e
composite 0 o o N2+
B lDecomposi(im -w ? Replacement
- +
Mi > 5

~
itochondrion e

ROS Damaged protein Normal protein 5 =
() Damaged protein

NFkB
Nucleus \ \ i \ /' \ ,

Legenda: (a) mecanisme potentiale de intrare a CuO si ZnO NP in celule; (b) efectul ROS
intracelular a CuO si ZnO NP; (c) efectul de coordonare a Cuy+ si Zny+ eliberat din NP in
celuld; (d) efectul non-homeostaziei perturbate de Cu2+ si Zn2+
Fig. 1.2. Prezentarea schematica a diferitor cii de inducere a toxicitatii celulare de

nanoparticulele CuO si ZnO [88]

De asemenea rezultatele studiilor au furnizat informatii noi privind efectul stimulator a
actiunii nanoparticulelor in dependenta de compozitia chimicd asupra proceselor biosintetice, in
acest sens s-a acumulat un material stiintific variat [200, 251]. Astfel, identificarea caracterului
de actiune a nanoparticule de fier asupra viabilitatii streptomicetelor a evidentiat ca sensibilitatea
tulpinilor variaza in functie de forma chimica a NP si de particularitatile individuale ale fiecarei
tulpini In cele mai multe cazuri, atat NP FesOy cat si fierul zero valent au Inregistrat un efect
stimulator [237]. Datele asupra compozitiei biochimice au confirmat efectul pozitiv al NP Fe30,4
si ZnO asupra sintezei carbohidratilor, continutului de pigmentilor carotenoizi si activarea
enzimelor legata de biosinteza proteinelor la plante [200, 251]. Studiile prezentate de Yasmeen
au demonstrat o cresterea continutului de proteine in celulele semintelor de grau expuse
nanoparticulelor de fier si de cupru [341].

Astfel, s-a demonstrat ca efectul nanoparticulelor ZnO si FesO4 depind in mare masura
atat de compozitia chimica cat si de obiectul biologic cercetat. Cele expuse mai sus determina
importanta cercetarilor privind influenta compozitiei chimice a nanoparticulelor asupra
mecanismului de actiune in cadrul celulelor organismelor vii din diferite grupuri taxonomice.

Este bine cunoscut faptul cd majoritatea proprietatilor noi ale nanoparticulelor sunt legate
de dimensiunea lor. Cercetarile efectuate in ultimii ani au aratat ca nanoparticule prezinta o
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toxicitate mai mare comparativ cu substantele conventionale dimensiunea este unul dintre
factorii cheie care influenteaza efectul toxic [158, 333]. De exemplu, marimea descrescatoare
duce la cresterea suprafetei specifice, care conduce la cresterea reactivitatii si Imbunatatirea
interactiunilor dintre nanoparticule si biomolecule [350]. De asemenea dimensiunea mica
conduce la o fagocitare slaba de macrofage astfel nanoparticule fiind slab purificate in vivo
induc citotoxicitate [259]. Cercetarea prezentatd de catre Xie si colaboratorii a demonstrat ca
dimensiunea NP Fe;O, influenteaza citotoxicitatea celulelor hepatomului. Astfel, NP Fe3O,4 cu
dimensiunea de 6 nm au prezentat citotoxicitate neglijabila pe cand cele cu dimensiunea de 9 nm
au afectat disfunctia mitocondriala celulard si au indus necroza prin generarea de specii reactive
de oxigen, iar NP Fe3O4 cu dimensiunea de 14 nm au afectat integritatea membranei plasmatice
si au promovat scurgerea masiva a lactat dehidrogenazei [331]. Expunerea plantelor de tutun la
actiunea NP Fe304 cu dimensiunea de 5 nm in concentratii de 30 mg/L au exercitat efecte toxice
asupra inaltimii si lungimii radacinii [57]. Pe cand suplimentarea mediului cu NP Fe3O4 cu
dimensiuni de 33-40 nm, in concentratii de la 20 la 150 ug/ml, poseda activitate antibacteriana
puternicd impotriva bacteriilor gram-pozitive si gram negative [239]. Rezultate similare au fost
obtinute si in cazul analizei altor tipuri de NP a oxizilor metalici conform studiului prezentat de
catre Hund-Rinke actiunea nanoparticulelor TiO; cu dimensiunile de 25 nm si 100 nm actioneaza
diferit asupra algei verzi Desmodesmus subspicatus. S-a demonstrat ca nanoparticule cu
dimensiunea de 25 nm au inhibat cresterea intr-un grad mai mare decat nanoparticule cu
dimensiunea de 100 nm [158]. De asemenea conform studiului influentei nanoparticulelor TiO,
asupra probelor de sdnge uman nanoparticule cu dimensiunea de 25 nm au provocat daune mai
mari asupra celulelor prin activarea trombocitelor si granulocitelor care au condus la inflamarea
si hemoliza [354].

Sunt expuse si rezultatele privind efectul pozitiv al nanoparticulelor oxizilor metalici
asupra celulei din care concluzionam cad acestea, in dependentd de dimensiune pot stimula
cresterea compontelor biochimice in cadrul celulelor microorganismelor si plantelor. Astfel,
tratamentul tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 cu nanoparticule ZnO cu
dimensiunile 30 nm au evidentiat capacitatea de a stimula sinteza carbohidratilor, B-glucanilor si
proteinelor efecte care nu au fost inregistrate la aplicarea NP ZnO cu dimensiuni de 10 nm [29].
NP ZnO datorita dimensiunilor mici detin si importante proprietati antifungice impotriva
agentilor patogeni paraziti Aspergillus flavus si Aspergillus niger la plante [242]. Insd pentru
elucidarea mecanismelor de actiune a NP oxizilor metalici Tn dependentd de dimensiune si

evaluarea beneficiilor asupra organismelor vii sunt necesare studii detaliate suplimentare.
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Un alt factor important care determina influenta nanoparticulelor oxizilor metalici asupra
modelelor biologice este concentratia. In lucririle mai multor autori sunt expuse rezultatele
efectelor diferitor nanoparticule asupra celulei microbiene din care concluzionam ca influenta
depinde de concentratia utilizata [276, 331]. Studiile recente privind influenta NP ZnO au
demonstrat ca au capacitatea de a induce formarea speciilor reactive de oxigen, care pot duce la
moartea celulelor atunci cand capacitatea antioxidanta a celulei este depasita [252, 328]. De
asemnea, s-a dovedit ca induc formarea radicalilor liberi la grau, rezultdnd in cresterea
malondialdehidei si reducerea de glutation peroxidaza si continutului de clorofilda [56].
Concentratiile de 50 pg/ml provoaca deteriorarea mebranelor la celule pulmonare umane, acest
efect a fost asociat cu eliberarea lactat dehidrogenazei, ceea ce indica faptul ca expunerea la NP
ZnO 1in concentratii 50 pg/ml poate provoca moartea celulelor [91]. NP CeO; si ZnO aplicate in
concentratii de 0.05-0.5 ¢ kg */sol conduc la formarea speciilor reactive de oxigen si peroxidarea
lipidica la plantele de soia [231]. Studiu prezentat de catre Heinlaan a demonstrat impactul
negativ a NP ZnO pentru microorganisme, de exemplu, la aplicarea concentratiei de 10 mg/L
inhiba activitatea cu peste 90% a culturii B.Subtilis [143].

Tulpinile de levuri S. cerevisiae inregistreaza un prag ridicat de toxicitate la aplicarea
nanoparticulelor ZnO care poate atinge 1000 mg/L, acest efect se explicd prin prezenta
vacuolelor in celule levuriene, care asigura acumularea ionilor excesivi de ZnO fara a dauna
celulei [278]. Suplimentarea mediului in limitele concentratiilor 50-300 mg/L asupra algei C.
vulgaris au produs o scadere semnificativd a celulelor viabile si modificari morfologice
semnificative [290]. Efect similar a fost inregistrat si asupra algei H. pluvialis la aplicarea
concentratiilor 10-200 pg/ml timp de 72 de ore care reduce semnificativ viabilitatea celulara,
continutul de biomasa si pigmenti fotosintetici [285].

Rezultatele studiilor obtinute pana in prezent au indicat atdt impactul negativ, cat si cel
pozitiv al nanoparticulelor metalice privind dezvoltarea microorganismelor si plantelor [182,
231]. Concentratiile de 0-4 mg/L a nanoparticulelor Fe3O4 au un efect pozitiv asupra germinarii
semintelor, cresterii, clorofilei si expresiei miRNA la rasadurile cultivate in hidroponica [230].
Datele sunt in concordanta cu rezultatele influentei NP Fe3zO4 in concentrati de 50 pana la 200
mg/g in sol care au stimulat biomasa de salata la Lactuca sativa L. [361]. Mai mult, NP Fe3O4 au
avut o influentd pozitivd asupra alungirii radicinilor de soia [140]. In schimb, risadurile de
tomate tratate cu 50-500 mg/L NP Fe3O4 au aratat modificari ale caracterelor morfologice si au
redus cresterea [128]. De asemenea aplicarea NP Fe3O, in concentratia de 25 mg/kg a stimulat la
maxim lungimea medie si totald a plantelor de mazariche cu 63,4% si respectiv, cu 52,0% fata de

martor+trifluralind [22]. Nanoparticule Fe3O4 (70 nm) in concentratii de 5 si 10 mg/L au
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prezentat efect stimulator semnificativ asupra biosintezei lipazelor exocelulare la tulpina
Rhizopus arrhizus CNMN-FD-03 care depaseste de 3 ori nivelul probei control fiind de 95576-
101068 u/ml comparativ cu 30000 u/ml in varianta control [39].

Tratamentul boabelor cu NP ZnO in concentratie de 10 mg/L au determinat o crestere
semnificativd a continutului de clorofilda cu 276,2%, proteine totale 27,1%, fosfataza acida
73,5%, fosfataza alcalina 48,7% comparativ cu proba control [246]. Aplicarea NP de sulf si de
oxid de zinc in diferite concentratii de 500-4,000 ppm conduc la cresterea semnificativa a
continutului de lipide, proteine, aminoacizi, si clorofila pentru ambele nanoparticule, comparativ
cu controlul netratat [357].

In ceea ce priveste efectul nanoparticulelor ZnO asupra activitatii enzimatice datele din
literatura indicd ca aplicarea concentratiilor ridicate contribuie la activarea enzimei carboxi
peptidaza si alcool dehidrogenaza care ajutd la digestia carbohidratilor si alcoolului. De
asemenea aplicarea NP ZnO in concentratii de 200 mg/L si 300 mg/L au crescut semnificativ
activitatea antioxidanta a superoxid dismutazei la alga C. vulgaris [290].

Pentru a imbunatati biocompatibilitatea nanoparticulelor ZnO si FezO4 si pentru a evita
efectele toxice o solutie ar fi acoperirea cu polimeri naturali cum ar fi chitosanul. Conform
datelor din literaturd aceastd metoda poate preveni oxidarea si aglomerarea NP, de asemenea
poate imbunatati proprietatile fizico-chimice si functionalitatea [291].

Acoperirea NP ZnO cu chitosan oferd activitate antimicrobiand, imbunatateste
proprietatile termice, rezistenta mecanica si stabilizeaza [118, 314]. Astfel, studiul activitatii
antimicrobiane a demonstrat o reducere a viabilitatii pentru bacteriile Gram-pozitive (S. aureus,
B. Subtilis, C. Albicans) si Gram-negative (E. coli, A. Niger) [139, 213]. Activitatea
antimicrobiand a nanocompozitelor chitosan ZnO este atribuit grupdrilor amino incarcate pozitiv,
care interactioneaza cu membranele microbiene incarcate negativ, care induce modificari ale
permeabilitatii membranei celulare, scurgerii materialului intracelular si determind moartea
microorganismelor [101]. De asemenea chitosanul are capacitatea de a interactina cu fluxul de
nutrienti esentiali din celuld, afectand metabolismul acestora [223].

Efect similar au fost inregistrate si in cazul nanocompozitelor chitosan-Fe;O, care
inregistreaza activitate antimicrobiand mai mare comparativ cu NP Fe3O,4. Astfel, aplicarea
nanocompozitelor chitosan-FesOs in concentratii de 50 puM au demonstrat inhibarea
semnificativa a viabilitatii cu 70% la celule bacteriene B. subtilis si E. coli comparativ cu 30% la
cultivarea in prezenta NP Fe3O4 [58]. De asemenea nanocompozitele chitosan fier aplicate in
concentratii de 20 mg/L prezinta proprietati de indepartare si distrugerea oxidativa a doxiciclinei

din mediu apos si poate servi ca adsorbant promitator pentru aplicatii practice [73].
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Studiul influentei NP chitosan-Fe;O,4 cu dimensiunea de 5-10 nm au aratat ca stimuleaza
activitatea enzimei glutation peroxidaza la sobolani reducand efectele toxice. Rezultatele indica
ca NP Fe;04 acoperite cu chitosan detin o activitate antioxidanta mai mare decét chitosanul care

se manifesta prin cresterea enzimelor SOD, GPX si CAT [176].

Mecanismul de actiune a nanoparticulelor oxizilor metalici

Astfel, conform datelor prezentate mecanismul toxicologic de actiune a nanoparticulelor
asupra organismelor biologice poate fi de origine fizica, chimica sau biologica. Mecanismele
fizice de actiune toxicologica depind de dimensiunile particulelor si proprietatile suprafetei, care
conduc la perturbarea activitatii membranei [211], agregarea proteinelor [89], plierea proteinelor,
modificarea proceselor de transport [146].

Mecanismele chimice nanotoxicologice se caracterizeaza prin productia de oxigen reactiv
[215, 328, 249] care se manifesta prin dizolvarea si eliberarea ionilor toxici [327], perturbarea
activitatii de transport a membranei celulare electron/ion [234], deteriorarea oxidativa [96],
distrugerea proteinelor, peroxidarea lipidelor [311, 312]. Productia oxigenului reactiv fiind
principala cauza care poate provoca multiple leziuni si initiaza apoptoza celulara [349].

Mecanismele chimice si fizice de actiune nanotoxicologicd asupra celulelor initiaza
mecanismul biologic care se manifesta prin raspuns celular de perturbare a fagocitozei, in care
celula nu reuseste sa absoarba particule datorita formei sau dimensiunilor [49]. Se cunoaste ca
unele componente intracelulare sunt mai sensibile si mai vulnerabile la actiunea nanoparticulelor
[300].

Stabilitatea membranei poate fi afectata de nanoparticulele fie direct prin actiune fizica
sau indirect prin cele de oxidare, care pot conduce la moarte celulara. Influenta asupra
membranelor celulare depinde de proprietatile si dimensiunile nanoparticulelor [116]. Conform
literaturii de specialitate s-a stabilit ca nanoparticule pot deteriora membranele prin diferite
procese care contribuie la modificarea integritatii celulare, stabilitdtii si poate conduce la
formarea gaurilor in membrane [238]. Conform analizei genetice este evident ca deteriorarea
membranei de nanoparticule depinde de proprietatile si concentratia utilizata [130].
Nanoparticule fiind predominant responsabile pentru schimbarile morfologice si stabilitatea
membranei. In dependenti de forma si dimensiune nanoparticule pot afecta si procesul de
fagocitoza [49]. Membrana nucleara utilizeaza porii nucleari pentru transportul substantelor in

interiorul si din nucleu, insa unele particule de dimensiuni mici pot sa fie difuzate prin acesti pori

[234].
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Asadar, complexitatea metabolicd a microorganismelor complicad analiza si identificarea
caracterului interactiunii nanoparticule-celule. Compozitia chimica, dimensiunea si concentratiile
nanoparticulelor conditioneazd amploarea si specificitatea gradului de actiune asupra caracterelor
morfologice, fiziologice si biochimice ale microorganismelor. Asfel, aceste rezultate explica
importanta necesitatii cercetdrii modului in care celulele din diferite grupuri taxonomice
interactioneaza cu nanoparticule pentru evaluarea riscului si evitarea consecintelor grave asupra
ecosistemului. De asemenea prezinta interes pentru elaborarea procedeelor eficiente de
producere a noi bioproduse destinate diferitor ramuri ale economiei nationale pentru dezvoltarea

biotehnologiilor microbiene.

1.3. Perspective de utilizare a nanoparticulelor oxizilor metalici

Nanoparticule Fe3Oy4 si ZnO prezinta interes, pentru cercetarile fundamentale cat si pentru
cele aplicative, datoritd proprietatilor pe care le au si anume biocompatibilitate, stabilitate,
proprietdtile magnetice si prepararea simpla [74, 281]. Astfel, ele devin atractive pentru aplicatii
in diferite domenii precum biomedicind, alimentatie, industrie, cosmetologie, farmaceutica,
protectia mediului, biotehnologie. In continuare vor fi remarcate principalele aplicatii ale
nanoparticulelor Fe3O4 si ZnO care au fost raportate in literatura de specialitate.

Aplicatii biomedicale

Publicatiile ce descriu utilizarea nanoparticulelor oxizilor metalici in biomedicind se
intalnesc intr-un numar mare. Datoritd proprietdtilor multifunctionale nanoparticulele pot fi
aplicate cu succes in diagnostic, terapia medicamentoasa in calitate de biosenzori nanoelectronici
si in nanotehnologia moleculara [77, 105, 318, 334].

Nanoparticule Fe3s04 joacd un jol crucial in diagnostic, pot fi utilizate ca agenti de
contrast in imagistici prin rezonanta magnetica, in emisia de pozitroni in tomografie,
fluorescenta in infrarosu [52, 168, 330] si ca biosenzori pentru detectarea biomoleculelor cum ar
fi glucoza, proteinele, ureea si acidul uric [345]. Un potential de implementare vast al
nanoparticulelor Fe;O,4 este orientat si spre terapie, variind de la tratamentul cancerului, in
calitate de agenti antibacterieni, biosensori, in repararea tesuturilor si proliferarea celulelor [114,
159, 213, 236, 308]. De asemenea, conform evolutii cercetdrilor recente in domeniul
nanotehnologiei NP Fe3O4 au fost orientate spre construirea de nanoenzime care prezinta oxidaza
biologicd, peroxidaza, catalazd si activititi asemanatoare superoxid dismutazei [224, 272].
Nanozimele sunt nanomateriale cu proprietati intrinseci proprietati asemanatoare enzimelor
biologice, care ofera mai multe avantaje fatd de enzimele naturale, cum ar fi stabilitatea ridicata

conditiile de pH si eficienta costurilor [272].
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O aplicabilitate Tnalta in biomedicina o au si nanoparticulule ZnO care prezintd potential
inalt 1n tratamentul cancerului, diabetului zaharat, vindecarea ranilor, eliberarea de medicamente
si in bio imagistica [174, 197]. Datorita toxicitatii inerente a NP ZnO, au un efect puternic
impotriva a celulelor canceroase si a bacteriilor, prin inducerea generarii ROS intracelulard si
activarea semnalului apoptotic, ceea ce le face un potential candidat ca agenti anticancer si
antibacterieni. in plus, NP ZnO au fost, de asemenea, bine cunoscute pentru transportul de
medicamente terapeutice sau biomolecule. Mai mult, au capacitatea de a scddea glucoza in sange
si creste nivelul de insulind, aratand un potential promitator in tratarea diabetului si atenuarea

complicatiile sale [338].

Aplicatii in alimentatie

Un alt sector important in care nanoparticule FesO4 si ZnO se aplicd cu succes il
reprezintd industria alimentard. Nanoparticule Fe3O4 au capacitatea de a Tmbunatiti calitatea
produselor alimentare, de a creste termenul de valabilitate fiind eficiente in conservarea
alimentelor, posedd activitate antimicrobiand, sunt efective ca material de ambalare oferind
rezistentd la gaze, vapori de apd si detin capacitatea de a imbunatati rezistenta mecanica a
biopolimerilor [55, 260, 266].

Nanoparticulele ZnO pot fi de asemenea utilizate la ambalarea produselor alimentare ca
agenti antimicrobieni pentru a preveni contaminarea alimentelor, a prelungi termenul de
valabilitate, a Tmbundtati calitatea produselor alimentare sau ca absorbanti de lumind UV pentru
a proteja alimentele sensibile de expunerea la lumind UV [63]. Conform autoritatii sigurantei
alimentare europene (EFSA) privind materialele care intrd in contact cu alimentele, enzimele,
aromele si auxiliarele de procesare, oxidul de zinc nu migreaza in nanoforma si, prin urmare,
evaluarea sigurantei este concentratd pe migrarea zincului ionic solubil. Desi zincul este un
element esential pentru activitatea fiziologica a omului, in 2003 s-a a stabilit pentru zinc un
nivel negativ de 50 mg/ persoand pe zi si a fost recomandatd o limitd superioard de 25
mg/persoana pe zi [63].

Cercetarile prezentate de Mizielinska si colab. argumenteaza impactul pozitiv al NP ZnO
asupra texturii fileurilor de cod care contribuie la reducerea pierderii de apa si aderentei probelor
de peste [199]. Li si colab. au constatat ca utilizarea NP ZnO la ambalarea merelor proaspete
taiate au oferit mentinerea fermitatii, culorii, calitatii senzoriale si continutul fenolic total [184].

Astfel, gratie utilizarii nanoparticulelor, pana in prezent au fost imbunatatite proprietatile

organoleptice a mai multor alimente cum ar fi dulciurile in special bomboanele, gumele de
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mestecat, uleiurile, aromatizatorii [321]. Implicarea nanomaterialelor in industria si tehnologia

alimentara poate satisface cererea populatiei in alimente cu calitati superioare.

Aplicatii industriale

Nanoparticule oxizior metalici Fe3O4 si ZnO prezinta interes si la scarda industriala, un
domeniu foarte actual care necesitd noi surse accesibile, ieftine si cu efect. Nanoparticule Fe3O4
pot fi utilizate ca catalizator de tip Feton pentru degradarea poluantilor organici [264]. Datorita
proprietatilor feromagnetice si antiferomagnetice pot fi utilizate in dispozitivele de Inregistrare,
imbunatatind capacitatea si calitatea de inregistrare a dispozitivelor [185]. Prezintd interes si
pentru aplicatii industriale ca senzori de gaze, vopsele, conductoare, baterii reincarcabile,
obtinerea stirenului, sinteza Fischer-Tropsh a hidrocarburilor, oxidarea alcoolilor si producerea
la scara larga a butadienei [121].

Nanoparticule de ZnO pot fi utilizate in industria cosmetica ca component in lotiuni de
protectie solard, pudre de fata, paste de dinti etc. In lotiunile de protectie solara sunt utilizate
datorita capacitatilor de blocare si absorbtie a razelor UV, UVA si UVB, de asemenea datorita
naturii sale transparente care nu lasa nici o nuanta pe pielea in timp ce se aplica [63, 191].
Datoritd proprietatilor optice si biochimice sunt utilizate in industria farmaceuticd pentru
fabricarea de unguente, paste de zinc, benzi adezive si bandaje pentru piele si tratamentul ranilor
[179]. Cercetarile au aratat ca NP ZnO cu dimensiunile situate intre 20 nm si 45 nm pot spori
activitatea antibacteriana a ciprofloxacinei impotriva Staphylococcus aureus si Escherichia coli
[60]. In industria textildi NP ZnO sunt utilizate ca component antibacterian si blocarea razelor
UV, datorita proprietatilor dezodorizante si antibacteriene sunt addaugate in materiale inclusiv
tesaturile de bumbac [63, 115]. In industria electronicd sunt utilizate in fabricarea bateriilor

solare, emitatoarelor, diodelor foto, tranzitori, convertoarele piezo-electrice si senzori [163, 323].

Aplicatii in protectia mediului

Un domeniu recent in care noparticulelor oxizilor metalici si au gasit aplicabilitatea este
protectia mediului. Tehnologiile bazate pe utilizarea nanoparticulelor au aparut ca alternative
promitatoare la tehnicile actuale utilizate inregistrand o eficentd ridicata si sinecost redus.

Un interes deosebit este orientat spre utilizarea nanoparticulelor Fe;O,4 care pot fi aplicate
Ccu succes la tratarea apei contaminate si inlaturarea poluantilor organici care continud sa fie
probleme majore de mediu la nivel mondial. Dimensiunile mici ofera NP Fe;O, proprietati

superparamagnetice care pot fi utilizate direct ca nanoadsorbenti sau ca componenta principala a
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structurilor core-shell, unde NP functioneaza ca separare magneticd si carcasa oferind
functionalitatea dorita pentru adsorbtia poluantilor [137, 262, 337].

O alta strategie este incorporarea NP Fe3O,4 in materiale multifazice sau nanocompozite
cum ar fi biopolimerii naturali [47]. Fiind un procedeu avantajos care nu genereaza deseuri
secundare sau daundtoare si permite reutilizarea lor in remedierea mediului [154, 294].
Experientele efectuate de catre Patel si colab., au demostrat ca NP Fe3O4 acoperite cu chitosan si
neacoperite au confirmat efect pozitiv la imobilizarea enzimei lacaza. S-a constatat ca eficienta
de imobilizare a lacazelor este de 100% la NP Fe3O4 acoperite si neacoperite cu chitosan si de
63% si respectiv, 82%, dupa cel de al zecelea ciclu de utilizare. Astfel rezultatele prezente au
demonstrat aplicabilitatea acestor sisteme In industrie si reutilizarea lor in reciclarea deseurilor
[235]. Utilizarea NP Fe3O4 incorporate in chitosan pot reduce detergentii, produsele de ingrijire
personala si farmaceutice din sol si apele contaminate [78, 157, 249].

Nanoparticulele ZnO pot fi utilizate pentru protectia mediului datorita eficentii, stabilitatii
ridicate, selectivitatii si sinecostului redus [90]. Propritatile semiconductoare a ZnO sunt un
reprezentativ de tip n, cu un interval mare de banda de 3,37 eV si o energie de legare la excitatie
de 60 meV [154] care produce perechi electron-gaura in lumina UV sau iradiere cu razele de
lumind. Electronul si gaura pot interactiona cu O3 adsorbit pe suprafata fotocatalizatorului si H,O
pentru a genera O si respectiv OH, ceea ce poate conduce la reducerea si oxidarea poluantiilor
organici, inclusiv colorantilor (rosu Congo, Azo, Orange Il) si acetaldehidele diferite, care sunt

utilizate industrial si sunt eliberate in atmosfera [171, 315].

Aplicatii in biotehnologie

Nanoparticulele oxizilor metalici sunt atractivi si pentru aplicatiile in biotehnologia
microbiand. Conform studiilor recente nanoparticule pot Tmbunatati si spori calitatea produselor
bioactive sintetizate de microorganisme. Marimea particulelor utilizate in domeniul
biotehnologiei variazd intre 5 si 100 nm. Astel, nanoionizarea acestor particule permite
interactiuni diferite cu biomoleculele pe suprafetele celulare si in interiorul celulelor [5, 201].

Nanoparticulele metalice pot exercita efecte stimulatorii, dar si inhibitorii asupra
microrganismelor. In lucririle mai multor autori sunt expuse rezultatele efectelor
nanoparticulelor Fe3O4 si ZnO asupra celulei microbiene din care concluzionam ca influenta
depinde de tipul, dimensiunea, compozitie si concentratie [59, 118, 241]. Despre efectele de
stimulare a componentelor biochimice comunica si publicatiile autorului Kiran, care
mentioneaza ca utilizarea nanoparticulelor FesO,4 in concentratie de 10 mg/L sporeste cu 80%

productia glicolipidelor biosurfactante la cultura marind Nocardiopsis MSAL13A. Administrarea
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NP ZnO in concentratie de 0,6 mM in mediu celulelor E. coli cultivate pe parcursul a 24 ore, au
relevat cresterea activitatii enzimatice a -glucozidazei [288]. Nanomaterialele ZnO pot juca un
rol esential in imbunatitirea stabilitatii termice si a pH-ului enzimelor celulazelor [231].
Proprietatile importante ca raportului mare suprafata/ volum, eficienta catalitica si capacitatea de
adsorbtie pot imbunatati stabilitatea termica si alcalind a enzimelor celulozei [53, 324]. In plus,
suprafata de contact a nanomaterialelor pot contribui ca matrice pentru imobilizarea enzimelor.
Atasarea NP ZnO pe mai multe puncte a moleculelor enzimei poate reduce sinteza proteinei,
ceea ce duce la imbunatatirea stabilitatii enzimatice. Aplicarea NP ZnO in concentratii de 0,05%
au Imbunatatit semnificativ continutul de prolind, carbohidrati si activititile enzimelor
antioxidante peroxidaza si polifenol oxidaza la plantele Moringa peregrina in conditii de stres
[120].

Conform celor expuse mai sus o importantd deosebitd revine cercetdrii influentei
nanoparticulelor oxizilor metalici asupra microorganismelor si de asemenea, utilizarea lor in

biotehnologie in vederea obtinerii bioproduselor cu calitati valoroase.

1.4. Oportunitatea studierii levurilor din genul Rhodotorula

Proprietatile si diversitatea domeniilor de utilizare a nanoparticulelor oxizilor metalici,
evidentiaza necesitatea studierii acestor compusi, pentru evaluarea riscurilor si utilizarea in
sigurantd. Influenta nanoparticulelor si interactiunea acestora cu sistemele biologice este inca
neclara. Astfel expunerea directd la actiunea nanoparticulelor conduc la necesitatea urgentd de a
intelege influenta si a evalua riscurile utilizarii. Prin urmare, efectele adverse ale
nanoparticulelor trebuie in mod evident sa fie evaluate pe diferite organisme celulare [76, 147].

Ca model biologic atragator pentru studierea influentei nanoparticulelor asupra
mecanismelor moleculare si celulare pot servi tulpinile de levuri Rh. gracilis. Utilizarea levurilor
ca obiecte de studiu dispune de un numar mare de avantaje, dintre care mentiondm dimensiunile
reduse cu o suprafatd mare de contact cu mediul, viteza sporitd de crestere si reproducere, care
permite a urmari intr-o perioada de timp scurta influenta unor substante pe mai multe generatii
oferind posibilitatea de a analiza efectul factorilor de studiu asupra proprietatilor morfologice,
fiziologice, biochimice si genetice etc. Astfel, cercetarile asupra levurilor sunt importante pentru
evaluarea raspunsurilor celulare la actiunea nanoparticulelor dar si pentru aplicatiile lor practice
in biotehnologie [4].

Revizuirea taxonomica a levurilor pigmentate din genul Rhodotorula sunt clasificate ca
organisme celulare, Eucariote, regnul Fungi, subregnul Dikarya, increngatura Basidiomycota,

subincrengdtura Pucciniomycotina, clasa Microbotryomycetes, ordinul Sporidiobolales, familia
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Sporidiobolaceae, genul Rhodotorula [144, 212, 258]. In publicatiile recente, sinonimul speciei
Rhodotorula, conform taxonomiei, este utilizatd denumirea stiintifici Rhodosporidium. Insa
numele Rhodotorula este mai vechi decat Rhodosporidium si are o prioritate taxonomica fata de
cel din urma [320].

Morfologia coloniilor levurilor din genul Rhodotorula sunt descrise ca fiind netede
umede si uneori mucoide. Speciile sunt nutritional nepretentioase, cresc pe mai multe medii si
sunt caracterizate printr-o rata de crestere rapidd. Ele apar ca celule sferoidale, ovale sau
alungite, uneori formeaza capsuld [44]. Reproducerea are loc prin imugurire multilaterald sau
polard. Bastoconidia nu se formeaza, iar unele tulpini sunt capabile de a sintetizeaza pigmenti
carotenoizi rosii sau galbeni [277].

Din caracterele fiziologice a levurilor din genul Rhodotorula mentionam ca tipul
respiratiei este aerob facultativ. La limita de separare dintre suprafata mediului lichid si peretele
vasului formeaza un inel. Este o culturd mezofila, regimul termic optim de dezvoltare este
cuprins intre +25- 27°C. Cele mai multe, dar nu toate, speciile nu au capacitatea de asimilare a
inozitolului, iar atunci cand inositolul este utilizat, D-glucoza nu este asimilatd. Substantele
asemandtoare amidonului nu sunt sintetizate de niciuna dintre specii si lipseste capacitatea
fermentativa [23, 277].

Compozitia biochimica a levurilor din genul Rhodotorula prezinta interes pentru
biotehnologie datoritd biosintezei unui continut echilibrat de carotenoide, carbohidrati, lipide
proteine si enzime antioxidante [95].

Carotenoizii sunt un grup omnipresent de pigmenti izoprenoizi, formati din 40 atomi de
carbon derivati prin biosinteza a douad generatii de geranil-transferaza pirofosfat si reprezinta
solventi solubili nepolari [129]. Datoritd structurii pigmentii carotenoizi actioneaza ca
antioxidanti care protejeazd membrana, capteazd radicalii O, si peroxil, capacitatea lor
antioxidantd este aparent atribuita structurii lor. Pigmentii carotenoizi apar in sistemele
fotosintetice ale plantelor superioare, algelor, levurilor si bacteriilor fototrofice. Pe de altd parte,
in organismele non-fotosintetice, carotenoizii sunt importanti in protejarea impotriva daunelor
foto-oxidative. Astfel, multe microorganisme se bazeaza pe carotenoide pentru protectie atunci
cand cresc 1n conditii nocive [195]. De asemenea pigmentii carotenoizi sunt coloranti naturali, de
culoare galbend pana la rosie, astfel incat au o mare influentd asupra acceptabilitatii multor
alimente. Mai mult, unii carotenoizi sunt precursori ai vitaminei A, din punct de vedere al
sanatatii umane, acestea se numdra printre factorii biochimici creditati, care reduc riscurile
pentru bolile degenerative, cum ar fi cancerul, bolile cardiovasculare, degenerescenta maculara si

cataracta [82, 192].
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In cazul productiei si comercializarii pigmentilor carotenoizi obtinuti din plante, exista
unele probleme in ceea ce priveste variabilitatea sezoniera si geografica, care nu poate fi
controlatd. lar obtinerea carotenoizilor prin sinteza chimicd genereaza deseuri periculoase care
pot afecta mediul inconjurdtor si pot initia unele afectiuni alergice sau de altd natura care pot
afecta organismul uman si animal. Spre deosebire de metodele traditionale avantajele productiei
microbiene includ capacitatea microorganismelor de a utiliza o mare varietate de substraturi cu
costuri reduse, un control mai bun al procesului de cultivare si timpul minim de productie. O
atentic deosebita este orientata spre utilizarea levurilor care sunt mai convenabile decat
mucegaiurile sau algele pentru productia pe scard industriald. Avantajul utilizarii levurilor in
productia de carotenoizi constd in primul rdnd in adaptabilitatea rapida, datoritd naturii lor
unicelulare cresc usor, au o productivitate 1naltd, mediile de culturd si conditiile de cultivare
pentru optimizarea biosintezei pot fi dirijate, sunt rezistente la microflora straind, nu polueaza
aerul cu spori si pot fi utilizate medii nutritive care au un cost redus de productie [192, 204, 221].

In conformitate cu opiniile diferitor cercetitori, levurile din genul Rhodotorula detin un
potential inalt de producere a pigmentilor carotenoizi care variaza in limitele 40-60% substanta
uscatd [33]. Peste 90% din carotenoidele produse de Rh. gracilis sunt compuse din B-caroten,
torularhodina si torulena [186].

Ponderea relativa a celor trei pigmenti carotenoizi majori din totalul carotenoidelor este
foarte variabila si depinde de diferentele dintre tulpinile din aceeasi specie si este puternic
influentata de conditiile de cultivare [123]. Sa aratat ca cultivarea dirijata prin inducerea stresului
osmotic si reducerea temperaturii intensifica biosinteza B-carotenului cu pana la 73,9%. Stresul
oxidativ mareste continutul de torulina cu cu pand la 82,2% fiind mai eficient decat in alte
conditii. Iradierea cu lumina alba a stimulat productia de torularodina cu pana la 20,0% [177].

Cationi divalenti Fe, Mg, Ca si Zn Co au demonstrat ca actioneaza ca stimulatori pentru
sinteza pigmentilor carotenoizi la tulpinile din genul Rhodotorula [190]. Ulterior rezultatele
prezentate de Buzzini si colab. [85] indicd cd AI** si Zn®" au dovedit a exercita o infuentd
selectiva asupra sintezei pigmentilor exercitand efect stimulator asupra biosintezei -carotenului
in timp ce Zn®" si Mn?* au avut un efect inhibitor asupra sintezei torulinei si torularhodinei. Efect
stimulator asupra productiei si acumuldrii celulare de pigmenti carotenoizi la levurile
Rhodotorula glutinis au exercitat sarurile de fier, calciu si zinc [79]. Datele privind influenta
nanoparticule oxidului de zinc au inregistrat cd sinteza pigmentilor carotenoizi la plantele
Arabidopsis nu este afectata la aplicarea concentratiilor de 200-300 mg/L [332].

Pe langa capacitatea levurilor din genul Rhodotorula de a produce o gama larga de

pigmenti carotenoizi intracelular levurile pot sintetiza si alte substante bioactive extracelular. O
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componentda importanta al celulelor de levuri din genul Rhodotorula sunt carbohidratii care
variaza in limitele 15-40% substanta uscatd [61]. Carbohidratii pe langa functia de substante de
rezevd detin un rol important si in dezvoltarea levurilor, acestea participd in reglarea
mecanismelor celulare care controleaza sinteza diferitor substante, cresterea si multiplicarea
celulard. Continutul de carbohidrati din biomasa levuriana caracterizeaza starea fiziologica fiind
importante pentru functionarea corecta a celulelor. Prin urmare carbohidratii pot fi un indiciu al
viabilitatii levuriene. De asemenea polizaharidele microbiene sunt adaugate in produsele
alimentare ca agenti de Ingrosare, stabilizatori, emulsifianti de gelificare si agenti de legare
[150].

Tulpinile de levuri oleaginoase Rhodotorula glutinis si Rhodotodorula gracilis sunt
capabile sa produca cantitdti mari de grasimi in conditii de limitare a continutului de azot. Pot
produce mai mult de 20% din biomasa lor lipide, iar In urma cultivarii dirijate pot inregistra
pana la 70%. Randamentul acizilor grasi sintetizati sunt de 47% acid oleic, 37 % acid palmitic si
8% acid linoleic [61]. Cultivarea dirijata a lipidelor microbiene produse de Rh. gracilis NRRL
Y-1091 in conditii de limitare a azotului mareste continutul cu 49,8% [92].

Un indicator important care caracterizeaza desfasurarea proceselor metabolice a culturilor
de levuri supuse actiunii diferitor factori de cultivare, este continutul de proteind. Fiind formate
exclusiv din aminoacizi, proteinele se gasesc in celule aldturi de alti componenti celulari
importanti. Proteinele detin un rol important in mentinerea integritatii celulare (proteinele
peretelui celular), in raspunsul imun si autoimun al organismului in limbajul, structura si
functionarea celulard iar altele pot fi enzime care catalizeazd diferite reactii biochimice din
organism [317]. Tulpinile de levuri din genul Rhodotorula pot produce cantitati mari de proteine
cu continutul mai mare de 40% din biomasa lor uscata, iar in urma cultivarii dirijate pot
inregistra pana la 50% [85].

Proteina din levuri este superioard celorlalte tipuri de proteine datoritd continutului
valoros de aminoacizi esentiali, imunoactivi si proteinogeni. Tulpinile de levuri din genul
Rhodotorula in urma cultivarii dirijate cu utilizarea substratelor furajere pot inregistra pana la
8,917% cu o stimulare semnificativa a continutului de metionina, izoleucina si leucina [170].
Utilizarea mediului optimizat suplementat cu compusul coordinativ [Zn(Gly)(DL-Ser)] in
concentratie de 10 mg/L sporeste continutul de aminoacizi esentiali cu 8,90 mg/100mg la tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 cu stimularea reprezentativa a lizinei (1,27 mg/100 mg),
leucinei (1,89 mg/100 mg) si teoninei 1,42 [34].

Un concept inovator in producerea biotehnologicd a proteinelor si aminoacizilor este

utilizarea nanoparticulelor oxidului de zinc ca factori stimulatori si regulatori ai proceselor de
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biosinteza [104]. Nanoparticulele prezintd un instrument unic pentru manipularea activitatii
biosintetice a microorganismelor, cu eficientd doveditd pe obiecte biotehnologice din diferite
grupuri taxonomice. Impactul stimulator al nanoparticulelor oxidului de zinc se datorcaza
proprietatilor unice de a interactiona cu celule microbiene si de a induce modificari in procesele
biochimice celulare, inclusiv a componentelor proteice [107, 108].

Pentru evaluarea influentei nanoparticulelor asupra celulelor levuriene un parametru
importat este studiul activitatii enzimelor antioxidante. Conform datelor din literatura de
specialitate nanoparticule produc specii reactive de oxigen care in concentratii ridicate pot afecta
activitatea fiziologica, provocand mai multe tipuri de daune, inclusiv afectarea ADN-ului,
membranei celulare si componentelor bioactive din celuld [164, 172]. Totusi, celulele poseda
sisteme antioxidante eficace care pot impiedica sau permit recuperarea leziunilor oxidative. La
tulpinile de levuri Rh. gracilis sistemul antioxidant de aparare consta in molecule cu greutate
mica antioxidante cum ar fi enzimele catalaza si superoxid dismutaza [240].

Catalaza este o enzima antioxidanta homotetramerica a patru subunitati identice de 59,7
kDa. Fiecare subunitate contine 527 reziduri de aminoacizi, un grup hem, o moleculd strans
legata de NADPH si o grupare protetica din porfirind de fier (Ill) in structura careia intra 4
nuclee pirolice si un ion Fe**. In decursul reactiei enzimatice atomul central de fier din hem
ramane in stare trivalentd si nu sufera modificari de valentda [175]. Catalaza are 0 greutate
molecularda de 240 kDa este localizata in principal In peroxizomii din aproape toate celulele
aerobe si serveste la protejarea celulei de efectele toxice ale peroxidului de hidrogen prin
catalizarea descompunerii H,O; in apa si — oxigen. Mecanismul de cataliza nu este complet
elucidat, dar reactia generala este dupa cum urmeaza: 2H,0, —> 2H,0 + O, [346].

Superoxid dismutaza este enzima antioxidanta care catalizeaza reducerea anionilor de
superoxid a peroxidului de hidrogen si apara celulele de nivelurilor periculoase ale oxigenului
reactiv. Peroxidul de hidrogen este transformat n oxigen si apa, mecanismul de reactie catalizat
de SOD este conform formulei: 20,. - + 2H + -> H,0, + O, [117]. Superoxid dismutaza este
indispensabild in multe procese biochimice, incluzand semnalizarea intracelulard, apdrarea si
functia celulara [180].

Astfel, pentru utilizarea in sigurantd a nanoparticulelor este important mentinerea
echilibrului intre cantitatea oxigenului reactiv si apararea antioxidantd care este indispensabila
pentru functionarea normala a celulelor. Acest fapt ne sugereaza ca utilizarea nanoparticulelor in
biotehnologia cultivdrii microorganismelor, necesita studii detaliate si abordare specificd in

fiecare caz concret.
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Prin urmare, investigatiile efectuate asupra particularitatilor fiziologo-biochimice si
biotehnologice a tulpinilor de levuri din genul Rhodotorula precizeaza trasaturile fiziologice si
ofera date semnificative taxonomice. Acumularea datelor privind biologia tulpinilor de levuri din
genul Rhodotorula permite asigurareca proceselor fermentative, astfel imbunatatind eficienta
tehnologiilor de producere a compusilor bioactivi, cum ar fi productia de proteine, carbohidrati,
lipide, carotenoide si enzime antioxidante. Datele prezintd valoare teoreticd si practicd pentru
dirijjarea activitatii biosintetice a tulpinii si ne conduc spre concluzia necesitatii continuarii

cercetarilor privind elucidarea cailor de stimulare a biosintezei componentelor bioactive.

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Proprietatile multifunctionale si diversitatea domeniilor de utilizare a nanoparticulelor
oxizilor metalici evidentiaza necesitatea studierii acestor compusi, pentru asigurarea utilizarii lor
in siguranta.

2. Clasificarea si proprietdtile nanoparticulelor metalice sunt multiple, iar activitatea lor
depinde de origine, compozitie chimica, dimensiune si concentratie.

3. Functionalitatea si caracteristicele sunt influentate si de metodele de sinteza fizice,
chimice sau biologice care pot fi adaptate in dependenta de necesitati.

4. Influenta nanoparticulelor metalice poate fi evaluatd cu ajutorul levurilor pigmentate
din genul Rhodotorula care pot servi ca obiecte cu destinatie biotehnologica dar si ca organism
model de testare.

5. Analiza literaturii de specialitate la tema tezei a permis de a formula problema de
cercetare propusa spre solutionare care consta in stabilirea influentei nanoparticulelor oxidului de
zinc si fier asupra parametrilor microbiologici si biochimici, elaborarea procedeului de cultivare
a levurilor Rh. gracilis si elaborarea unui procedeul de evaluare a impactului nanoparticulelor
metalice.

Scopul lucrarii consta in determinarea gradului de influentd a nanoparticulelor oxizilor
metalici ZnO si Fe3O,4 asupra indicilor microbiologici si biochimici la levurile de interes
biotehnologic din genul Rhodotorula si aprecierea perspectivelor de utilizare a lor in
bionanotehnologii.

Obiectivele lucrarii:

1. Validarea testelor microbiologice si biochimice in contextul calificarii si asigurdrii

calitatii metodelor utilizate pentru evaluarea efectelor nanoparticulelor oxizilor metalici;
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Stabilirea particularitatilor actiunii nanoparticulelor ZnO si Fe3O,4 cu diferite dimensiuni
asupra levurilor din genul Rhodotorula;

Elaborarea procedeelor de utilizare a nanoparticulelor ZnO si Fe3O4 in biotehnologia
cultivarii levurilor;

Obtinerea nanocompozitelor chitosan—zinc si chitosan-fier si aprecierea perspective

utilizarii lor in biotehnologia levurilor pigmentate.

Ipotezele cercetarii:

1. Nanoparticulele ZnO pot fi utilizate in calitate de stimulatori ai biosntezei
componentelor bioactive a levurilor pigmentate din genul Rhodotorula.

2. Levurile pigmentate din genul Rhodotorula pot servi ca organisme - model pentru

testarea gradului de nocivitate a nonoparticulelor oxizilor metalici.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Rezultatele investigatiilor prezentate in aceasta lucrare au fost obtinute in perioada anilor
2015-2019 in cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, laboratorul Biotehnologia
levurilor.

2.1. Materiale de studiu

In calitate de obiecte de studiu au servit levurile Rh. gracilis CNMN-Y-03 producitor de
pigmenti carotenoizi si Rh. gracilis CNMN-Y-30, producator de proteine si pigmenti carotenoizi.
Tulpinile sunt depozitate in colectia laboratorului Biotehnologia Levurilor si Colectia Nationala
de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie.

Tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 a fost obtinutd de colaboratorii laboratorului
Biotehnologia Levurilor prin selectia Tn m-ai multe etape pe medii lichide si agarizate, avand ca
material primar tulpina de levuri Tip a Institutului de Microbiologie al A.S. a U.R.S.S, care se
caracteriza prin productivitate slaba.

Tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 (fig. 2.1) poseda urmatoarele caracteristici: gram-
pozitiv, tipul respiratiei facultativ anaerob, celule ovale si alungite care inmuguresc, solitare,
temperatura optimala de crestere +25...30°C, activ metabolizeaza glucoza, zaharoza, arabinoza,
galactoza, maltoza, nu asimileaza amidonul, fermentatia lipseste.

Aspectul morfologic macroscopic al coloniilor tulpinii Rh.gracilis CNMN-Y-03 pe
mediul YPD agarizat este exprimat prin colonii R-forma (slab inelatd), profil neted, diametrul
coloniilor 3 - 9 mm. Pigmentatia - oranj sau roz, consistenta pastoasa.

Aspectul morfologic al coloniilor gigant cultivate pe mediul solid YPD timp de 20 zile,
este exprimat prin colonii cu forma alungita, usor neregulatd, marginea putin festonata, suprafata

coloniei pliatd, marimea coloniei 2,7x3,2 cm, culoarea oranj roz, consistenta pastoasa.
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Fig. 2.1. Aspectul microscopic al celulelor (A) si morfologia macroscopica al
coloniilor gigant (B) a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-03 cultivata in mediu YPD in
conditii de laborator.

Microscopie fotonica, obiectiv 100x15, (Autor foto Besliu A)
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Tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 a fost selectata in anul 1998 in rezultatul iradierii
gamma a culturii Rh. gracilis CNMN-Y-02 de catre colaboratorii laboratorului Biotehnologia
levurilor.

Tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 (fig.2.2) poseda urmatoarele caracteristici:gram-
pozitiv, tipul respiratiei facultativ anaeroba, celule ovale si alungite care inmuguresc, solitare cu
dimensiuni de 8 si 20 pum, temperatura optimala de crestere 25...30°C, activ metabolizeaza
glucoza, zaharoza, arabinoza, galactoza, xyloza, nu asimileaza maltoza, lactoza, ramnoza,
nitratii, fermentatia lipseste.

Aspectul morfologic macroscopic al coloniilor tulpinii Rh.gracilis CNMN-Y-30 pe
mediul YPD se exprima prin colonii S-forma sau R-forma, cu profil neted sau reticulat,
diametrul coloniilor 6 - 9 mm. Pigmentatia - oranj sau coral, consistenta pastoasa.

Aspectul morfologic al coloniilor gigant pe mediul solid YPD la cultivare timp de 20 zile
se caracterizeazd prin forma alungitd, usor neregulatd, marginea putin festonatd, suprafata

coloniei pliatd, marimea coloniei 2,5x3,0 cm, culoarea coral, consistenta pastoasa [23].

A B

Fig. 2.2. Aspectul microscopic al celulelor (A) si morfologia macroscopica al
coloniilor gigant (B) a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 cultivata in mediu YPD in
conditii de laborator

Microscopie fotonica, obiectiv 100x15 (Autor foto Besliu A.)

Medii nutritive de cultivare:

YPD (yeast-peptone-dextroze), (w/v), (g/L): glucoza — 20, peptona -20, extract de drojdie
— 10, pH-5,5 s-a utilizat ca mediu de fermentare [46].

YPD agarizat-(w/v), (g/L ): glucoza — 20, peptona — 20, extract de drojdie — 10, agar -
2%, pH —ul 5,5 s-a utilizat pentru insamantare si studiu caracterelor morfologice a tulpinilor.
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Must de malt agarizat 6 Bl, agar - 2%, s-a utilizat pentru insamantare.
NP oxizi metalici: In cercetiri au fost utilizate nanoparticule:
- ZnO cu dimensiuni <50 nm, sub forma de pulbere, sinteza chimica, puritate >97%, aria
suprafetei >10,8 m? /g (Aldrich).
- ZnO cu dimensiuni <100 nm, sub forma de pulbere, puritate 80%, aria suprafetei 15-25
m? /g (Aldrich).
- FesO4 cu dimensiuni de 10 nm, oferite de catre cercetatorii Institutului de Inginerie
Electronica si Nanotehnologii ,,D. Ghitu’’ [138].
- Fe304 cu dimensiuni de 30 nm, greutatea moleculara 231,53 g/mol, stabilizate in Poli-
N-vinilpirolidona (PVP), (Aldrich);
- Fe30q4, cu dimensiuni 50-100 nm, sub forma de pulbere, se refera la categoria
materialelor biomedicale, aria suprafetei >60 m2/g, densitatea 4,8-5,1 g/ml la +25°C
(Aldrich).

Concentratiile nanoparticulelor utilizate la cultivarea levurilor au variat in functie de
scopul experientelor. In varianta martor nu s-au aplicat nanoparticule. Influenta NP oxizilor
metalici asupra levurilor pigmentate Rh. gracilis a fost caracterizata conform standardelor si
protocoalelor corespunzatoare, fiind aplicate metode fizico-chimice, microbiologice si

biochimice de investigare.

2.2. Metode de investigatie

Conditii si parametrii de cultivare a levurilor:

Pentru obtinerea inoculatului in baloane se utilizeaza cultura de levuri din genul
Rhodotorula cultivata pe mediul agarizat inclinat. Cultivarea materialului semicer are loc in
baloane Erlenmayer cu capacitate de 500 ml care contine 100 ml mediu lichid YPD. Materialul
semincer se cultivd pe parcursul a 48 ore, pe agitator rotativ (200 r.p.m.), la temperatura de
+25...27°C, cu iluminare permanentd 2000 Lx. Calitatea materialului semicer se controleaza prin
microscopie.

Pentru obtinerea biomasei celulare cultivarea submersd a levurilor se efectueaza in
baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, cultivare are loc pe agitator cu viteza de rotatie 200
rot./min, la temperatura de +25°...27°C, iluminare permanenti 2000 Lx, gradul de aeratie
80,0...83,0 mg/L, durata de cultivare submersa 120 ore. Mediul lichid de fermentare YPD se

insimanteaza in volum de 5% cu material semincer 2x10° celule/ml.
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Conditii si parametrii de preparare a solutiei stoc de nanoparticule:

Solutia stoc de nanoparticule a fost preparata conform metodei expuse de Oterro-
Gonzalez et. al. [228]. S-au preparat in membrana filtrata (0,45 g/L) apa deionizata. Solutia a
fost asistata cu ultrasunet folosind un procesor cu ultrasunete de 50 W la o amplitudine de 50%
timp de 10 minute (fig. 2. 3). pH-ul solutiei a fost ajustat la 6-7 folosind NaOH diluat sau HCI, si
solutia a fost depozitati la 4°C. Inainte de utilizare, stocurile au fost echilibrate la temperatura
camerei 234+2°C si sonicata timp de 5 minute la amplitudinea 50% [228]. Nanoparticulele au fost
adaugate sub forma de emulsie la etapa inocularii tulpinii. In calitate de proba control s-a

cercetat varianta fard aplicarea nanoparticulelor.
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Fig. 2.3. Prepararea solutiei stoc de nanoparticule procesor cu ultrasunete de 50 W
(Autor foto Besliu A)

Nanoparticulele FesO4 cu dimensiunile de 10 nm au fost preparate conform metodei de
co-precipitare chimicad folosind sulfat de fier (II) si clorurda de fier (III) in prezenta poli-N-
vinilpirolidonei. Initial s-a dizolvat 0,560 g sulfat de fier (I) in 35 ml de apa distilata. Apoi s-au
adaugat prin picurare 3 mililitri solutie de PVP 0,01 mol/L si 3 ml de solutie saturata de clorura
de fier (IIT) la solutia stoc. Dupa 30 min de reactie, s-au adaugat 15 ml hidroxid de amoniu.
Sinteza a fost realizatd la temperatura de 75° C intr-o atmosfera de argon sub agitare timp de 5
ore. Pulberea neagra de magnetitd rezultata a fost separata de solutia initiald, spalata cu etanol si
uscata la 100° C [138].

Conditii si parametrii de preparare a nanocompozitelor chitosan-fier si chitosan-
zinc

Acoperirea NP Fe3O,4 cu chitosan

Suspensile de NP au fost preparate prin metoda sonochimica, stabilizarea s-a realizat in

polimer de chitosan. Acoperirea NP Fe3O, cu chitosan s-a efectuat conform metodei
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Mohammadi-Samani [203]. Initial, 20 mg de chitosan s-a dizolvat in solutie de acid acetic 1 M
cu un volum final de 100 ml. Nanoparticule FesO4 au fost adaugate la solutia anterioara cu
agitare ulterioara timp de 18 ore la agitator rotativ 200 r.p.m. In timpul acestui proces,
moleculele de chitosan s-au adsorbit pe suprafata nanoparticulelor si a fost obtinuta o suspensie
maro inchisa omogena (fig 2.4). Emulsia de nanocompozit s-a adaugat la etapa inocularii culturii

de levuri.

Fig. 2.4. Acoperirea NP Fe;O,4 (50-100 nm) cu chitosan
(Autor foto Besliu A)

Acoperirea NP ZnO cu chitosan

Nanocompozitul chitosan-zinc se prepara conform metodei Sudheesh Kumar [179].
Solutia de chitosan se obtine prin dizolvarea a 2 g de chitosan in solutie de acid acetic 1% la
temperatura camerei. Apoi, solutia se filtreaza pentru a indeparta particulele nedizolvate. La
hidrogelul de chitosan se adaugd solutie de NaOH 1% péana la pH neutru, urmata de
centrifugarea hidrogelului pentru a elimina apa nelegata. Nanoparticulele ZnO se suspenda in
apa si solutia se sonifica timp de 10 min. Suspensia de NP ZnO se adauga prin picurare la
chitosan si intregul amestec se supune agitarii viguroase timp de 1 ord. Amestecul omogenizat de

hidrogel de chitosan — nanoparticule ZnO se adauga in mediul de cultura la etapa inocularii.

Metode de determinare a indicilor microbiologici si biochimici la levuri

Pentru aprecierea influentei NP asupra levurilor Rh. gracilis au fost utilizate metode de
determinare a viabilitatii celulare, productivitatii, caracterelor morfologice celulare si coloniale.
Analiza biochimicd s-a efectuat prin determinarea continutului de proteine, carbohidrati si
pigmenti carotenoizi. Efectul influentei NP oxizilor metalici asupra activitatii antioxidante s-a

evaluat prin investigarea enzimelor catalaza si superoxid dismutaza.
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Viabilitatea celulelor a fost determinata prin metoda cuantificarii numarului de colonii
formate pe placile cu YPD agarizat. Pentru determinare au fost efectuate dilutiile succesive a 0,1
ml din proba cercetatd, urmata de Tnsamantarea ulterioara a suspensiei in mediul YPD agarizat
pe cutii Petri. Viabilitatea tulpinilor a fost testata dupa 0, 3, 6, 24 si 48 ore. Placile au fost notate
si plasate in termostat cu capacul in jos la temperatura de +25°C cu examinarea zilnica pana la
aparitia coloniilor. Dupa termostatare au fost alese placile care contin un numar cuprins intre 25
si 300 colonii. S-a efectuat numararea manuala si au fost facute insemnarile de rigoare [35, 255].

Dimensiunile §i forma celulelor s-au examinat in culturi pe mediul nutritiv YPD
suplimentat cu nanoparticule oxizilor metalici. Dupa insamantare, tulpinile S-au cultivat in
conditii standart specifice tulpinilor de levuri din genul Rhodotorula. Din cultura, dupa 6, 24 si
120 ore de cultivare, s-au facut preparate de levuri (celule fixate). Frotiurile cu celule fixate s-au
colorat utilizand tehnica de colorare cu solutie de violet de gentiana [14].

Colorarea celulelor. Pe o lama se plaseaza o picatura din proba de analizat, se intinde cu
ajutorul ansei, se lasd sd se usuce si se fixeaza frotiul sub flacara. Apoi se coloreazd prin
procedeul coloratiei dupa cum urmeaza: frotiul se acopera cu solutie de violet de gentiana timp
de 1-2 minute, excesul de colorant se inldtura prin inclinarea lamei, se acopera cu solutie Lugol
timp de 1 minut, excesul de solutie se Inlatura prin inclinarea lamei si se decoloreaza cu solutie
de alcool-acetond pana cand solutia decolorata ramane incolora. Frotiul se spald cu apa apoi se
acopera cu solutie de fuxina fenolica diluata (1:10) mentinanduse pe frotiu 15 secunde, apoi se
spala cu apa distilata si se usuca [14]. Pe frotiul astfel colorat se aplica cu o bagheta de sticla o
picatura de ulei de cedru si se microscopeaza cu ajutorul microscopului XSZ-500, ocular 15/100
si camera video — MEM1300, utilizand programul special FutureWinJoe, se noteaza forma
celulelor, modul de inmugurire si dimensiunile celulelor.

Caracterele morfologice coloniale au fost stabilite conform principiilor si tehnicilor de
microbiologie generala [30]. Studiul caracterelor macromorfologice s-au efectuat prin
insdmantarea culturilor de levuri pe mediul solid must de malt si YPD utilizand metoda in strii
(ansei epuizate). Incubarea s-a efectuat la temperatura +25...27°C timp de 5 zile. Aprecierea
morfologicd a coloniilor s-a realizat prin notarea formei coloniilor, marimea, profilul, luciul,
transparenta, culoarea, marginea coloniei si consistenta.

Biomasa levurilor Rh. gracilis a fost obtinuta prin separarea de lichidul cultural, prin
centrifugare la 3000 rot/min timp de 15 minute [152].

Substanta uscata a fost determinata prin cantarire. Proba de biomasa a fost introdusa intr-

o capsuld de portelan si s-a incalzit in etuva, la temperatura de +105°C. Dupa racire la
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temperatura camerii capsula cu produs se cantareste. Operatia a fost repetata pana s-a ajuns la o
masa constanta care nu depaseste 0,0002.

Continutul de substanta uscata se calculeaza conform formulei:

substanta uscata in % = (m2 — m0)/(m1 —mQ0) « 100

unde: m1 = reprezintd masa fiolei si a probei analizate (g);

m2 = masa fiolei si a probei analizate dupa uscare (g);

mO0 = masa fiolei (g) [152].

Carbohidratii totali in biomasa de levuri s-au determinat prin metoda colorimetrica cu
utilizarea reactivului antron si D-glucozei in calitate de standard [100].

Metoda este bazata pe deshidratarea hexozelor in prezenta acidului sulfuric concentrat,
urmat de condensarea acestora cu antron, care rezulta cu obtinerea unei coloratii albastre-verzui.
in scopul dat la 0,50 ml proba supusa cercetirii s-au adaugat 5,0 ml solutie antron (50,0 mg
antron recristalizat in 100,0 ml H,SO,4 cu 66%).

Amestecul s-a agitat minutios, apoi eprubetele s-au transferat pe baia de apa in fierbere si
s-au lasat in decurs de 30 min. Eprubetele cu probe s-au racit sub apa curgatoare si s-au plasat la
intuneric pentru expozitie timp de 30 min. Solutiile colorate s-au determinat spectrofotometric la
lungimea de unda de 620 nm in cuve de 0,5 cm.

Continutul de carbohidrati s-a determinat dupa formula:

E620+10021,25/m

Unde: E 620 absorbtia solutiei la lungimea de unda de 620 nm;

1,25 coeficientul de recalculare a cantitatii de glucide in mg/ml;

m masa probei absolut uscate, mg.

Proteina s-a determinat spectrofotometric conform metodei Lowry [189].

Metoda este bazeaza pe extractia proteinelor cu NaOH 0,1N. La 0,1 ml proba se adauga
0,9 ml NaOH 0,1N si timp de 30 min are loc extractia. Dupa care din solutia data s-a luat 0,1 ml
si s-a adaugat 0,4 ml apa distilata si 2,0 ml amestec (reactiv A carbonat de sodiu 2 % in 0,IN
hidroxid de sodiu si reactiv B sulfatul de cupru 0,5% de citrat de sodiu 1,0 % care s-a preparat
prin amestecarea a 49,0 ml reactiv cu 1,0 ml reactiv B s-a lasat in repaus la temperatura camerei.
Apoi s-au adaugat 0,2 ml reagentul Folin si s-a agitat energic. Proba s-a lasat timp de 30 min la
temperatura camerei pentru dezvoltarea coloratiei si s-a masurat absorbtia solutiei la
spectrofotometru la lungimea de unda 750 nm in cuve cu grosimea stratului de 1,0 cm.

Continutul de proteine in % din BAU s-a determinat dupa formula:

E750250+0,32+100%/m,

Unde: E750 absorbtia probei la lungimea de unda 750 nm;
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0,32 coeficientul de recalcul a cantitatii de peptide in mg/ml;

50 dilutia probei;

m masa probei absolut uscate (mg).

Componenta aminoacizilor in biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 fost analizata
prin hidroliza acidd cu utilizarea analizatorului “AAA-339" al Firmei “Microtehna” (Cehia).
Cercetarile au fost efectuate in colaborare cu Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie.

Probele experimentale au fost pregatite in felul urmator: biomasa levurii Rh. gracilis
CNMN-Y-30 cultivata in prezenta NP ZnO in concentratii 0, 20 si 70 mg/L in volum de 20 mg a
fost centrifugatd la 3000 r/min timp de 15 minute. Dupa care supernatantul a fost transferat Intr-
un alt tub de centrifugare si s-a efectuat deproteinizarea cu solutie de acid sulfosalicilic de 6%,
apoi proba s-a plasat timp de o ora in frigider si s-a efectuat centrifugarea repetata la 3000 r/min
timp de 30 de minute. Acidul din supernatant a fost distilat in evaporator rotativ vid
HeidolphLaborota 4000 la 40°C pana la obtinerea pH bazic [131].

Continutul de pigmenti carotenoizi a fost determinat prin metoda spectrofotometrica
[292]. In scopul dat la 3,0 g de biomasi s-a actionat cu acid clorhidric (IN), apoi colbele s-au
transferat la baia de aburi timp de 15 minute, la temperatura de 90°C. S-a efectuat filtrarea cu apa
distilata a extractului, dupa care spalarea extractului cu amestec de acetona si hexan 1n raport de
1:1, pand la decolorarea definitiva a celulelor levuriene. Separarea hexanului si acetonei s-a
efectuat cu ajutorul apei distilate, apoi extractul s-a trecut prin sulfatul de sodiu deshidratat cu
masurarea volumului obtinut.

Masurarea pigmentilor carotenoizi s-a efectuat la spectrofotometru la urmatoarele
lungimi de unda: beta-carotenul 453 nm, torulina 480 nm, torularodind 507 nm in cuve de 1.0
cm.

Calcularea cantitatii de pigmenti carotenoidici s-a efectuat conform formulei:

A=DO*V*1000/3""1.n*G+100

unde: A pigmentul cercetat (mg/g carotenoide, 100g tesut);

DO densitatea optica;

V volumul extractului, ml;

G cantitatea de substanta uscata, g.

Zl%lcm coeficient de extractie specificd unui carotenoid;

Beta-carotenul Zl%lcm 2592;

Torulina Y% 3240;

Torularodind ¥ **1¢m 2040;
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Activitatea catalazei a fost determinatd conform metodei spectrofotometrice [297].
Protocolul experimental incepe cu distrugerea peretelui celular al biomasei levuriene prin
inghetare dezghetare, 100 mg proba de biomasa este supusa congelarii si decongelérii in 3
repetari. Dupa care peste proba se adauga 10 ml H,O;, de 3% si 10 ml de amestec (caliu iodat si
acetona 1n proportie de 1:1), se agita si se lasa sa se acumuleze sediment, dupa care se efectueaza
filtrarea. Apoi se centrifugheaza la 8000 rotatii pe minut timp de 5 minute, se colecteaza
supernatantul si se masoara absorbanta solutiei la spectrofotometru la lungimea de unda 440 nm
in cuve cu grosimea stratului de 1,0 cm.

Activitatea catalazei se determina conform formulei:

Ac=d:0,02

Unde: d- absorbtia probei la lungimea de unda 440 nm;

0,02- coeficientul de recalcul a activitatii catalazei,

Activitatea superoxid dismutazei a fost determinata prin metoda spectrofotometrica
bazatd pe capacitatea superoxid dismutazei de a inhiba reducerea tetrazoluluinitro-albastru prin
superoxid in prezenta riboflavinei [37].

Procedeul experimental include pregatirea a trei tuburi de amestecuri:

Primul tub: 3 ml mediu de reactie + 0,1 ml supernatant, acest test serveste ca martor
pentru masurarea la spectrofotometru.

Al doilea tub: 3 ml de mediu de reactie + 0,1 ml de fosfat 0,1 M, pH 7,8 tampon, acest
esantion (fara supernatant) serveste drept un control de lumina pentru probele experimentale.

Al treilea tub: 3 ml mediu de reactie + 0,1 ml supernatant proba experimentala.

Pentru a incepe reactia enzimatica in toate cele 3 tuburi se adauga 0,05 ml de riboflavina,
al doilea si al treilea tub sunt plasate in conditii iluminare timp de 10 - 20 de minute (timpul
asimilat de experientd), primul - in intuneric la o temperatura de 30° C. Reactia este opritd prin
plasare al doilea si al treilea tub in intuneric. Densitatea opticd a continutului din toate cele trei
tuburi sunt determinate la spectrofotometru la lungimea de unda 560 nm. Cantitatea de proteina
in supernatant a fost determinata conform metodei Lowry [189].

Determinarea activitatii SOD se efectueaza in cel putin trei repetari.

Activitatea SOD se calculeaza conform formulei:

Activitatea SOD (unitati/mg de proteind) = lg (Dcontr. / Dexp.)/(1g2 » Cprot.);

unde: Dcontr - densitatea optica a controlului;

Dexp. - densitatea optica a probei experimentale;

Ig2 - volumul de supernatant addugat la probe;

Cprot. - continutul de proteine din proba, mg.
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Pentru veridicitatea datelor, rezultatele obtinute au fost supuse analizei statistice.
Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectuata utilizand setul de programe MO Excel si
Statistica 9.0. Rezultatele datelor a 3-5 repetari obtinute au fost exprimate prin calcularea mediei,
deviatiei standard si intervalului de incredere pentru o medie. Toate diferentele au fost

considerate semnificative statistic pentru P <0,05, comparativ cu varianta martor.

Echipament de laborator:

Microscopului XSZ-500, Camera video — MEM1300; Colorimetru KFK-2; Balante
electronice AQT 250, WTB-200; Balantd analitica BJIP-200; pH-metru portabil WTW;
oximetrul Oxi 315i/SET;Autoclav T'K/100/3; Centrifugd MPW-310; Agitator KB-357,
Sterilizator I'TI-40MO; Evaporator rotativ vid Heidolph Laborota 4000; Analizatorului “AAA-
339”, Microtehna; Termostat Biobase; Spectrofotometru T60 UV VIS; Procesor cu ultrasunete
Da-968.

2.3. Concluzii la capitolul 2

1. 1In calitate de obiecte de studiu in aceastd lucrare au fost utilizate doua tulpini de levuri
pigmentate Rh. gracilis, producatoare de proteine si pigmenti carotenoizi din Colectia
Nationalda de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie.

2. In cercetari au fost realizate si testate 6 tipuri de nanoparticule anorganice metalice:
Fe304 ZnO si nanocompozitele chitosan-fier si chitosan-zinc cu diferite dimensiuni si
concentratii.

3. Influenta nanoparticulelor FesO4 si ZnO, precum si nanocompozitelor chitosan-fier si
chitosan-zinc asupra levurilor pigmentate Rh. gracilis au fost caracterizate conform
standardelor si protocoalelor corespunzatoare, fiind aplicate metode fizico-chimice,

microbiologice si biochimice de investigare.
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3. EFECTELE NANOPARTICULELOR ZnO ASUPRA TULPINILOR
DE LEVURI DIN GENUL RHODOTORULA

Analiza efectuatd in capitolul 1 evidentiaza relevanta cercetdrilor privind aplicarea
nanoparticulelor ZnO in diferite domenii dar si potentialele amenintari odata ce acestea intrad in
mediul inconjurator [351, 353]. Astfel, pentru determinarea efectelor nanoparticulelor asupra
organismelor vii o importantd majora revin cercetarilor cu aplicarea levurilor pigmentate Rh.
actiune asupra proceselor vitale in celula.

Pentru o caracterizare ampla a influentei NP asupra tulpinilor de levuri, relevante sunt
studiile asupra viabilitatii, caracterelelor morfologice, culturale, studiul compozitiei biochimice
si activitatii enzimelor antioxidante [178]. Analiza compozitiei biochimice (continutul de
carbohidrati, proteine, pigmenti carotenoizi), caracterelor morfologice (abilitatea membranei de a
transporta selectiv substantele nutritive, deteriorarea membranei celulare, ionii sau alte
ingrediente din mediul nutritiv) si activitatii enzimelor antioxidante (SOD si CAT) ofera
posibilitatea restrangerii paletei de cercetare si formarii bazelor de referinte necesare pentru
evaluarea actiunii nanoparticulelor ZnO.

O alta directie de interes major este aplicarea NP ZnO in biotehnologia microbiologica
diferitor ramuri ale economiei nationale este important de a cerceta efectul nanoparticulelor
asupra dezvoltarii si producerii de metaboliti cu destinatie biotehnologica. Este evident ca pentru
utilizarea in sigurantd in biotehnologia cultivarii levurilor si obtinerii produselor bioactive de
diversd naturd, sunt necesare cercetdri privitor la reactia celulelor la actiunea nanoparticulelor.
Cercetarile din acest domeniu poarta un caracter atat teoretic, cat si practic.

Astfel, cele expuse mai sus indicd importanta evaludrii influentei nanoparticulelor ZnO
asupra tulpinilor de levuri pigmentate din genul Rhodotorula si aprecierea potentialului de
utilizare 1n biotehnologie pentru sporirea potentialului biosintetic.

Scopul cercetarilor expuse in acest capitol consta in elucidarea efectelor nanoparticulelor
ZnO 1in functie de dimensiuni si concentratie asupra tulpinilor de levuri de interes biotehnologic

Rh. gracilis in vederea aprecierii perspectivelor de aplicare in biotehnologie.

3.1. Validarea testelor microbiologice si biochimice
Pentru atingerea scopului si asigurdrea calificarii si calitatii metodelor utilizate in

cercetare s-a efectuat validarea testelor microbiologice si biochimice.
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Validarea testelor microbiologice

Pentru determinarea repetabilitatii s-au analizat 5 variante experimentale in care au fost
aplicate NP ZnO <50 nm in concentratii de 0-20 mg/L utilizand conditii similare (tab. 3.1).
Repetabilitatea s-a realizat in 6 repetari cu concentratii diferite de microorganisme (10-30
CFU/pe cutie si 30-300 CFU/pe cutie). Eligibilitatea probelor a fost exprimata utilizand abaterea
standard relativa, care trebuie sa se situeze in limitele de 10%. Rezultatele obtinute indica ca
abaterea standard relativa se situeaza pentru 10-30 CFU/cutie in limitele de 3,11-4,89%, si
respectiv pentru 30-300 CFU/ 0,67-1,49%. Astfel, rezultatele obtinute denota ca metoda este
precisa 1n conditiile testarii repetabilitatii.

Studiul preciziei intermediare a fost efectuata de 2 analitici care au analizat 5 variante
experimentale (tab. 3.1). Cercetarile au fost efectuate in trei repetari. Eligibilitatea probelor s-a
stabilit utilizand RSD. Rezultatele obtinute indica ca valorile RSD se situeaza in limitele 2,32-

4,80% ce atestd ca metoda este precisa.

Tabel 3.1. Precizia intermediara a metodei microbiologice de determinare a numairului

total de colonii la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-03

Analitic Proba 1 - Proba 2 -1,0 Proba 3-5,0 Proba 4- Proba 5-
Martor mg/L mg/L 10,0 mg/L 20,0 mg/L
CFU CFU CFU CFU CFU
1 155 166 170 244 208
1 170 180 184 228 228
1 162 173 177 236 218
X 162 173 177 236 218
RSD, % 4,62 4,04 3,95 3,38 4,58
Frab 9,11
I:cal 1,62
2 160 160 165 240 210
2 168 178 180 220 215
2 167 174 179 229 220
X 165 170 175 229 215
RSD, % 2,64 5,53 4,80 4,36 2,32
Fiab 9,11
I:cal 1,45

Acuratetea metodei S-a realizat prin recuperarea microbiologica cu analiza a 5 probe
experimentale. Rezultatele au demonstrat ca procentului recuperarii se situeaza in limitele de

70% (tab.3.2). Datele conform protocolului USP 30 intra in limitele recuperarii microbiologice.
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Tabel 3.2. Acuratetea metodei de determinare a numarului total de colonii pentru

tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-03

Concentratii NP ZnO 10-30 CFU/cutie 30-300 CFU/cutie
(<50 nm), mg/L
% R ttab tcal % R ttalb tcal
martor 100 2,30 | 100 1,41
1,0 113 1,63 132 1,72
50 127 2.77 2,52 128 2,77 1,75
10,0 153 1,36 118 1,76
20,0 167 1,51 115 1,63

Liniaritatea metodei testate a fost determinatd cu utilizarea a 5 probe experimentale si
concentratiile nanoparticulelor ZnO (<50 nm) de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 mg/L (tab. 3.3).
Coeficientului de corelatie (R%) se situaza in limitele 0,922-0,970, valorile coincid cu valorile
stabilite de protocolul USP 30, R>>0.95. Rezultatele obtinute au fost confirmate si de criteriu

Fisher.

Tabel 3.3. Liniaritatea metodei de determinare a numarului total de colonii pentru
tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-03

Variante, CFU +SD R® Feab Fea
NP ZnO (<50 nm),

mg/L
Proba 1 -Martor 174+8,62 0,945 9,117182 1,83
Proba 2 -1,0 184+5,97 0,970 9,117182 1,09
Proba 3-5,0 204+7,79 0,943 9,117182 2,04
Proba 4-10,0 247+6,88 0,942 9,117182 2,32
Proba 5-20,0 262+3,20 0,922 9,1171 0,56

Notid: SD abaterea relativd, R? coeficient de corelatie

Robustetea metodei este proprietatea de a ramane neafectata de modificarea intentionata a
parametrilor. In cadrul cercetirilor robustetea s-a stabilit prin schimbarea temperaturii si
mediului nutritiv de cultivare. Testele au fost efectuate in trei repetari (tab.3.4). Conform
rezultatelor obtinute s-a stabilit cd modificarile temperaturii si mediului de cultivare, nu se

modifica statistic de datele obtinute in conditii standard.
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Tabel 3.4. Robustetea metodei de determinare a numarului total de colonii pentru

tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03

Parametrii Variante NP ZnO (<50 nm), mg/L
Proba 1- Proba 2-1,0 Proba 3- Proba 4- Proba 5 -
Martor (X+SD) 5,0 10,0 20,0
(X+SD) (X£SD) (X+SD) (X+SD)
Temperatura
69
20+2 97,5+1,53 52+2,92 10045 116,5+1,28 139+6,72
2542 105+0,95 73,5+0,68 110+1,82 134,5+3,34 123+3,4
30+2 115+3.47 95+5,26 132+5.8 131+4,58 15242.6
F b 9,01 9,01 9,01 9,01 9,01
Fca 1,13 2,84 3,6 1,72 2,29
Mediu de
cultivare
YPD (1) 162,5+4,3 173+4,04 177+£3,95 218+4,58 236+3,38
YPD (2) 158+6,0 172+6,97 171+£3,50 207+3,38 218+1,60
Must de Malt 120+3,33 12242 45 128+0,87 1524263 154,3+1,62
F b 9,01
Fca 1,6 2,1 1,74 0,88 2,56

Nota: X CFU medie , SD abatere standard

Rezultatele validarii metodei microbiologice demonstreaza ca este exacta, precisa, robusta
si valida 1n conditiile testate si poate fi utilizata pentru evaluarea influentei nanoparticulelor
oxizilor metalici.

Validarea testelor biochimice

Pentru validarea metodelor biochimice au fost selectate metodele spectrofotometrice de
determinare a continutului de proteine si activitatii enzimei antioxidante catalaza in biomasa
levurii Rh. gracilis CNMN-Y-03 cultivatd in prezenta NP ZnO (<50 nm). Pentru validarea
metodelor biochimice au fost selectati parametrii de repetabilitate, precizia intermediara,
liniaritate, acuratetea si robustete.

Initial a fost validatd metoda de determinare a continutului de proteine. Precizia metodel
cercetate s-a determinat prin stabilirea preciziei intermediare si repetabilitatii. Repetabilitatea s-a
studiat in 5 probe experimentale de NP ZnO <50 nm 0-20 mg/L in aceeasi zi si in aceleasi
conditii. Precizia intermediara s-a analizat in 5 probe experimentale cu concentratii de NP ZnO
<50 nm 0-20 mg/L 2 analitici in zile diferite 1n aceleasi conditii.

Rezultatele obtinute asupra precizii intermediare si repetabilitatii denotd ca metoda testata

este precisd, valorile deviatiei standart relative fiind mai mici de 10% (tab. 3.5 si 3.6).
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Tabel 3.5. Repetabilitatea metodei de determinare a continutului de proteine la tulpina

Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu valorile F tab si F cal, intervalul de incredere 95%

Analitic Proba 1 - Proba 2 -NP Proba 3 NP Proba 4- NP Proba 5- NP
Martor Zn0O 1,0 mg/L Zn0O -5,0 Zn0 10,0 Zn0 20,0
mg/L mg/L mg/L
1 48,22 52,40 54,5 60,4 60,19
2 47,32 52,30 54,45 60,59 59,72
3 47,99 52,19 54,87 59,83 60,31
4 48,11 52,40 57,7 59,77 59,60
5 48,88 52,29 57,34 60,59 60,00
6 48,21 52,50 57,45 60,21 60,21
X 48,12+0,20 52,34+0,044 56,05+0,65 60,19+0,14 60,00+0,11
RSD,
% 1,03 0,20 2,84 0,60 0,47
Frab 9,01
Fcal 0,056

Tabel 3.6. Precizia intermediara metodei de determinare a continutului de proteine la

tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu valorile F tab si F cal, intervalul de incredere 95%

Analitic | Proba 1 -| Proba2-1,0 Proba 3-5,0 | Proba 4-10,0 Proba 5 Fiab Fea
Martor -20,0
1 47,77+0,25 | 52,35+0,028 55,97+0,85 | 55,97+0,054 | 59,95+0,13 9,11 | 0,045
2 47,84+0,15 | 52,34+0,031 57,52+0,10 | 60,13+0,34 59,95+0,20 | 9,11 | 0,045

Acuratetea metodei a fost stabilitd prin imbogdtirea probelor cu calcurarea procentului
recuperdrii. Pentru fiecare proba testatd determindrile au fost repetate de 3 ori. Conform
rezultatelor obtinute s-a stabilit ca metoda testata este exactd, valoriile medii ale recuperdrii sunt
situate in limitata de 100%, rezultatele au fost confirmate de testul Student.

Liniaritatea a fost stabilita prin absorbanta a 5 probe experimentale cu concentratiile de 0,
1,5,10 si 20 mg/L la lungimea de unda 750 nm. Variantele experimentatale au fost repetate de 3
ori.

Metoda validatd in limitele concentratiilor 0-20 mg/L este liniard, valorile coeficientului
de corelatie (RZ) variazd de la 0,9453 si ecuatia regresiei liniard este y=3,3x+44,7. Datele sunt

confirmate de criteriu Fisher (fig. 3.1).

61



70

. 50 %
& y =3.3x+44.7
£ 40 RZ=0.9453
g 20
[
20
10
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentratii NPs ZnO (50 nm), mg/L

Figura 3.1. Liniaritatea de determinare a continutului de proteine la tulpina Rh. gracilis
CNMN-Y-03

Robustetea metodei de a fost cercetatd prin variatia temperaturii in probele
experimentale. Determinarile au fost efectuate in 3 repetari pentru fiecare proba testata (tab. 3.7).
Efectul temperaturii asupra continutului de proteine a fost studiat in probele cu concentratii de
nanoparticule ZnO <50 nm 0-20 mg/L, variantele au fost incubate timp de 5 minute la
temperaturi cuprinse intre 4-28°C. S-a determinat ca modificarile temperaturii nu influenteaza
rezultatele obtinute in conditiile standard, temperatura optima pentru analizd a fost selectata

+28°C.

Tabel 3.7. Robustetea metodei de determinare a continutului de proteine la tulpina Rh.

gracilis CNMN-Y-03

Parametrii Proba 1- Proba 2- Proba 3- Proba 4- Proba 5 -
Robustetei Martor NP ZnO 1,0 NP ZnO 5,0 | NP Zn0O 10,0 | NP zZnO 20,0
Proteina (X£SD) mg/L mg/L mg/L mg/L

(X+SD) (X£SD) (X£SD) (X£SD)
Temperatura
O

442 45,99+0,017 | 51,41+0,46 58,18+0,48 59,9340,21 58,91+0,22
2542 38,5+0,28 53,9+0,28 | 58,67+0,38 59,58+0,10 61,94+0,12
2842 49,06+0,15 49,96+0,25 57,70+0,94 59,16+0,49 59,9+0,66

F b 9,01 9,01 9,01 9,01 9,01

F ca 0,50 0,03 0,14 0,04 0,034
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La etapa urmatoare pentru studiul de validare in vitro a fost selectatd metoda
spectrofotometrica de determinare a activitatii enzimei antioxidante catalaza in biomasa levurii
Rh. gracilis CNMN-Y-30 cultivata in prezenta NP ZnO (<50 nm).

Precizia metodei spectrofotometrice de determinare a activitatii enzimei antioxidante
experimentale de NP ZnO <50 nm 0-20 mg/L, rezultatele analitice sunt prezentate in tabelul 3.8.
si 3.9. Conform rezultatelor obtinute asupra precizii intermediare si repetabilitatii s-a stabilitca
metoda testata este precisd, valorile deviatiei standart relative sunt mai mici de 10% si procentual

eroarea relativa indica, de asemenea, gradul inalt de precizie a metodei propuse.

Tabel 3.8. Repetabilitatea metodei de determinare a activititii enzimei catalaza la

tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu valorile F tab si F cal, intervalul de incredere 95%

Analitic Proba 1 - Proba 2 - Proba 3 Proba 4- Proba 5-
Martor NP ZnO 1,0 | NPZnO-50 | NPZnO 10,0 | NP ZnO 20,0
mg/L mg/L mg/L mg/L
1 53,35 53,6 56,75 60,75 78,05
2 53,25 53,5 56,9 60,65 78
3 53,02 53,9 56,7 60,65 78,4
4 53,25 53,75 56,9 60,5 78
5 52,95 53,25 56,75 60,75 78,3
6 53,35 53,6 56,5 60,85 78,45
X 53,19+0,16 53,6+0,22 | 56,75+0,60 60,69+0,12 78,2+0,20
RSD,% 0,31 0,41 0,26 0,19 0,26
Frab 9,11
I:cal 0,17

Tabel 3.9. Precizia intermediaria metodei de determinare a activititii enzimei catalaza la

tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu valorile F tab si F cal, intervalul de incredere 95%

Analitic | Proba 1 - | Proba2-1,0 | Proba3-5,0 | Proba 4-10,0 | Proba 5-20,0 | Fup Fea
Martor

1 53,2+0,2 53,6+0,20 56,78+0,10 | 60,68+0,5 78,15+0,05 9,11 | 0,17

2 53,18+0,20 | 53,53+0,25 56,71+£0,20 | 60,7+0,18 78,25+0,22 9,11 | 0,17

Acuratetea metodei a fost stabilita prin imbogatirea probelor cu calcurarea procentului
recuperarii. Pentru fiecare proba testata determinarile au fost repetate de 3 ori. Conform
rezultatelor obtinute s-a stabilit cd metoda testatd este exactd, valoriile medii ale recuperarii sunt
au variat 1n limitele de la 89 la 107%, cu o recuperare medie de 98,52%, rezultatele au fost

confirmate de testul Student.
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Liniaritatea metodei s-a determinat prin absorbanta a 5 probe experimentale cu
concentratiile de 0, 1,5,10 si 20 mg/L la lungimea de unda 440 nm. Probele experimentatale au
fost testate de 3 ori. Metoda validata in limitele concentratiilor 0-20 mg/L este liniara, valorile
coeficientului de corelatie ce caracterizeaza dreapta de regresie (R?) 0,913, eroarea standard SE =
0,0022, ecuatia dreptei de regresie liniarda este y=5,9x+41,9 (fig. 3.2). Rezultatele au fost
confirmate de criteriu Fisher. Astfel, valoarea coeficientilor regresiei demonstreaza ca in cazul

concentratiilor testate metoda este liniara.
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Figura 3.2. Liniaritatea de determinare a activititii enzimei antioxidante catalaza la
tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03

Robustetea a fost cercetatd prin optimizarea conditiilor experimentale prin variatia
temperaturii. Determinarile au fost efectuate in 3 repetari pentru fiecare proba testata (Tabelul
3.10).

Tabel 3.10. Robustetea metodei de determinare a activitatii enzimei catalaza la tulpina

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03

Parametrii Proba 1- Proba 2- Proba 3- Proba 4- Proba 5 -
Robustetei Martor NP zZnO 1,0 NP ZnO 5,0 NP ZnO 10,0 | NP ZnO 20,0
(X+£SD) mg/L mg/L mg/L mg/L
(X£SD) (X£SD) (X£SD) (X+£SD)
Temperatura
9)
442 44.9+0,047 54,6+0,05 48,37+0,12 59,82+0,17 56,22+0,22
2542 45,05+0,13 55,124+0,18 52+0,14 60,25+0,16 60,20+0,24
28+2 52,524+0,129 52+0,288 61,42+0,359 60,25+0,115 | 74,3+0,1,833
F o 9,11 9,11 9,11 9,11 9,11
Fca 0, 03 0,004 0,07 0,04 0,14
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Efectul temperaturii asupra activitdtii enzimei antioxidante catalaza a fost cercetata in
probele experimentale cu nanoparticule ZnO <50 nm in concentratii de 0-20 mg/L, variantele au
fost incubate timp de 5 minute la temperaturi cuprinse intre 4-28°C. S-a determinat ca
modificarile temperaturii nu influenteaza semnificativ rezultatele obtinute in conditiile standard,
temperatura optimd pentru analiza a fost selectata +28°C.

Astfel, a fost demonstrat cd metodele spectrofotometrice de determinare a continutului de
proteine si activitatii enzimei antioxidante catalaza in biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-03
cultivata in prezenta NP ZnO (50 nm) in limitele concentratiilor 0-20 mg/L sunt simple, acurate,
precise, liniare, robuste, deci valide conform acestor criterii. Astfel, deci indicii mentionati pot fi

utilizati ca indicatori in testarea influentei nanoparticulelor metalice.

3.2. Viabilitatea, productia de biomasa celulara si caracterele morfologice a levurilor
Rh. gracilis sub influenta nanoparticulelor ZnO

Reiesind din premisele teoretice expuse anterior, ne-am propus sa studiem actiunea
nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni si concentratii asupra viabilitatii, productiei de
biomasa celulara si caracterelor morfologice a doua tulpini de levuri de interes biotehnologic Rh.
gracilis CNMN-Y-03 si Rh. gracilis CNMN-Y-30. In experiente s-au folosit nanoparticule ZnO
cu dimensiuni de <50 nm si <100 nm aplicate in mediul de cultivare YPD 1in concentratii de la 1
mg/L si 70 mg/L.

Un indiciu important pentru evaluarea actiunii nanoparticulelor ZnO este determinarea
viabilitatii celulare. Pentru analiza cito- sau genotoxicitdtii sub actiunea factorilor chimici sau
fizici, care exercitd efecte toxice printr-un numar de modificari celulare ce pot compromite
capacitatea celulelor de a se diviza dar fard a duce neapdrat la moarte, este determinarea
viabilitatii, una dintre metodele cele mai frecvent utilizate [169]. Analiza parametrului de
viabilitate este, de asemenea, foarte important pentru procesele industriale in care se utilizeaza
microorganisme [217].

Studiul efectelor nanoparticulelor ZnO in functie de dimensiuni si concentratie a
evidentiat modificari semnificative ale viabiliatii celulelor a levurilor Rh. gracilis. Conform
rezultatelor obtinute s-a observat o crestere a viabilitatii celulare dupa 24 ore de cultivare
comparativ cu primele 6 ore pentru ambele tulpini si nanoparticule cercetate.

Rezultatele pot fi explicate prin adaptarea celulelor levuriene la actiunea NP ZnO care se
majoreaza la 24 ore de cultivare. De asemenea, conform datelor din literatura de specialitate este

cunoscuta dependenta Citoxicitatii NP metalice de durata de contact a microorganismelor. De
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exemplu, in timpul a 6 ore de incubare, nanoparticulele oxizilor metalici inregistreaza o
toxicitate mai mare comparativ cu 24 ore [216].

Studiul efectelor NP ZnO <50 nm asupra levurii Rh. gacilis CNMN-Y-03 a evidentiat ca
utilizarea nanoparticulelor in concentratia 20 mg/L stimuleaza semnificativ viabilitatea celulelor
levuriene dupa 6 si 24 ore de cultivare cu 45-100%. In cazul examindrii tulpinii Rh. gacilis
CNMN-Y-30 viabilitatea celulelor levuriene dupad 6 si 24 ore de cultivare creste cu 14-22%
comparativ cu proba martor la aplicarea concentratiei de 10 mg/L (fig. 3.3).

Analiza comparativa a rezultatelor actiunii nanoparticulelor ZnO <50 nm in concentratiile
de 50-70 mg/L, arata efecte citotoxice asupra tulpinilor studiate atat dupa 6 ore de contact, cat si
dupd 24 de ore, viabilitatea celulelor scade cu peste 40%. Astfel, cuantificarea numarului de
colonii formate pe placile cu YPD agarizat a demonstrat cad concentratia minim inhibitorie
(IC50%) a nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de <50 nm constituie 70 mg/L asupra tulpinilor
de levuri studiate. Deci, in rezultatul cercetarilor putem afirma ca efectul nanoparticulelor ZnO

(<50 nm) asupra viabilitatii celulelor se manifesta in functie de concentratiile utilizate.
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Fig. 3.3. Valorile procentuale fata de martor ale viabilititii celulare a Rh. gracilis la contact

cu nanoparticulele ZnO <50 nm in functie de concentratie si durata de contact

Analizand datele obtinute privind actiunea NP ZnO cu dimensiuni <100 asupra levurilor
Rh. gracilis s-au constatat unele diferete. In ceea ce priveste efectul asupra Rh. gacilis CNMN-
Y-03 s-a stabilit ca viabilitatea celulelor dupa 6 si 24 ore de cultivare creste la aplicarea
concentratiilor de 1...30 mg/L cu 16-41%, fata de proba martor.

Analiza comparativa a rezultatelor obtinute pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30
indica cd atat dupa 6 ore de contact cu nanoparticule, cat si dupd 24 de ore, viabilitatea celulelor

sub actiunea concentratiilor de 20-30 mg/L scade cu pana la 24- 32% (fig. 3.4). S-a constatat ca
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gradul de viabilitate la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 este asociat cu concentratiile utilizate in
experiente. Pentru concentratiile nanoparticulelor utilizate in experiente, pragul minim

inhibitoriu de 50% (ICsg9) sau maximal eficient de 50% (ECsoy) NU S-a inregistrat.
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Fig. 3.4. Valorile procentuale fata de martor ale viabilititii celulare a Rh. gracilis la contact

cu nanoparticulele ZnO <100 nm in functie de concentratie si durata de contact

Valoarea obtinutd (R%) in urma corelrii valorilor viabilititii celulare dupa 6 si 24 ore de
contact cu cele ale concentratiilor nanoparticulelor, evidentiaza o corelatie puternica intre cei doi
factori, R = 0,8858 respectiv R? = 0,9487.

Asadar, experientele efectuate au demonstrat cd nanoparticulele ZnO <50 nm au un efect
semnificativ asupra celulelor levuriene decat particulele cu dimensiuni mai mari ZnO <100 nm,
efect confirmat si prin datele stiintifice conform carora nanoparticule oxizilor metalici cu
dimensiuni mai mici si in concentratii sporite interactioneaza cu, proteinele, ARN-ul sau ADN-ul
lor, ceea ce contribuie la inhibarea diviziunii celulare [134].

Analizand datele obtinute privind productia de biomasd dupa cultivarea levurilor in
prezenta nanoparticulelor timp de 120 ore, s-au constatat unele diferente nesemnificative in
efectele produse de catre nanoparticule. Conform studiilor, nanoparticulele ZnO <50 nm 1in
concentratiile 1-70 mg/L si ZnO <100 nm in concentratii de 1-30 mg/L nu manifesta modificari
substantiale a productiei de biomasa celulara la levurile pigmentate din genul Rhodotorula.
Valorile cantitdtii de biomasa obtinutd la 1 L mediu de culturd sunt situate in limita erorii
admisibile (fig. 3.5.). Determinarea gradului de corelare intre cantitatea de biomasa celulara
acumulata si concentratiile de nanoparticule a demonstrat o legatura puternica. Coeficientul de
determinare este de R* = 0, 9161. Rezultatele obtinute conduc spre ideea ca culturile de levuri

studiate se adapteaza la conditiile de cultivare in prezenta nanoparticulelor oxidului de zinc.
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Fig.3.5. Valorile procentuale fata de martor ale acumularii biomasei celulare a levurilor

Rh. gracilis sub actiunea nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie

Pentru a confirma efectul negativ al NP asupra viabilitatii am realizat studiul caracterelor
morfologice a levurilor pigmentate din genul Rhodotorula, in dependenta de concentratia
nanoparticulelor. Morfologia celulelor si coloniilor a fost studiata pe probe experimentale
obtinute la cultivarea tulpinilor de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-03 si Rh. gracilis CNMN-Y-30
in prezenta nanoparticulelor ZnO <50 nm timp de 24 ore.

Examinate la microscop, celulele Rh. gracilis CNMN-Y-03, crescute pe mediul YPD, au
prezentat forme alungite sau globulare, dispuse izolat sau perechi, cu dimensiuni variabile (fig.
3.6). Cultura martor prezinta celule tipice cu dimensiuni ale lungimii care variazd intre 4-7
(media 7.0) micrometri si latimii de 2-3 (media 2,5) micrometri. Aria medie a celulei in varianta
martor constituie 16.49 micrometri patrati. In variantele experimentale sub influenta NP ZnO
(<50 nm) in concentratiile 10-70 mg/L, lungimea celulelor variaza de la 3.5 pana la 8.25
micrometri, iar latimea medie de la 2 la 4.0 micrometri. Aria medie a celulelor se micsoreaza si
se afla in limitele 16.84- 25.91 micrometri patrati, ceea ce constituie 2-57%, fata de martor.

Experientele efectuate cu tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30, la fel cultivatda pe mediul
YPD timp de 24 ore, de reguld prezinta celule alungite sau sferice, aranjate izolat sau perechi, cu
dimensiuni variabile (fig. 3.7). Lungimea celulelor in varianta control este situatd intre 17,6
(media 8,07) micrometri si latimii de 3-5 (media 3,4) micrometri. Aria medie a celulei in
varianta martor constituie 21,53 micrometri patrati. In probele experimentale, lungimea celulelor
este situatd in limitele 5,1 - 6,01 micrometri, iar latimea medie constitue 3,29-4,43 micrometri.
Aria medie a celulelor se micsoreaza si se afla in limitele 14,43- 18,68 micrometri patrati, ceea

ce constituie 67-86 %, fata de martor.
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Martor 10 mg/L, 20 mg/L.

30 mg/L, 50 me/L 70 mg/L

Concentratii NP ZnO <50 nm
Fig. 3.6. Aspectul morfologic al celulelor Rh. gracilis CNMN-Y-03 dupa 24 ore de
contact cu nanoparticulele ZnO <50 nm, (ocular 15/100)

Fig. 3.7. Aspectul morfologic al celulelor Rh. gracilis CNMN-Y-30 dupa 24 ore de
contact cu nanoparticulele ZnO <50 nm, (ocular 15/100)

Asadar, actiunea nanoparticulelor ZnO <50 nm asupra levurilor Rh. gracilis este

confirmatd de modificari asupra dimensiunilor celulelor, Indeosebi efectul este mai evident la
contactul celulelor cu concentratia de 70 mg/L. O alta particularitate a actiunii nanoparticulelor
ZnO <50 consta in formarea unor aglomerari al celulelor, efecte mai pronuntate sunt observate la
contactul cu concentratiile de 20 si 70 mg/L. Se poate presupune cad concetratiile mari de NP

Zn0 <50 introduse 1n mediul experimental induc acumularea lor in organite si vacuole celulare

ceea ce creaza daune in structura morfologica a culturilor studiate.

.....

privind influenta nanoparticulelor asupra caracterelor morfologice ale levurilor studiate au fost
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efectuate aprecieri morfologice ale coloniilor. Pentru obtinerea coloniilor, mostrele suspensiei de
levuri martor si experimentale, cu durata de contact cu nanoparticulelor de 120 ore, au fost
insdmantate pe mediu solid YPD.

Tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-03 se caracterizeaza prin colonii cu dimensiuni
situate Intre 2-6 mm, forma R, marginile coloniilor ondulate, suprafata reticulata, culoarea coral-
oranj intens. Referitor la morfologia coloniilor culturii aflate in contact cu nanoparticule ZnO
<50 nm, au fost inregistrate unele modificari asupra culorii, diametrului $i marginii coloniilor.
S-a observat ca culoarea coloniilor din probe experimentale se schimba de la oranj intens spre
roz pal specifice pentru concentratiile nanoparticulelor ZnO <50 nm de 30-70 mg/L.
Determinarea diametrului coloniilor de asemenea a demonstrat diferente intre probele
experimentale si varianta control. Prezenta nanoparticulelor ZnO <50 nm in mediul de cultivare

a modificat diametrul coloniilor in limitele 2-7 mm (fig. 3.8).

Martor 1.0 mg/L 5.0 mg/LL 10 mg/L

20 mg/L 30 mg/L 50 mg/L 70 mg/L

Fig. 3.8. Morfologia coloniilor Rh. gracilis CNMN-Y-03 la contact cu diferite

concentratii de nanoparticule ZnO <50 nm timp de 120 ore

Referitor la cultura martor Rh. gracilis CNMN-Y-30 mentionam colonii cu dimensiuni 2-
6 mm, forma coloniilor circulard, marginile coloniei usor ondulate, suprafata coloniei incretita cu
centru mamelonat, culoarea coral-oranj intens. Examinand caracterele morfologice ale coloniilor
culturii aflate in contact cu nanoparticule ZnO <50 nm, pot fi observate modificari ale formei si
profilului coloniilor, culorii si marimii. In urma analizelor aspectului si morfologiei coloniilor, s-
au observat unele particularitati care pot fi incadrate in doud grupe: in prima grupa (specifice
pentru concentratiile de nanoparticule 1-10 mg/L) — colonii cu dimensiuni 1-4 mm, marginile

coloniei usor ondulate, suprafata coloniei neteda si reticulata, culoarea coral - oranj intens; din
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grupa a doua (caractere specifice pentru concentratiile 20 si 70 mg/L nanoparticule) mentionam
colonii cu dimensiuni de 1-7 mm, rotunde, netede, cu suprafata lucioasa, culoare oranj pal
(fig.3.9).

10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

Concentratii NP ZnO (<50 nm)
Fig. 3.9. Morfologia coloniilor Rh. gracilis CNMN-Y-30 la contact cu diferite

concentratii de nanoparticule ZnO <50 nm timp de 120 ore

Generalizand rezultatele obtinute putem deduce cd parametrii bioproductivi al levurilor
studiate la cultivarea pe mediul YPD 1in prezenta nanoparticulelor ZnO se modificd in functie de
dimensiune, concentratii, timpul de contact si obiectul biologic cercetat. Vulnerabila la actiunea
nanoparticulelor ZnO este viabilitatea celulelor in primele 24 ore de contact pentru ambele tipuri
de nanoparticule si tulpini cercetate. Datele obtinute privind productivitatea si efectul asupra
caracterelor morfologice celulare si coloniale a levurilor din genul Rhodotorula, la cultivare in
prezenta nanoparticulelor ZnO au evidentiat efecte diferite produse in functie de obiectul

biotehnologic cercetat.

3.3. Sinteza proteinelor la levurile Rh. gracilis sub influenta nanoparticulelor ZnO
Un indicator important, care caracterizeazd desfasurarea proceselor metabolice a

culturilor supuse actiunii nanoparticulelor este continutul de proteine. Stratul proteic mediaza
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interactiunile sistemelor vii cu nanoparticulele si prezinta un element principal care regleaza
biodistributia in organism [45].

Un rol important in distributia nanoparticulelor si impactul biologic asupra complexului
proteine - nanoparticule il au mediile de culturd [193]. Autorii, in urma efectudrii mai multor
teste comparative de viabilitate a doua linii celulare, au observat efecte citotoxice diferite, astfel
mentioneaza ca pentru testele standardizate de nanotoxicologie este necesar de a caracteriza mai
detaliat efectele provocate de mediile de cultura in relatiile celule — nanoparticule.

Identificarea caracterului de actiune a nanoparticulelor ZnO (<50 nm) asupra procesului
de biosinteza a proteinelor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cultivatd pe mediul YPD a
evidentiat ca, continutul acestora in biomasa celulara, sub influenta concentratiilor de la 5 la 30
mg/L, este in crestere cu pana la 57%, comparativ cu proba martor (fig. 3.10).

In ceea ce priveste efectul NP ZnO (<50 nm) asupra altei tulpini Rh. gracilis CNMN-Y-
30 s-a constatat ca concentratiile de la 5 la 20 mg/L de asemenea sporesc continutul de proteine
in biomasa levuriand cu pani la 38% (fig. 3.10). In probele experimentale in care concentratia
nanoparticulelor a constituit 50-70 mg/L, se observa o micsorare relativ moderata a cantitatii de
proteine acumulatd in biomasa ambelor levuri studiate. Reesind din cele expuse, concentratiile
eficiente a nanoparticulelor ZnO <50 nm pentru stimularea procesului de biosinteza a proteinelor
se situeaza la nivelul de 20 mg/L.

Determinarea gradului de corelare intre cantitatea de proteine din biomasa levuriand si
concentratiile de nanoparticule ZnO <50 nm utilizate in experimente a demonstrat o asociere
puternica, R? = 0,8513 pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 si R? = 0,8432 pentru tulpina Rh.
gracilis CNMN-Y-30.

La aplicarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <100 nm in procesul de cultivare a
levurilor s-au constatat valori sporite ale continutului total de proteine. In particular, continutul
de proteine la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 a sporit la aplicarea concentratiilor de 1,0-20,0
mg/L cu 44-47%, comparativ cu proba control (fig. 3.10). Analiza comparativa asupra procesului
de biosinteza a proteinelor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 a evidentiat ca, continutul
acestora in biomasa celulara, sub influenta concentratiilor de nanoparticule de la 5 la 20 mg/L,
este in crestere cu pand la 28%. Totodatd, concentratia de 30 mg/L a nanoparticulelor induce
diminuarea nesemnificativa a cantitatii de proteine la ambele tulpini studiate. Astfel, s-a stabilit
ca concentratia eficientd a nanoparticulelor ZnO <100 nm pentru stimularea procesului de

biosinteza a proteinelor se situeaza in diapazonul 10-20 mg/L.
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Fig. 3.10. Valorile procentuale fati de martor ale acumularii proteinelor in biomasa
levurilor Rh. gracilis sub actiunea nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie si

dimensiune

Prin urmare, rezultate obtinute demonstreaza ca nanoparticule ZnO joaca un rol important
in procesele de sinteza a proteinelor la levurile Rh. gracilis. Conform datelor din literatura de
specialitate aproximativ 40% din toate proteinele cunoscute contin cationi metalici, probabil ca
ionii de Zn*" se leaga la proteine [108]. Legarea proteinelor de nanoparticule ZnO induc
modificari imbunatitind si diversificand functia lor. Insi concentratiile ridicate influenteaza
negativ biosinteza posibil se produc modificari in locurile de legare a metalului care afecteaza
structura si activitatea proteinelor [185].

In continuare, in vederea stabilirii influentei NP ZnO asupra calititii proteinelor levurii a
fost analizata componenta aminoacizilor. Aminoacizii joacd un rol important in toate procesele
biologice care apar in organismele vii: sunt elemente de baza in structura proteinelor, precursori
ai hormonilor, bazelor azotate purinice si pirimidinice, porfirinelor, aminelor si vitaminelor [193,
280].

Examinarea componentei cantitative si calitative a proteinelor levurii Rh. gracilis
CNMN-Y-30, la cultivare pe mediul nutritiv YPD, a aratat un continut inalt de aminoacizi
esentiali 6,0234 mg/100 mg, imunoactivi 5,64 mg/100 mg si proteinogeni 12,45 mg/100 mg (tab.
3.13). Din spectrul celor 10 aminoacizi esentiali in componeta levurii au fost identificati 9:
treonina, valina, metionina, izoleucina, leucina, fenilalanina, lizina, plus 2 aminoacizi
semiesentiali histidina si arginina si 8 aminoacizi imunoactivi acidul aspartic, acidul glutamic,
alanina, cisteina, glicina, serina, valina si arginina care fac parte din componenta

imunoglobulinelor si participa in procesele de protectie a organismului [166].
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Tabelul 3.11. Continutul de AA esentiali si imunoactivi in mg/100 mg proteine la
tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta NP ZnO

Aminoacizi Martor YPD Np ZnO 20 mg/L Np ZnO 70 mg/L
mg/100 % din mg/100mg | % din mg/100 | % din
mg suma suma mg suma

Treonina* 0,6518 10,82 1,55 11,64 1,6353 9,71
Valina* 0,5495 9,12 1,40 9,54 1,5925 9,46
Metionina* 0,0237 0,39 0,0343 0,37 0,0576 0,34
Izoleucina* 0,5457 9,05 0,8626 9,25 1,4591 8,66
Leucina* 1,4308 23,75 1,6209 17,38 4,8164 28,62
Fenilalanina* 0,5590 9,28 1,057 9,19 1,4487 8,60
Lizina* 0,8709 14,45 1,1366 12,19 2,2718 13,49
Histidina* 0,3820 6,34 0,6633 7,11 0,9104 5,41
Arginina* 1,0101 16,77 2,2131 23,73 2,6389 15,67
Acid glutamic** 1,88 33,3 2,53 23,27 4,5 13,03
Acid aspartic** 0,795 14,0 1,189 10,85 4,510 23,76
Serina** 0,551 9,76 0,919 8,45 2,810 14,80
Glicina** 0,800 14,18 1,375 12,6 1,438 7,57
Alanina** 1,036 18,36 1,695 15,5 2,640 13,90
Cisteina** 0,043 0,76 0,064 0,58 3,261 17,17
Prolina*** 0,800 12,44 1,230 13,01 0,093 0,48
Tirozina*** 0,405 6,30 0,441 4,66 2,291 12,96
Ornitina*** 0,0432 0,67 0,126 1,33 2,29 12,95
Amoniac*** 0,119 1,85 0,245 2,59 0,113 0,63
Suma 6,023 13,31 16,83
aminoacizilor

esentiali *

Suma 5,517 8,345 15,341
aminoacizilor
imunoactivi **

Suma 6,426 9,455 16,830
aminoacizilor
neesentiali ***

La cultivarea levurii in prezenta nanoparticulelor ZnO <50 nm in concentratii de 20
mg/L si 70 mg/L s-a constatat sporirea cantitativa a aminoacizilor comparativ cu proba martor.
Suma aminoaciziilor esentiali in biomasa levurii la cultivarea in prezenta NP ZnO <50 nm
constituie 13,31 mg/100 mg, si respectiv, 16,8307 mg/100 mg fiind cu 120-179% superioara
variantei de control. Valorile cantitative ale aminoacizilor imunoactivi au crescut semnificativ si
constituie 10,87-18,98 mg/100 mg, depasind varianta control cu 92-236%. Aminoacizii

proteinogeni, la cultivarea levurii in prezenta concentratie de 20 mg/L constutuie 18,77 mg/100
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mg In biomasa produsa si 34,50 mg/100 mg la cultivarea tulpinii cu utilizarea concentratiei de 70
mg/L, fiind cu 50-177% superioara variantei control (tab.3.13).

Generalizand rezultatele obtinute putem afirma ca NP ZnO <50 nm in concentratiile
studiate influentiaza semnificativ caile de biosinteza intracelulard a proteinelor. Stimularea
reprezentativa a ponderii aminoacizilor (in special, a acidului aspartic/glutamic, treoninei,
leucinet, lizinei, argininei si histidinei) poate fi explicatd prin raspunsul metabolic intracelular a
levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 la stresul provocat la aplicarea concentratiilor ridicate a NP
ZnO (<50 nm), efect semnificativ se observa la aplicarea concentratiei de 70 mg/L. Rezultatele
obtinute sunt in concordanta cu datele din literatura de specialitate conform carora interactiunea
NP metalice cu plante si microorganisme induc stres si conduc la accelerarea diferitilor

metaboliti, inclusiv aminoacizi [344].

3.4. Sinteza carbohidratilor la levurile Rh. gracilis sub influenta nanoparticulelor

Zn0O
O altd componenta celularda importanta sunt carbohidratii, care regleaza mecanismele
celulare, in special controleaza sinteza diferitor substante, cresterea si multiplicarea celulara.
Continutul de carbohidrati din biomasa levuriana caracterizeaza starea fiziologica fiind necesar
pentru functionarea corecta a celulelor.
Conform din rezultatelor obtinute in experimentele noastre se poate observa ca NP ZnO

<50 nm aplicate in limitele concentratiilor 5-20 mg/L contribuie la sporirea cu 17-19% a
continutului de carbohidrati la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03. Efect semnificativ poate fi
observat si la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30, la care cantitatea carbohidratilor acumulati in
biomasi creste cu pana la 32% fati de proba martor. In probele experimentale in care
concentratia nanoparticulelor a constituit 50-70 mg/L, se observa o micsorare relativ moderata a
cantitatii de carbohidrati acumulata in biomasa levurilor. Astfel putem deduce, ca concentratia
eficienta a nanoparticulelor ZnO (<50 nm) pentru stimularea procesului de biosinteza a
carbohidratilor se situeaza la nivelul de 20 mg/L (fig. 3.11).

Cercetarile au pus in evidenta trendul pozitiv al procesului de biosinteza al carbohidratilor
si 1n variantele 1n care s-au aplicat NP ZnO cu dimensiuni <100 nm in concentratiile de la 1-10
mg/L. Cantitatea carbohidratilor acumulati in biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-03 creste cu
pana la 18-20%, fata de martor. Efect similar poate fi observat si asupra tulpinii Rh. gracilis
CNMN-Y-30 la care continutul de carbohidrati sporeste cu pana la 21,4% (fig. 3.11). In probele
experimentale Tn care concentratia nanoparticulelor a constituit 30 mg/L, se observa o micsorare

relativ moderata a cantitatii acestora acumulatd in biomasa ambelor levuri studiate. Astfel putem
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concluziona, ca concentratia eficienta a nanoparticulelor ZnO (<100 nm) pentru stimularea

procesului de biosinteza a carbohidratilor este de 10 mg/L.
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Fig. 3.11. Valorile procentuale fata de martor ale acumularii carbohidratilor in
biomasa levurilor Rh. gracilis sub actiunea nanoparticulelor ZnO in functie de dimensiuni

si concentratie

Probabil, la tulpinile de levuri din genul Rhodotorula activizarea proceselor de biosinteza a
carbohidratilor se produce pentru a evita stresul oxidativ produs de NP ZnO 1n concentratii mari.
Rezultatele sunt confirmate si de datele din literatura de specialitate in care aplicarea NP ZnO in
concentratii mici de 0,05% sunt mai eficiente asupra procesului de sintezad a carborhidratilor la

plantele Moringa peregrina [120].

3.5. Sinteza carotenoizilor la levurile Rh. gracilis sub influenta nanoparticulelor ZnO

Un important rol protector a celulelor levurilor Rh. gracilis de actiunea factorilor nocivi le
revine pigmentilor carotenoizi, care datoritd structurii lor actioneazd ca antioxidanti
micromoleculari care protejeazd membrana, capteaza radicalii O, si peroxil [195]. Astfel,
carotenoizii pot fi folositi ca marcheri biologici pentru caracterizarea desfasurarii proceselor
metabolice si aprecierea nivelului de influenta a nanoparticulelor asupra celulelor.

Pentru a stabili gradul de influentd a nanoparticulelor ZnO in functie de dimensiuni si
concentratie, in procesul de cultivare a levurilor Rh. gracilis, s-a cercetat formarea de pigmenti
carotenoidici intracelulari, continutul de  — caroten, torulina si torularodina.

Analiza actiunii nanoparticulelor ZnO <50 nm asupra continutului de pigmenti
carotenoidici la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 a relevat ca, concentratiile de 1...30 mg/L nu

modifica esential desfasurarea procesului de biosinteza (fig.3.12). La tulpina Rh. gracilis

76



CNMN-Y-30, la cultivare pe mediul YPD in prezenta nanoparticulelor ZnO (<50 nm), continutul
de pigmenti carotenoizi se modificd in functie de concentratiile utilizate. Cercetarile au pus in
evidenta efect pozitiv al procesului de biosinteza al pigmentilor carotenoizi in variantele in care
s-au aplicat nanoparticule ZnO (<50 nm) in concentratiile 5 mg/L - 10 mg/L. Cantitatea de
pigmenti acumulati In biomasa levuriana creste cu pana la 29%, fata de proba control (fig. 3.12).
Cresterea concentratiilor nanoparticulelor ZnO pana la 30-70 mg/L, conditioneaza inhibarea
proceselor de biosintezad a pigmentilor, asociate cu scaderea cantitatii de carotenoide cu pana la

18% fata de martor.

pigmenti carotenoizi, % martor

martor 1 5 10 20 30 50 70
Concentratii NP (<50 nm), mg/L
ERh. gracilis CNMN-Y-03 MRh. gracilis CNMN-Y-30

Fig. 3.12.Valorile procentuale fati de martor ale acumularii carotenoidelor in
biomasa levurilor Rh. gracilis sub actiunea nanoparticulelor ZnO <50 nm in functie

concentratie

Analiza influentei NP ZnO <50 nm asupra continutului de pigmenti carotenoizi la aplicarea
concentratiilor de 5.0-10 mg/L, indicd o crestere a B-carotenului cu 12-39% (fig 3.13). Efect
analogic a fost obtinut si pentru ceilalti doi pigmenti analizati torulina si torularodina cantitatea
carora creste cu pana la 38% si respectiv 36%, comparativ cu proba control. Astfel, rezultatele
obtinute indicd ca pentru stimularea procesului de biosintezd a pigmentilor carotenoizi
concentratia eficienta a NP ZnO (<50 nm) este de 10 mg/L.

In ceea ce priveste efectul nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <100 nm s-a stabilit ca in
cazul aplicarii la mediul de cultivare a 5-20 mg/L de nanoparticule, cantitatea de carotenoide se
modifica nesemnificativ, se observa o crestere cu 5-6% pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03
si respectiv cu 8-11% la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 (fig. 3.14). Insd, suplimentarea
mediului de cultura cu concentratia de 30 mg/L de nanoparticule, initiazd o scadere esentiald cu

29% si respectiv 36,3%.
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Fig. 3.14. Valorile procentuale fatd de martor ale acumularii carotenoidelor in
biomasa levurilor Rh. gracilis sub actiunea nanoparticulelor ZnO <100 nm in functie

concentratie

Continutului componentelor de bazd a pigmentilor carotenoidici, B-caroten, torulind si
torularodind, a stabilit unele modificari sub influenta nanoparticulelor in functie de concentratiile
aplicate. B-carotenul, unul din indicii de baza a raspunsului celulei levurii, sub actiunea
concentratiei de 30 mg/L, isi reduce cantitatea la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu 29%, iar
continutul de torularodina se micsoreaza si mai mult cu 43%. Efect semnificativ poate fi observat
si la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 la care cantitatea de p-caroten scade cu 33%, iar

continutul de torulind se micsoreaza cu 51 % (fig. 3.15).
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Astfel, din rezultatele experimentale concluzionam ca dimensiunile mari si concentratiile
ridicate de 30 -70 mg/L a nanoparticulelor examinate afecteaza caile de formare a pigmentilor
carotenoizi. Probabil, ca radicalii liberi induc modificari in mecanismul de formare a legaturilor

duble conjugate ce raspund de sinteza carotenoidelor.

3.6. Activitatea enzimelor antioxidante catalaza si superoxid dismutaza la Rh. gracilis
sub influenta nanoparticulelor ZnO
Un indice important pentru evaluarea influentei nanoparticulelor ZnO este studiul asupra
activitatii enzimelor antioxidante catalaza si superoxid dismutaza (SOD). Aceste enzime compun
mecanismul de aparare impotriva excesului de oxigen/azot reactiv cauzat de stresul oxidativ
[127, 205]. Exista mai multe studii in vitro care au demonstrat efecte toxice si inducerea stresului
oxidativ de catre nanoparticulele oxizilor metalici [174, 244]. Stresul oxidativ provoaca
modificari ca urmare a impactului nanoparticulelor si contribuie la dezechilibrul dintre formarea
radicalilor liberi si mecanismele de aparare antioxidante ale celulelor [91, 316]. Pentru utilizarea
in siguranta a nanoparticulelor este important mentinerea echilibrului intre cantitatea oxigenului
reactiv si apararea antioxidanta care este indispensabild pentru functionarea normala a celulelor.
Rezultatele studiului efectelor nanoparticulelor ZnO <50 nm si <100 nm asupra activitatii
enzimei antioxidante catalaza a demonstrat reactii diferite asupra levurilor din genul
Rhodotorula. Din rezultatele obtinute putem deduce ca sub influenta nanoparticulelor ZnO <50
nm, in concetratiile de 10...50 mg/L activitatea catalazei la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03

creste cu 10-50 % (fig. 3.16). Concentratia de 70 mg/L nanoparticule invoca o scadere brusca a
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activitatii catalazei, cu pand la 36% sub valorile de control, ceea ce demonstreaza ca
nanoparticulele in concentratii mari perturbeaza procesele metabolice in celula.

Rezultate similare s-au inregistrat si pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30. In cazul
dat, la aplicdrea concentratiilor mici de nanoparticule 1-5 mg/L, nivelul activitatii catalazei in
probele experimentale este similar martorului. Dar, in cazul cresterii concentratiilor de
nanoparticule 30...70 mg/L activitatea catalazei se reduce cu pana la 33%, comparativ cu proba
martor (fig. 3.16).

Analiza comparativa a rezultatelor influentei nanoparticulelor cu dimensiuni mai mari
ZnO <100 nm, a demonstrat ca la aplicarea concentratiilor de 10...30 mg/L activitatea enzimei
catalaza la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 creste moderat, cu 14-35% comparativ cu proba de
control (fig. 3.16). Efect echivalent poate fi observat si la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 la
aplicarea concentratiilor de 10...20 mg/L, nsd concentratia de 30 mg/L initiazd o scddere brusca

a enzimei cu 30%, ceea ce indicad ca mecanismele de aparare antioxidanta a levurii este la limita.
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Fig. 3.16. Nivelul activititii catalazei la Rh. gracilis la actiunea NP ZnO in functie de

dimensiune si concentratie

Analiza rezultatelor cuantificarii cantitatii de SOD sub influenta nanoparticulelor ZnO
<50 nm, au pus in evidenta tendinta de crestere in probele experimentale la aplicarea
concentratiilor de la 5 mg/L la 70 mg/L (fig. 3.17). Maximul de activitate a SOD a fost
inregistrat la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 la aplicarea concentratiilor de 20...30 mg/L care
induc o crestere cu 81-96%, comparativ cu proba martor. Pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-
30 cresterea maxima a activitatii SOD cu 53% s-a observat in variantele in care s-a utilizat

concentratia de 20 mg/L nanoparticule. Cresterea semnificativd a activitatii SOD indica ca
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nanoparticulele nu numai genereaza oxigen reactiv dar in concentratii ridicate blocheaza statutul

antioxidant celular de aparare.
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Fig. 3.17. Nivelul activitatii SOD la Rh. gracilis 1a actiunea NP ZnO in functie de

dimensiuni si concentratie

In cazul aplicarii NP ZnO <100 nm la fel a fost demonstrat ca activititea enzimei SOD la
levuri creste sub influenta concentratiilor cercetate. Efect semnificativ a fost inregistrat pentru
tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30, care la suplimentarea mediului nutritiv cu 20 mg/L NP ZnO
activitatea creste cu 85%. La tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 s-a stabilit ca sub influenta
concentratiilor de 10-20 mg/L NP ZnO activitatea SOD creste cu 68% comparativ cu martorul.

Rezultatele obtinute demonstreazd ca nanoparticulele ZnO <50 nm si ZnO <100 nm
afecteaza substantial sistema antioxidanta a levurilor studiate comparativ cu martorul. Astfel se
poate observa cd nanoparticule oxidului de zinc actioneaza diferit asupra activitatii enzimelor
antioxidante catalaza si SOD in dependentd de concentratii. Efect negativ semnificativ similar la
ambele tulpini se poate observa in cazul concentratilor in crestere. In aceste cazuri, functia de a
neutraliza efectele negative a nanoparticulelor asupra celulei se diminueaza, in consecintd pot
apdrea perturbari n procesele metabolice in celula datorat faptului acumularii In cantititi mari a
peroxidului de hidrogen.

Astfel, se poate concluziona cd mecanismul de raspuns adaptiv al levurilor depinde de
dimensiunile si concentratia NP ZnO. Dimensiunile descrescatoare si concentratiile mari a

nanoparticulelor ZnO conduc la cresterea reactivitatii nanoparticulelor fatd de celula.
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3.7. Procedeu de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu utilizarera nanoparticulelor
Zn0O

Dobandirea de catre levuri sub influenta nanoparticulelor ZnO a unor capacitati
metabolice noi, permite modelarea proceselor biosintetice in celuld. In prezent o importanti
deosebitd au cercetarile destinate dezvoltarii biotehnnologiilor de producere a proteinelor
microbiene. Este deja bine cunoscut faptul cd proteinele joaca un rol crucial in toate procesele
biologice care apar n organismele vii, ceea ce conduce la necesitatea producerii si implementarii
lor in diverse domenii ale economiei. Piata utilizarii finale a proteinelor este larg extinsa cu
numeroase aplicatii industriale si comerciale [107, 219]. Cererea industriala se afla pe o crestere
continud condusa de necesitatea tot mai mare de a gasi solutii durabile pentru producere.

Rezultatele experientelor efectuate anterior, in care s-a demonstrat ca nanoparticule ZnO
joacd un rol important in procesul de sinteza a proteinelor si a continutului de aminoacizi
esentiali, au permis de a propune doua procedee de sporire avand ca obiect biotehnologic
tulpinile de levuri Rh. gracilis.

Procedeu de sporire a continutului de proteine la levurile Rh. gracilis

Se prepara mediul nutritiv YPD ce contine g/L: peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de
drojdie - 10 ml; apa potabila — 1.0 L, pH-ul 5.5. Mediul se inoculeaza cu celule a tulpinii Rh.
gracilis CNMN-Y-30 crescute timp de 24 de ore pe mediul YPD cu densitatea 2x10° celule/ml in
volum de 5%. Se adauga in conditii sterile in calitate de factor stimulator nanoparticulele ZnO cu
dimensiunea de <50 nm (Aldrich), suprafata specificd 10.8 m?/g, in concentratie de 20.0 mg/L.
Cultivarea tulpinii se realizeaza in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L in conditii de
agitare continua la 180...200 rot/min la temperatura de +28...30° C, iluminare permanentd 2000
Lx in decurs de 72 ore. Biomasa se colecteaza prin centrifugare si se determina continutul de
proteine prin metoda Lowry [189].

In calitate de cea mai apropiati solutie serveste procedeul de cultivare a tulpinii Rh.
gracilis CNMN-Y-30 cu utilizarea mediului YPD suplementat cu 10-30 mg/L NP ZnO cu
dimensiunea de 50 nm. Cultivarea submersa s-a realizat in baloane Erlenmayer, pe agitatoare
rotative (200 rot/min) la temperatura +25° C, cu nivelul de aeratie 80.0...83.0 mg/L, in decurs de
120 ore [23]. Dezavantajul acestui procedeu consta in faptul ca nu asigura realizarea pe deplin a
potentialului de biosinteza a proteinei.

Procedeul propus asigura obtinerea continutului de proteine in biomasa levuriana Rh.
gracilis CNMN-Y-30 de 57.89%, fiind cu 23.1% superior variantei de control si pentru Rh.
gracilis CNMN-Y-03 de 61.95 cu 17%....32% superior variantei de control (tab. 3.12). Procedeul
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de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu utilizarea nanoparticulelor ZnO este confirmat de un
brevet de inventie [17, 18].

Schema procedeului de sporire a continutului de proteine la levurile Rh. gracilis cu
utilizarea NP ZnO <50 nm este redata in figura 3.18.

Tulpina Rh. gracilis
CNMN-Y-03

Obtinerea
inoculului prin
cultivare timp de 24
ore, la temperatura
+28°...30°C

0

Mediul YPD, se inoculeazia cu celule in volum
de 5%, cu adaugarea NP ZnO (< 50 nm) in
concentratii 10...30 mg/L, la temperatura
+28°...30°C, iluminare permanenta 2000 Lx timp
d@ 72 ore

Prepararea solutiei
(= stoc de nanoparticule
ZnO (< 50 nm)
Tulpina Rh. gracilis
CNMN-Y-30 =

Recuperarea biomasei prin
centrifugare la 3000 rot/min,
timp de 15 minute

i

Biomasa obtinuta

;

Determinarea continutului de proteine

Fig. 3.18. Schema procedeului de sporire a continutului de proteine la levurile Rh.

gracilis cu utilizarea NP ZnO <50 nm

Tabel 3.12. Efectele NP ZnO <50 nm asupra continutului de proteine la tulpinile de
levuri Rhodotorula gracilis

Variante | Concentratia, Rh. gracilis CNMN-Y-30 Rh. gracilis CNMN-Y-03
mg/l Proteine, % 1n %, control Proteine, % 1n %,
biomasa biomasa control
NP ZnO 10.0 49.43+0.48 105.1 59.58+0.50 126.7
<50 nm
20.0 57.89+0.33 123.1 61.94+0.33 132
30.0 51.36+0.42 109.2 54.78+0.42 117
Cea mai NP Fe3;04 (30 47.01+0.37 100 47.01+0.37 100
apropiata | nm) 0.5 mg/I
solutie
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In continuare, a fost propus un procedeu de utilizarea NP ZnO 1in calitate de stimulator al
biosintezei aminoacizilor esentiali la levurile Rhodotorula gracilis. Procedeul poate fi utilizat
pentru obtinerea aminoacizilor esentiali cu potential inalt de aplicare in industria alimentara,
farmaceutica, zootehnica si cosmetica etc.

Procedeu de sporire a continutului de aminoacizi esentiali in biomasa levurilor
Rhodotorula gracilis

Se obtine suspensia de levuri a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 crescuta timp
de 24 de ore pe mediul YPD. Ulterior, suspensia de levuri se inoculeaza in 200 ml mediu nutritiv
YPD ce contine g/L: peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apa potabila —
1.0 L, pH 5.5 in volum de 5%. Se adauga in conditii sterile in calitate de factor stimulator
nanoparticule ZnO cu dimensiunea de 50 nm In concentratie de 20.0 mg/L. Cultivarea tulpinii se
realizeazd in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L in condifii de agitare continua la
180...200 rot/min la temperatura de +28...30°C, in decurs de 72 ore. In calitate de control
serveste proba de biomasa levuriana din mediul nutritiv fara aplicarea nanoparticulelor.

Componenta aminoacizilor in biomasa levurii Rodotorula gracilis CNMN-Y-30 fost
analizata prin hidroliza acida cu utilizarea analizatorului “AAA-339” al Firmei “Microtehna”
(Cehia). Cercetarile au fost efectuate in colaborare cu Institutul de de Fiziologie si
Sanocreatologie. Continutul de aminoacizi a fost exprimata in mg/100 mg [131].

Continutul aminoacizilor esentiali in biomasa levurii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30
se caracterizeaza prin stimulare semnificativd la aplicarea concentratiei de 20 mg/L de
nanoparticule ZnO si constituie 13,310+0,18 mg/100 mg fatda de 8,90+0,21, fiind cu 32%
superioara variantei de control.

Exemplul 11

Se prepard mediul nutritiv steril YPD cu compozitia indicati in protocolul 1. In mediul
preparat se adauga nanoparticule de ZnO in concentratie de 70 mg/L. Inocularea si conditiile de
cultivare sunt identice protocolului 1.

Continutul maximal al aminoacizilor esentiali, a fost obtinut la concentratia de 70 mg/L
de nanoparticule ZnO si constituie 16,826+0,22 fatda de 8,90+0,21 fiind cu 89%, superioara
variantei de control. Procedeu de sporire a continutului de aminoacizi esentiali in biomasa
levurilor Rhodotorula gracilis este confirmat de o cerere de brevet de inventie (5823 din
2020.02.18).

Asadar, problema pe care o rezolva prezenta cercetare consta in elaborarea a 2 procedee
de cultivare a levurilor pigmentate Rh. gracilis, aplicarea caruia asigura sporirea biosintezei

proteinelor si aminoacizilor esentiali ce contribuie la largirea domeniilor de aplicare practica a
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preparatelor proteice de origine levuriana. Impactul stimulator al nanoparticulelor oxidului de
zinc se datoreazd proprietatilor unice de a interactiona cu celule microbiene si de a induce
modificari in procesele biochimice celulare, inclusiv componente proteice. Aplicarea
nanoparticulelor oxidului de zinc la cultivarea tulpinii de levuri pigmentate ofera oportunitati
vaste pentru modelarea biosintezei proteinelor si utilizarea in diferite domenii ale biotehnologiei,
industriei farmaceutice, alimentare si cosmetice.

Conform analizei comparative a rezultatelor obtinute cu datele din literatura de
specialitate [23, 85] putem afirma ca procedeul nou elaborat de sporire a continutului de proteine
in biomasa tulpinilor de levuri Rh. gracilis asigurd un nivel inalt al cantitatii acestui compus este
rapid, simplu, cu sinecost redus de productie si potential inalt de aplicare practica in diferite

domenii ale biotehnologiei, industriei farmaceutice, alimentare si cosmetice.

3.8. Concluzii la capitolul 3

1. Rezultatele validarii demonstreaza cd metodele testate de determinare a viabilitatii
celulare, continutului de proteine si activitatii enzimei antioxidante catalaza sunt exacte,
precise, robuste si valide si pot fi utilizate pentru testarea influentei nanoparticulelor
oxizilor metalici asupra levurilor.

2. Efectul nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile <50 nm si <100 nm asupra tulpinilor de
levuri pigmentate Rh. gracilis CNMN-Y-03 si Rh. gracilis CNMN-Y-30 se manifestd in
functie de dimensiuni si concentratiile utilizate.

3. Vulnerabila la actiunea nanoparticulelor ZnO este viabilitatea celulelor in primele 24 ore
de contact specificd ambelor dimensiuni de nanoparticule. Datele obtinute privind
productivitatea si efectul asupra caracterelor morfologice celulare si coloniale a levurilor
din genul Rhodotorula, la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO au evidentiat unele
diferente in efectele produse in functie de obiectul biotehnologic cercetat.

4. NP ZnO (<50 nm) si (<100 nm) stimuleaza procesele de biosintezd a unor componente
celulare la tulpinile studiate. Concentratiile de 10-20 mg/L prezinta oportunitate de
aplicare in tehnologia de cultivare a levurilor, din punct de vedere al sporirii cantitatilor
de proteine cu 38-57%, carbohidrati cu 17-32%, pigmenti carotenoizi cu pana la 29%,
comparativ cu martorul. Concentratiile nanoparticulelor ZnO de 30-70 mg/L, initiaza
inhibarea proceselor de biosintezd a componentelor mentionate.

5. Estimarea gradului de influentd a nanoparticulelor ZnO asupra activitatii enzimelor
antioxidante a stabilit reactii diferite la tulpinile de levuri din genul Rhodotorula.

Aplicarea NP ZnO (<50 nm) in concentratiile de 10...50 mg/L induc cresterea activitatii
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catalazei cu 20-50% la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 si o reducere cu pana la 33%
pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30. In cazul aplicarii NP ZnO (<100 nm) se
inregistreaza sporirea activitatii catalazei cu 14-35% si activitdtii superoxid dismutazei
cu 68% la Rh. gracilis CNMN-Y-03 si respectiv cu 12-19% activitatea catalazei si cu
85% activitatea superoxid dismutazei la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30.

6. In premiera se propune 2 procedee de sporire a continutului de proteine si aminoacizi la
levurile de interes biotehnologic din genul Rhodotorula cu aplicarea in calitate de factor
catalizator al nanoparticulelor ZnO <50 nm. Procedele elaborate se recomanda a fi

utilizate si in tehnologii de producere din levuri a altor bioproduse.
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4. EFECTELE NANOPARTICULELOR Fe;0, ASUPRA TULPINII RH.
GRACILIS CNMN-Y-30

O categorie de nanoparticule de interes major reprezinta nanoparticulele oxidului de fier
(Fes0y). In acest sens, se poate astepta ca nanoparticulele de Fe3O, sa poata avea proprietati mai
puternice optice, magnetice, termice, electrice si catalitice decat solutiile obisnuite de ioni de fier
[226, 281].

In ciuda faptului ca proprietitile compusilor de Fe3O4 sunt bine cunoscute si sunt utilizate
o perioadad indelungatd de oameni, mecanismele lor de actiune biochimica au fost studiate doar
partial. NP Fe30,4 poseda un spectru de proprietati antibacteriene, antiinflamatoare, de absorbtie,
anticancerigene, biosensori, participa in repararea tesuturilor si proliferarea celulelor si prezinta
interes pentru aplicare in diverse domenii [84, 155, 236].

Insa actiunea nanoparticulelor Fe3O4 si interactiunea acestora cu sistemele biologice este
inca neclara. Astfel, expunerea directa la actiunea nanoparticulelor conduc la necesitatea urgenta
de a intelege mecanismul de influenta si a evalua riscurile utilizarii. O importantd majora pentru
determinarea potentialelor efecte ale nanoparticulelor asupra organismelor vii o au cercetérile cu
aplicarea modelelor experimentale biologice [76, 147].

De asemenea prezintad interes cercetdrile detaliate ale efectelor nanoparticulelor FezOq4
asupra dezvoltarii si producerii de metaboliti cu destinatie biotehnologica.
genul Rhodotorula la actiunea nanoparticulelor Fe3O,. In calitate de repere se propun diferiti
indicatori cum ar fi cei microbiologici si biochimici.

Scopul capitolului consta in evaluarea efectelor nanoparticulelor Fe;O,4 asupra tulpinii de
interes pigmentate Rh. gracilis CNMN-Y-30 si aprecierea perspectivelor de utilizare in

biotehnologie.

4.1. Viabilitatea, productia de biomasa si caracterele morfologice a tulpinii Rh.
gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe3O, cu diferite dimensiuni

In urmitoarele cercetiri au fost studiate efectele nanoparticulelor FesOy4 in functie de
concentratii si dimensiuni. Rezultatele obtinute asupra viabilitatii celulare a levurii Rh. gracilis
CNMN-Y-30 sunt prezentate in fig. 4.1.

Analiza datelor demonstreaza ca sub influenta nanoparticulelor Fe3Os (10 nm) in

concentratii de 0,5-15 mg/L, dupd 6 si 24 de ore de cultivare submersa, viabilitatea a scazut cu
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15-19% si respectiv cu 23-40%, comparativ cu proba martor. Reducerea semnificativd a
viabilitatii s-a inregistrat si la aplicara concentratilor de 20-30 mg/L, care retin multiplicarea
celulelor pe parcursul perioadei cercetate. efect mai pronuntat se observa dupd 24 ore de
cultivare cand viabilitatea se reduce cu 83,6...86,9% (fig. 4.1).

in experientele cu nanoparticulele Fe3O, (30 nm), viabilitatea celulelor levurii Rh.
gracilis CNMN-Y-30, nu s-a modificat esential in comparatiec cu martorul, cu exceptia
concentratiei de 15 mg/L care retine reproducerea celulelor in primele 6 ore de cultivare.

Rezultatele obtinute la aplicarea nanoparticulelor Fe3O4 de 50-100 nm au evidentiat ca
concentratiile de la 5 la 30 mg/L au capacitatea de a stimula substantial viabilitatea celulelor (fig.
4.1.).
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Fig. 4.1.Valorile procentuale fata de martor a viabilitatii Rh. gracilis CNMN-Y-30 la

cultivare in prezenta nanoparticulelor Fe;O, cu diferite dimensiuni

Astfel, rezultatele obtinute referiror la viabilitatea levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 au
demonstrat ca nivelul de actiune a nanoparticulelor Fe3;O, este determinat de dimensiune,
concentratie si durata de contact. Efect pronuntat asupra viabilitatii celulelor levurii studiate a

fost inregistrat in experimentele in care au fost utilizate nanoparticule FesO4 (10 nm) 1in
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concentratii ridicate. Un argument ar fi ca nanoparticule Fe3O4 (10 nm) patrund mult m-ai usor
in celula exercitand efecte toxice printr-un numar de modificari celulare ce compromit
capacitatea celulelor de a se diviza. Aceleasi rezultate sunt descrise in alte studii din literatura de
specialitate [54].

Studiul privind analiza productiei de biomasa, obtinutd dupa 120 ore de cultivarea levurii
in profunzime. a relevat unele diferente in efectele produse de catre nanoparticule FesO4 cu
diferite dimensiuni. Conform rezultatelor, nanoparticulele Fe3O4 (10 nm) in concentratii mici
manifestd actiune stimulatoare asupra productivitatii levurii, sporul cel mai Tnalt de 13,3 -14,8 %
fatd de martor s-a inregistrat pentru 0,5-1 mg/L (fig. 4.2). Odatd cu marirea concentratei de
nanoparticule se observd o micsorare nesemnificativd a continutului de biomasa levuriana,

valorile sunt situate 1n limita erorii admisibile.
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Fig. 4.2.Valorile procentuale fati de martor a productiei de biomasi Rh. gracilis

CNMN-Y-30 la cultivare in prezenta nanoparticulelor Fe;O4 (10 nm)

Studiul influentei nanoparticulelor FesO, cu dimensiunea de 30 nm a relevat ca
concentratiile nanoparticulelor utilizate la cultivarea tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 nu
initiaza careva dereglari esentiale ale productivitatii (fig. 4.3).

Analiza datelor privitor la influenta nanoparticulelor Fe3O4 (50-100 nm) a evidentiat, ca
levura reactioneaza pozitiv la concentratiile aplicate in experimente. Conform rezultatelor
obtinute, nanoparticulele Fe3O4 (50-100 nm) in concentratiile 0,5-30 mg/L manifesta actiune
stimulatoare asupra productivitatii, sporul cel mai inalt de 24% fatd de martor s-a inregistrat

pentru concentratia 20 mg/L (fig. 4.3).
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Fig. 4.3.Valorile procentuale fatd de martor a productiei de biomasa Rh. gracilis

CNMN-Y-30 la cultivare in prezenta nanoparticulelor Fe;O, cu diferite dimensiuni

Pentru a stabili rolul concentratiilor nanoparticulelor in procesul de acumulare a biomasei
celulare a fost efectuatd analiza corelationala. Raportul corelational confirma dependenta
valorilor productivitdtii cu cele ale concentratiilor nanoparticulelor FesO, coeficientul de
determinare fiind moderat R?= 0, 766 respectiv R?= 0, 622.

Pentru completarea rezultatelor obtinute, in continuare, ne-am propus sa studiem
modificarile induse de actiunea nanoparticulelor Fe3O4 asupra caracterelor morfologice ale
culturii. Examinate la microscop, celulele Rh. gracilis CNMN-Y-30, crescute submers pe mediul
YPD, au prezentat forme alungite sau globulare, dispuse izolat sau perechi, cu dimensiuni
variabile. Cultura martor prezinta celule tipice cu dimensiuni ale lungimii celulei care variaza
intre 4 - 17,6 (media 8,07) micrometri si latimii de 3-5 (media 3,4) micrometri. Aria medie a
celulei in varianta martor constituie 21,53 micrometri patrati (tab. 4.1.). Actiunea
nanoparticulelor Fe;O4 (10 nm) este confirmata prin modificarea dimensiunilor celulelor si
modul de aglomerare, indeosebi efectul este mai evident la contactul celulelor cu concentratia de
15 mg/L. In variantele experimentale, lungimea celulelor variazi in medie de la 2,1 pani la 19,5
micrometri, iar latimea medie de la 1,3 la 6,4 micrometri. Aria medie a celulelor se micsoreaza si
se afld in limitele 14,13- 18,68 micrometri patrati, ceea ce constituie 65,6-86 %, fatd de martor
(tab. 4.1).
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Tabel 4.1. Dimensiunile medii ale celulelor tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30, la

cultivare timp de 120 ore in prezenta nanoparticulelor Fe;O, (10 nm)

Concentratia Celule Lungimea Latimea medie | Aria celulei, (A=n/4xDd)

nanoparticulelor | examinat, medie (D), (d), pm .

FesO, (n) um pum %, la martor
Martor 26 8,07+3,49 3,4+0,61 21,53 100
5 mg/L 33 6,01+2,74 3,96+0,87 18,68 86
10 mg/L 34 5,25+1,42 4,32+1,01 17,8 82,6
15 mg/L 36 5,444+2,37 3,31+0,9 14,13 65,6

In cazul examinarii influentei NP Fe3O, (50-100 nm) sunt observate modificari al
dimensiunilor celulelor, lungimea celulelor se incadereaza in limitele de la 7,85 pand la 8,05
micrometri, iar latimea medie variaza de la 3,5 pana la 4,05 micrometri. Aria medie a celulelor
creste pana la 24,9 micrometri patrati, comparativ cu varianta martor cu 22 micrometri patrati

(tab. 4.2).

Tabel 4.2. Dimensiunile medii ale celulelor tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30, la

cultivare timp de 120 ore in prezenta nanoparticulelor Fe;O4 (50-100 nm)

Concentratia Celule Lungimea Latimea Aria celulei, (A=n/4xDd)
nanoparticulelor | examinate, | medie (D), medie (d),
Fes0,4 (50-100 nm), (n um um pm? % la martor
mg/L

Martor 27 8, 01+1,95 3.5+1,07 22,00 100

1.0 26 7.90+1,25 3.6+1,45 22,3 101

5.0 25 8.05+1,10 3.6+0,98 22,7 103

10.0 31 8.00+1,01 3.75+0,56 | 23,55 107

20.0 29 8. 02+1,04 3.80+0,48 | 23,9 109

30.0 34 7.85+1,55 4.05+0,75 24,9 113

Rezultatele obtinute prin metoda de microscopie au fost confirmate si completate cu
imagini ale morfologiei celulelor, provocate de actiunea nanoparticulelor FesO4, cu diferite
dimensiuni. O categorie de modificari observate la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 cultivata in
prezenta nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiunea de 10 nm,este revarsarea partiald sau totala a
continutului celular ca urmare a deteriorarii peretelui si membranei celulare. In imaginile din
figura 4.4. concentratiile 10 si 15 mg/L se observa fragmente de celule lipsite de continut total
sau partial. O alta particularitate a actiunii nanoparticulelor Fe3O4 consta in formarea unor
aglomerari de celule, mai pronuntate fiind cele intervenite la contactul cu concentratiile de 10 si
15 mg/L mediu de cultura. Rezultatele sunt confirmate si de datele din literatura de specialitate
in care aplicarea nanoparticulelor oxizilor metalici formeaza aglomerari al celulelor, degradarea

si ruperea peretelui celular [88, 91].
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Martor 10 mg/L

15 mg/L

Fig. 4.4. Caractere morfologice ale celulelor Rh. gracilis CNMN-Y-30, sub actiunea

nanoparticulelor Fe;O4 (10 nm), durata de contact 120 ore, (ocular 15/100)

Studiul influentei nanoparticulelor FesO4 cu dimensiunea de 30 nm, in concentratii de
0,5-15 mg/L, in primele 24 ore de cultivare, nu modificd semnificativ morfologia celulelor. Ceea
ce conduce spre ideea ca tulpina nu reactioneaza la NP Fe3O4 (30 nm).

Analiza datelor privitor la influenta nanoparticulelor Fe3O4 (50-100 nm) asupra Rh.
gracilis CNMN-Y-30 de asemenea nu evidentiaza modificari semnificative asupra morfologii
celulelor. Dupa 24 ore de contact sunt observate celule care se divizeaza, ceea ce inseamna ca
nanoparticulele nu modifica densitatea invelisului celular care poate stopa procesul de
inmugurire.
asupra caracterelor morofologice ale culturii de levuri au fost efectuate aprecieri morfologice ale
coloniilor. Pentru obtinerea coloniilor, mostrele suspensiei de levuri martor si experimentale, cu
durata de contact cu nanoparticule de 120 ore, au fost Insdmantate pe mediu solidificat must de
malt.

Referitor la cultura martor mentionam colonii cu dimensiuni 5-12 mm, formate pe mediul
solidificat must de malt, forma coloniilor circulara, marginile coloniei usor ondulate, suprafata

coloniei incretitd cu centru mamelonat, culoarea coral-oranj intens (fig. 4.5).

92



Examinand caracterele morfologice ale coloniilor culturii aflate in contact cu
nanoparticulele Fe;O4, observam unele modificari ale formei si profilului coloniilor, culorii si
marimii. In urma analizei influentei NP FesO4 (10 nm), s-au observat unele particularititi care
pot fi incadrate In doua grupe: in prima grupa (specifice pentru toate concentratiile de
nanoparticule) — colonii cu dimensiuni 4-10 mm, marginile coloniei usor ondulate, suprafata
coloniei incretita cu centru mamelonat, culoarea coral - oranj pal; din grupa a doua (caractere
specifice pentru concentratiile 10 si 15 mg/L nanoparticule) mentionam colonii cu dimensiuni
de 2-5 mm, rotunde, netede, cu suprafata lucioasa, culoare coral-oranj pal (fig. 4.5). Modificari
ale caracterelor morfologice ale coloniilor s-au observat si in cazul contactului levurii cu
nanoparticule Fes04 (10 nm) in concentratii mai mari — 20, 25 si 30 mg/L. Modificarile
morfologiei coloniilor sunt similarecelor intervenite la concentratii mai mici. Unele colonii de
levuri, aflate in contact cu nanoparticule, au suprafata lucioasa, de culoare coral-oranj pal, cu
diametru de 5-10 mm, caractere apropiate coloniilor din probele martor. Altele, au suprafata
incretitd, marginile coloniei ondulate accentuat, diametrul de 2 -13 mm, culoarea roz sau coral-

oranj pal (fig. 4.5).

15 mg/L 20 mg/L 25 mg/L 30 mg/L

Fig. 4.5. Caractere morfologice ale coloniilor Rh. gracilis CNMN-Y-30, la cultivare

in prezenta nanoparticulelor Fe;O4 (10 nm), durata de contact 120 ore

In cadrul experientelor cu utilizarea NP Fe3O4 (30 nm), remarcim modificiri asupra

profilului, dimensiunii si culorii coloniilor. Astfel, in variantele experimentale sunt observate
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schimbari esentiale la aplicarea concentratiilor 5-15 mg/LL in care mentiondm colonii cu

dimensiuni de 6-14 mm, rotunde si netede, cu suprafata lucioasa, culoare roz pal (fig. 4.6) .

5,0 mg/LL 10 mg/L 15 mg/L”
Fig. 4.6. Caractere morfologice ale coloniilor Rh. gracilis CNMN-Y-30, la cultivare

in prezenta nanoparticulelor Fe;O,4 (30 nm), durata de contact 120 ore

In variantele experimentale de cultivare a tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30, sub influenta
nanoparticulelor Fe3O4 50-100 nm, rezultatele au pus in evidentd modificari in profilului
coloniilor, culorii si marimii la aplicarea concentratiilor de 20-30 mg/L. Mentiondm colonii cu

dimensiuni de 1-9 mm, reticulate si netede, culoarea coral pal (fig. 4.7).

20. 0 mg/L 25.0 mg/L 30. 0 mg/L

Fig. 4.7. Caractere morfologice ale coloniilor Rh. gracilis CNMN-Y-30, la cultivare
in prezenta nanoparticulelor Fe;O,4 (50-100 nm), durata de contact 120 ore
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Astfel, rezultatele obtinute indica ca NP Fe3O4 pot initia schimbari in procesul de
reproducere a levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30, efectul acestora depinde de dimensiuni si
concentratia utilizata. In variantele in care au fost testate NP FesO,4 cu dimensiunea de 10 nm in
concentratii ridicate poate fi observat efect citotoxic semnificativ.

Fes04 10 nm si 30 nm nu s-au evidentiat modificari semnificative. In acelasi timp, incubarea
levurii cu NP Fe3O4 (50-100 nm) in concentratii cu diapazonul de la 5 la 30 mg/L, induc o
crestere substantiald a productivitatii cu pana la 24%, comparativ cu martorul.

Referitor la actiunea NP Fe3O, asupra caracterelor morfologice mentionam ca efectul

depinde de concentratia nanoparticulelor.

4.2. Sinteza proteinelor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta
nanoparticulelor Fe;O4

Se cunoaste ca fierul este un mineral esential in respiratia celulard si mentine alcalinitatea
corpului. Cel mai important rol al fierului in organism este legarea si transportul oxigenului
atmosferic. Forma ionizata a fierului este toxica, motiv pentru care fierul este intotdeauna asociat
cu hematii de proteine sau legat de proteine specifice de depozitare sau transport, cum ar fi
transferin, feritind si hemoziderind. In acest context, cercetarea actuald privind rolul
nanoparticulelor magnetice de oxid de fier in formarea de proteine la levuri este reald, rezultate
ar permite unele predictii de aplicare in biomedicind a bioproduselor derivate din levuri.

Studiul influentei nanoparticulelor oxidului de fier in functie de dimensiuni asupra
tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 indica ca, in prezenta nanoparticulelor Fe;0, (10 nm)
continutul de proteine s-a redus in variantele experimentale in care cantitatea nanoparticulelor a
variat de la 15 la 30 mg/L. In aceste conditii s-a observat o micsorare relativ moderati a
proteinei, cu 12,0...22,6%, comparativ cu martorul (fig. 4.8).

Nanoparticulele de Fe3O4 cu dimensiunea de 30 nm s-au manifestat ca stimulator al
sintezei proteinelor in toate variantele de concentratii testate. Sporul de proteine in biomasa
levurii la cultivare pe mediul YPD cu adaosul acestor nanoparticule a constituit 14,1-23,8%, fata
de martor (fig. 4.8)

In prezenta nanoparticulelor FesO4 cu dimensiuni 50-100 nm, in concentratiile 0,5-30
mg/L, continutul de proteine practic nu se modifica In biomasa levuriand, ceea ce indicd ca

cultura isi mentine echilibrul in desfasurarea proceselor metabolice (fig. 4.8).
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Fig. 4.8.Valorile procentuale fata de martor a continutului de proteine in biomasa

Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe;O,4 cu diferite dimensiuni

Analiza raportului corelational confirma dependenta valorilor continutului de proteine cu
cele ale concentratiilor nanoparticulelor FesO4 (10 nm) si FesOs (30 nm), coeficientul de
determinare fiind puternic (R?> = 0,840 respectiv R® = 0,955). O dependentd medie a valorilor
continutului de proteine cu cele ale concentratiilor s-a observat la nanoparticulele Fe;0,4 (50-100
nm), coeficientul de determinare constituie R? = 0,425, ceea ce confirmd ci numai in 42% din
cazuri concentratia NP influentiaza biosinteza proteinelor.

Asadar, rezultatele obtinute au demonstrat ca NP Fe3O4 cu dimensiuni mici (10 nm) in
concentratii ridicate conduc la inactivarea biosintezei proteinelor levurii Rh. gracilis CNMN-Y-
30 una din explicatii ar fi ca NP interactioneaza cu organele oxidative cum sunt mitocondriile,
proteinele active redox care stimuleaza productia de oxigen reactiv in celule si produc ioni Fes+.
Totusi, efectul benefic asupra biosintezei proteinelor stabilit pentru NP Fe3O4 (30 nm) se poate

explica prin rezistenta sporita a culturii levuriene si reducerea toxicitatii nanoparticulelor datorita

ariei suprafetei mari.
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4.3. Sinteza carbohidratilor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta
nanoparticulelor Fe;O4

Carbohidratii celulelor levurilor din genul Rhodotorula sunt componente celulare care
detin si un rol important In dezvoltarea levurilor, acestea participa la reglarea mecanismelor care
controleazd biosinteza componentelor biologic active, cresterea, multiplicarea celulara,
reactioneaza la influenta factorilor nocivi si protejeaza celule in cazul stresului biotic/abiotic
pentru a putea supravietui in conditii extreme [261].

Cercetarile au pus in evidentd ca nanoparticulele Fe3O4 (10 nm) utilizate in mediul de
culturd in concentratii de la 0,5 pana la 30 mg/L reduc continutul de carbohidrati in biomasa

levuriana cu 35,3...48,9% fata de martor (fig. 4.10).
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Fig. 4.9. Valorile procentuale fatd de martor a continutului de carbohidrati in

biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe;O,4 (10 nm)

Corelarea dintre continutul de carbohidrati si concentratiile de nanoparticule utilizate la
cultivarea levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 a determinat o dependentd slabd dintre valorile
acestor parametri. Posibil, procesele de biosinteza a carbohidratilor sunt afectate de alti factori de
cultivare, care Tn comun cu nanoparticulele provoaca afectarea membranei celulare.

In variantele experimentale cu utilizarea nanoparticulelor Fes04 cu dimensiunea de 30 nm
reactia de raspuns a tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 se manifesta prin modificari favorabile ale
continutului de carbohidrati. Rezultatele indica cd la aplicare in mediul de cultivare a
concentratiilor 0,5-1 5,0 mg/L, continutul de carbohidrati sporeste cu 13-21,3%, fatd de martor
(Fig. 4.9). Acest efect poate fi datorat stabilizarii in Poli-N-vinilpirolidona a NP Fe;O, care are
capacitatea de detoxifiere [356]. Determinarea gradului de corelare intre cantitatea de

carbohidrati si concentratia de NP Fe3O, cu dimensiuni de 30 nm a demonstrat o legatura
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puternica. Coeficientul de determinare este de 0,7206 sau 72% confirma existenta unei

dependente veridice dintre acesti doi parametri.
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Fig. 4.10. Valorile procentuale fata de martor a continutului de carbohidrati in

biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe;O4 (30 nm)

Astfel, datoritda proprietatilor fizico-chimice unice NP Fe3O, (30 nm) isi manifeta
capacitatea de a stimula biosinteza de carbohidrati. Datele sunt confirmate si cu rezultate din
literatura 1n care proprietdtile nanoparticulelor stimuleaza biosinteza metabolismul plantelor
[127] si biosinteza continutului de carbohidrati [43].

Este evidenta influenta a nanoparticulelor FesO4 cu dimensiuni 50-100 nm prezente in
mediul de cultivare asupra proceselor de biosinteza a carbohidratilor. Continutul carbohidratilor
in biomasa levuriana depinde partial de concentratiile aplicate nanoparticulelor (fig. 4.11).
Cercetdrile au pus 1n evidentd cd nanoparticulele utilizate in mediul de cultura in concentratii de
25 si 30 mg/L reduc continutul de carbohidrati in biomasa levuriana cu 35,2...37,2%, fata de
martor. Corelarea dintre continutul de carbohidrati si concentratiile de nanoparticule utilizate la

cultivarea levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 constituie R* = 0,8302.

carbohidrati, % martor
[=)]
o

martor 0,5 1 5 10 15 20 25 30
Concentratii NP Fe304 (50-100nm), mg/L

Fig. 4.11. Valorile procentuale fati de martor a continutului de carbohidrati in

biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe;O,4(50-100 nm)
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Rezumand datele experimentale putem mentiona ca reactia de raspuns a tulpinii Rh.
gracilis CNMN-Y-30 la cultivarea in prezenta nanoparticulelor Fe3O,4 Se developeaza in functie
de dimensiunile si concentratile nanoparticulelor. Rezultatele sunt confirmate si cu datele din
literatura de specialitate in care nanoparticule Fe3Oy4 la aplicarea concentratiilor ridicate reduc

continutul de carbohidrati in rasadurile de grau [256].

4.4. Sinteza carotenoizilor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta
nanoparticulelor Fe;O,4

Un indiciu important in vederea evaluarii efectului nanoparticulelor asupra levurilor
pigmentate este continutul de pigmenti carotenoidici. In continuare, a fost studiatd influenta
nanoparticulelor Fe3Oy4 cu diferite dimensiuni, asupra continutului de pigmenti carotenoidici si
componentelor de baza — B-caroten, torulina, torularodina la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30.

Analiza statisticd a rezultatelor a pus in evidentd ca in cazul aplicarii la mediul de
cultivare a nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiunea de 10 nm toxicitatea asupra biosintezei
pigmentilor este inalta. Odata cu majorarea concentratiilor de nanoparticule Fe;O, de la 0,5 la 30
mg/L se observa o scadere semnificativa,cu 32-73% comparativ cu proba martor, a continutului
total de pigmenti in toate probele experimentale. Efect toxic pronuntat au exprimat
nanoparticulele In concentratiile 20, 25 si 30 mg/L, continutul de carotenoide constituie doar
14,4%, respectiv 12,9% si 12,3% fata de martor (fig. 4.12).

In variantele experimentale de cultivare a tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta
nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiunea de 30 nm, rezultatele indicd o scadere direct
proportionala a carotenoizilor cu concentratia nanoparticulelor. Reducerea semnificativa a
pigmentilor se observd in toate variantele in care au fost aplicate NP Fe3Os (30 nm) in
concentratii 0,5-15,0 mg/L continutul de pigmenti scade cu 40...82,8%, fata de martor (fig. 4.9).

In continuare, in mod identic, a fost evaluati influenta nanoparticulelor Fe3O; cu
dimensiunile de 50-100 nm. Rezultatele obtinute indica de asemenea efect inalt de toxicitate a
nanoparticulelor asupra biosintezei pigmentilor, care induc o reducere semnificativa a cantitatii
de carotenoide in toate probele cercetate cu pana la 79%, comparativ cu martorul. Concentratia
NP Fe;O4 (50-100 nm), care provoaca inhibarea continutului de carotenoizi cu 50% fatd de

martor constituie 15 mg/L (fig. 4.12).
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Fig. 4.12. Valorile procentuale fata de martor a continutului de carotenoide in
biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe3O,4 cu diferite

dimensiuni

Determinarea gradului de corelare intre cantitatea de pigmenti carotenoidici din biomasa
levuriana si concentratiile de nanoparticule FesO, utilizate in experimente a demonstrat o
asociere puternicd. Coeficientul de determinare constituie pentru FezO,4 (10 nm) R? = 0,8555,
Fe304 (30 nm) R? = 0,913, Fe304 (50-100 nm) R? = 0,9723 (fig. 4.13). Prin urmare, in 85
respectiv 91 si 97% de cazuri concentratia de nanoparticule determind acumularea de pigmenti
carotenoidici.

Generalizand rezultatele expuse privind efectele nanoparticulelor oxidului de fier asupra
biosintezei carotenoizilor putem afirma ca indicele toxicitatii (IC 50%) a nanoparticulelor FezO4
cu diferite dimensiuni variaza de la 10 mg/L (Fe3O4 10 nm si Fe3O4 30 nm) la 20-30 mg/L (Fe3O4
50-100 nm).

In continuare au fost studiate modificarile intervenite in continutul de pigmenti
carotenoidici, B - caroten, torulend si torularhodina, care prezintd compusi cu proprietati
antioxidante. Conform rezultatelor obtinute, pe durata cultivarii levurii Rh. gracilis CNMN-Y-

30, s-a constatat ca continutul pigmentilor este in scadere direct proportionald cu concentratia
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nanoparticulelor Fe;0,4. Aceasta afirmatie este valabila pentru toate dimensiunile (10 nm, 30 nm,

50-100 nm) ale nanoparticulelor, dar mai evidentd se aratd a fi influenta nanoparticulelor cu

dimensiuni de 10 si 30 nm (fig. 4.13).
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Fig. 4.13.Valorile procentuale fati de martor a continutului de B - caroten, torulini

si torularhodini in biomasa tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30, la cultivare in prezenta

nanoparticulelor Fe;O,4 cu diferite dimensiuni

Fenomenul observat ne indica ca nanoparticulele Fe;O, cu dimensiunile cercetate

afecteaza cdile de formare a carotenoidelor pigmentate conform carora [-carotenul este

predecesorul torulenei, iar torulina - predecesorul torularhodinei. Presupunem ca nanoparticulele

influenteaza procesul de biosinteza a altor componente, cum ar fi formarea compusilor incolori

cu lantul de carbon Cyg care stau la baza fazelor urmatoare de ciclizare si formare a lanturilor de

atomi ai carbonului mai mari de Cgg.

Astfel, in baza datelor obtinute privind influenta nanoparticulelor Fe;O, cu diferite

dimensiuni asupra cantitatilor de pigmenti carotenoizi in biomasa tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-
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30, putem enunta influenta negativd asupra biosintezei pigmentilor carotenoidici manifestata de

toate dimensiunile nanoparticulelor Fe;O,4 aplicate in diapazonul de concentratii 0,5-30 mg/L.

4.5. Activitatea enzimelor antioxidante catalazei si superoxid dismutazei la tulpina
Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe;O4

Catalaza este enzima principald implicatd in protectia celulard si detoxifierea efectelor
toxice ale peroxidului de hidrogen si modificérile induse de productia oxigenului reactiv in
celule [166]. Scaderea treptata a activitatii catalazei, in dependenta de concencentratiile utilizate,
pot fi corelate cu capacitatea fierului de a intra in centrul activ a catalazei si a produce radicalul
hidroxil in reactia Fenton. Producerea radicalilor hidroxil duce la formarea de cantitati mari a
peroxidului de hidrogen [141], care conduce la inactivarea rapida a enzimei catalaza [44].

Deoarece enzimele antioxidante catalaza si superoxid dismutaza sunt primele care
reactioneaza la factorii toxici din mediu avand functia de a stabiliza si neutraliza efectele
negative asupra celulei, a devenit necesara elucidarea influentei nanoparticulelor Fe;O,4 in functie
de dimensiuni si concentratii asupra activitatii enzimelor la tulpinile levuriene.

Conform rezultatelor obtinute se poate observa cd activitatea catalazei, la cultivarea
tulpinii in prezenta nanoparticulelor Fe3O,4 cu diferite dimensiuni, este grav afectatd. Reactia de
raspuns a tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 la introducerea nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiuni
de 10 nm in concentratii de la 1.0 la 30 mg/L se exprimd prin micsorarea semnificativa a
activitatii catalazei, cu 16,7-64,4% comparativ cu proba martor. Efect toxic pronuntat au
exprimat nanoparticulele in concentratiile 20, 25 si 30 mg/L, in care activitatea enzimei
constituie doar 44,4%, respectiv 33,9% si 32,2%, fata de martor (fig. 4.13).

In variantele experimentale de cultivare a levurii sub influenta nanoparticulelor Fe3O, cu
dimensiunea de 30 nm valorile activitatii catalazei se exprima prin micsorarea continutului la
aplicarea concentratiilor 0,5-15 mg/L cu 16,9-77%, comparativ cu proba martor. Efect de
inhibare semnificativ s-a observat la utilizarea concentratiilor de 5,0, 10,0 si 15,0 mg/L a
nanoparticulelor, in care activitatea catalazei constituie doar 46%, respectiv 31,5% si 23%, fata
de martor (fig.4.14).

Studiul influentei nanoparticulele de Fe;O,4 cu dimensiunea de 50-100 nm se exprima prin
modificari semnificative ale activitatii catalazei in functie de concentratie. Din figura 4.15 se
poate observa ca reactia de raspuns a tulpinii de levuri la introducerea nanoparticulelor in
concentratii de 0.5..5.0 mg/L scade cu 25-35%. O micsorarea activitatii catalazei cu 25%,
respectiv 45% si 50%, comparativ cu proba martor s-a observat in cazul aplicarii NP 50-100 nm

in concentratiile de 20, 25 si 30 mg/L.
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Fig. 4.14.Valorile procentuale fata de martor a activitatea catalazei la tulpina de
levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30, la cultivare in prezenta nanoparticulelor Fe;O, cu diferite

dimensiuni

Analiza regresionala care are valoare predictivd si prezintd relatia matematica a
dependentei a doi factori a demonstrat ca, valorile activitatii catalazei in biomasa levurii cu cele
ale concentratiilor nanoparticulelor in cazul aplicarii Fe;O04 cu diferite dimensiuni sunt invers
proportionale. Raportul corelational confirmd o dependentd puternicd a valorilor activitatii
catalazei cu cele ale concentratiilor nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiunile de 10 nm, 30 nm si
50-100 nm. Coeficientul de determinare fiind R? = 0, 906, respectiv R?= 0,959 si R? = 0,682.

Astfel, In rezultatul cercetarilor s-a demonstrat ca efectul de diminuare semnificativa a
activitatii catalazei la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 se exprima in functie de dimensiunile si
concentratiile nanoparticulelor Fe3O, Mai agresive sunt nanoparticulele cu dimensiuni mici.
Probabil, nanoparticule Fe;O4 provoaca specii reactive de oxigen, cum ar fi anionul superoxid si
radicalul hidroxil care induc un stres oxidativ puternic.

Pentru a investiga in continuare rezistenta celulara a levurii la actiunea nanoparticulelor

s-a efectuat analiza activitatii enzimei antioxidante cheie superoxid dismutaza (SOD), care se

103



formeaza in timpul unor procese fiziologice celulare. O comparatie a datelor activitatii SOD la
tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30, sub influenta nanoparticulelor Fe;O, cu dimensiunile 50-100
nm, relevd o serie de modificari, in majoritatea cazurilor s-a constatat o activizare a activitatii
enzimei, ca raspuns la procesele degenerative cu formarea radicalilor liberi sub influenta
nanoparticulelor magnetitei. Maximul cantitativ de formare a SOD s-a observat in variantele in
care levura a fost cultivatd in prezenta a 10 mg/L nanoparticule. Ulterior, odatd cu aplicarea
concentratiilor mai mari — 15-30 mg/L activitatea SOD descreste, insd ramane in continuare mai

inalta fata de martor (fig. 4.15).
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Fig. 4.15.Valorile procentuale a activitatii SOD la tulpina de levuri Rh. gracilis
CNMN-Y-30, la cultivare in prezenta nanoparticulelor Fe;O4 cu dimensiunea de 50-100

nm

Sporirea activitatii SOD la administrarea nanoparticulelor Fe3O, poate fi o reactie
adaptiva la formarea oxigenului reactiv cauzata de nanoparticule. Probabil, nanoparticule
cercetate pot induce generarea radicalul hidroxil (OH), anionul superoxid (O2) si peroxidul de
hidrogen (H;O,) care interactioneaza cu proteinele celulare si conduc la degradarea lor.
Majoararea semnificativa a continutului de SOD se manifesta ca raspuns de aparare al stresului
oxidativ. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu alte cercetari, conform céarora nanoparticule
pot influenta metabolismului celular la aplicarea concentratiilor sporite interactionand cu
enzimele si proteinele [134]. Conform altor date, sub influenta nanoparticulelor se activeaza
sinteza altor tipuri de proteine, care, nu sunt caracteristice pentru celule cultivate fara adaugarea
nanoparticulelor metalice [38].

Rezumand rezultatele experimentale putem mentiona ca nanoparticulele Fe3Os 1in

concentratiile si dimensiunile utilizate la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30, modifica
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activitatea enzimelor antioxidante catalaza si SOD, ceea ce confirma prezenta potentialului toxic
al nanoparticulelor.

Mecanismul de actiune a NP Fe304

Analiza derularii proceselor biosintetice, a caracterelor morfologice si activitatii
enzimelor antioxidante demonstraza actiunea neunivoca a NP Fe3O4 asupra levurii Rh. gracilis
CNMN-Y-30. Dupa cum a fost mentionat, efectul nanoparticulelor depinde de dimensiunile si
concentratiile NP oxidului de fier. Rezultatele sunt sustinute si de datele din literatura de
specialitate care au aratat cd dimensiunile descrescatoare duc la cresterea suprafetei specifice a
NP, care initiaza cresterea reactivitatii si Tmbunatatirea interactiunilor dintre NP si biomolecule
[352]. De asemenea, dimensiunea mica a nanoparticulelor conduce la o fagocitare slaba de
macrofage astfel nanoparticule fiind slab purificate in vivo induc citotoxicitate [172, 259]. In
lucrarile mai multor autori sunt expuse rezultatele efectelor diferitor nanoparticule ale oxizilor
metalici (Ti, Fe3O4, Zn) asupra celulei microbiene din care concluzionam ca influenta depinde de
concentratile utilizate [81, 289, 333].

Conform rezultatelor noastre s-a demonstrat ¢ca NP Fe3O4 cu dimensiuni de 50-100 nm
sunt mai putin toxice, comparativ cu nanoparticulele Fe3O4 cu dimensiuni de 30 si 10 nm care
induc modificari semnificative a indicilor analizati la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30.
Teoretic, mecanismul actiunii nanoparticulelor poate fi explicat prin faptul ca ionii ar putea trece
membranele si zonele de acoperire, cum ar fi nucleul celular si mitocondriile, care reactioneaza
cu radicalul hidroxil in reactia Fenton. Producerea radicalilor hidroxil duce la formarea de
cantitati mari a peroxidului de hidrogen [140], generand producerea de oxigen reactiv care
provoaca stresul oxidativ. Comparativ cu celulele cultivate in mediu normal, celulele expuse la
actiunea nanoparticulelor oxidului de fier cu dimensiunea de 10 nm, 30 si 50-100 nm, in
concentratii ridicate, au prezentat efecte pronuntate asupra viabilitatii celulelor levuriene dupa 3,
6 si 24 ore de cultivare afectaind semnificativ procesul de reproducere. Rezultatele sunt
confirmate si cu datele din literatura de specialitate in care concentratiile ridicate au demonstrat
inhibarea semnificativa a viabilitatii cu pana la 70% la celule bacteriene B. subtilis si E. coli [58].
O categorie importanta de modificari a fost observata si asupra caracterelor morfologice celulare
a levurii cultivata in prezenta nanoparticulelor Fe3O,, care se manifestd prin revarsarea partiald
sau totala a continutului celular ca urmare a deteriorarii peretelui si membranei celulare.

Stresul oxidativ excesiv produs de NP Fe3O4 induce modificari semnificative si in
biosinteza proteinelor si ale sistemului de aparare antioxidanta care se manifesta prin cresterea
activitatii SOD si inhibarea veridicd din punct de vedere statistic (IC50%) a activitatii catalazei,

proteinei si a continutului de pigmenti carotenoizi in biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30.
105



Cresterea observatd a activitatii SOD afecteaza oxidarea si sugereaza cd nanoparticulele nu
numai genereaza oxigen reactiv dar si blocheaza statutul antioxidant celular de aparare.

Schema ipotetica a mecanismului de actiune a NP Fe;O,4 asupra tulpinii Rh. gracilis
CNMN-Y-30 este redata in figura 4.16.
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Tnhibarea continutului de proteine antioxidant

@ de aparare

Inhibarca Pigmentilor Carotenoizi

cclulare

Fig. 4.16. Schema ipotetici a mecanismului de actiune a NP Fe3O, asupra tulpinii
Rh. gracilis CNMN-Y-30

4.6. Procedeu de evaluare a impactului nanoparticulelor Fe3O4 cu utilizarea in
calitate de model a levurii Rhodotorula gracilis

Variatia de raspuns individual la administrarea de doze letale a substantei cu efect toxic
necesita determinarea gradului toxicitatii. Stabilirea relatiilor cantitative concentratie-efect
furnizeaza informatii necesare pentru caracterizarea securitatii compusului chimic. Pentru
stabilirea toxicitatii, in functie de cantitatea substantei testate, sunt acceptate anumite criterii
conventionale scara toxicitatii L(E)C50, CL50 si CMT [14, 36].

Conform Regulamentului (CE) nr.1272/2008 al Parlamentului UE, pentru evaluarea
toxicitatii substantelor chimice se utilizeaza LC50 (96 ore) pentru pesti, EC50 (48 ore) pentru
crustacee si EC50 (72 sau 96 ore) pentru alge, specii representative pentru mediul acvatic [119].
In biotehnologia microbiana, in calitate de teste functionale de stabilire a gradului de inhibare

sau stimulare a diferitor compusi chimici, se propune utilizarea termenilor "concentratie
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eficienta" (EC50%) sau "concentratie a inhibarii" (IC50%) a compusului [265]. Acesti parametri
ofera posibilitatea de a efectua un studiu complet al estimarii gradului de influenta a substantelor
chimice asupra obiectelor vii.

Astfel, in conformitate cu rezultatele obtinute, in care au fost experimentate diferite
concentratii si dimensiuni ale nanoparticulelor Fe3O4 se propune un procedeu de evaluare a
impactului cu utilizarea levurilor pigmentate din genul Rhodotorula.

Protocolul procedeului de stabilire a toxicitatii nanoparticulelor FezOy

Se prepara mediul nutritiv steril YPD cu urmatoarea compozitie, g Lt peptona — 20,0;
glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apa potabild — 1000 ml. In mediul preparat se adauga
nanoparticule in diferite concentratii. In 200 ml mediu nutritiv suplimentat cu nanoparticule se
adauga inoculum de Rh. gracilis (2x10° celule mI™), in cantitate de 5% in bazd volumetrica.
Cultivarea se efectueazd in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, in conditii de agitare
continua (200 r.p.m), nivel de iluminare 2000 Ix, la temperatura de 26+1°C, durata cultivarii — 72
ore. In calitate de martor serveste varianta mediului nutritiv fird aplicarea nanoparticulelor.

Dupa 72 ore de cultivare, biomasa levuriand este separatd de mediul nutritiv prin
centrifugare 3000 g timp de 15 min. In biomasa obtinuti se determina cantitatea de B-caroten si
activitatea catalazei.

Valorile calculate pentru probele experimentale sunt raportate la valorile probei martor
(in care nu s-au introdus nanoparticule) si se exprima in % la martor. Nivelul de inhibare se
stabileste reiesind din concentratiile de nanoparticule care provoacd micsorarea veridica din
punct de vedere statistic (IC50%) a continutului de B-caroten in biomasa sau activitatii catalazei.
Schema procedeului de evaluare a impactului nano-oxizilor metalici cu utilizarea levurii

pigmentate Rh. gracilis este prezentata in figura 4.17.
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Fig. 4.17. Schema procedeului de evaluare a impactului nano-oxizilor metalici cu

utilizarea levurilor pigmentate

Evaluarea impactului nanoparticulelor Fe;O4 cu dimensiunea de 10 nm

Se prepara mediul nutritiv steril YPD cu compozitia indicati in protocolul 1. In mediul
preparat se adauga nanoparticule de Fe;O04 (10 nm), in cantitati de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 mg/L.
Inocularea si conditiile de cultivare sunt indicate in protocolul 1. Rezultatele nivelului activitatii
catalazei si cantitatii de B-caroten la Rh. gracilis CNMN-Y-30 sunt prezentate in tabelul 4.3.

Evaluarea impactului nanoparticulelor Fe;O4 cu dimensiunea de 50 -100 nm

Se prepard mediul nutritiv steril YPD cu compozitia indicatd in protocolul 1. In mediul
preparat se adauga nanoparticule de Fe3O4 ( 50-100 nm), in cantitati de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0,
20,0; 25,0; 30,0 mg L. Inocularea si conditiile de cultivare sunt identice protocolului 1.

Rezultatele nivelului activitatii catalazei si cantitatii de -caroten la Rh. gracilis CNMN-

Y-30 sunt prezentate in tabelul 4.4.
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Tabelul 4.3. Nivelul activitatii catalazei si cantititii de p-caroten la Rh. gracilis

CNMN-Y-30, la actiunea diferitor concentratii de nanoparticule Fe304 (10 nm)

Indicatorul Concentratia nanoparticulelor Fe;O, (10 nm), mg L™
monitorizat 0,0 0,5 1,0 5,0 10,0 15,0

C pmol/mg 22+1,0 | 21+1,0 18,2+0,7 12+0,5 11,2+0,7 | 10,5+0,1
atalaza proteind/min

% M 100 95,4 82,9 54,5 50,9 47,7

B pg/g s.a.u. 90+£3,0 | 59+1,0 55+3,0 49+3,0 30+1,0 25+1,0
-caroten

% 100 65,5 61,1 57,4 33,3 26,6

*-p<0,01
Datele din tabelul 4.3 demonstreaza ca concentratia de inhibare (ICsgy,) a nanoparticulelor
Fes304 (10 nm) conform testelor activitatea catalazei si continutul de B-caroten constituie 10 mg
L
Tabelul 4.4. Nivelul activitatii catalazei si cantititii de p-caroten la Rh. gracilis

CNMN-Y-30, la actiunea diferitor concentratii de nanoparticule Fe30,(50-100 nm)

Indicatorul Concentratia nanoparticulelor Fe;O, (50-100 nm), mg L™

monitorizat 00 | 05 1,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Catalaza | mkmol/mg | 20+ 25+ 26+ 27+ 19+ 18+ 15+ 11+ 10+
prot./min | 1,5 1,5 0,57 0,52 15 1,0 1,7 0,55 0,45

% 100 | 125 130 135 95 90 75 55 50

B-caroten mkg/g 309+ | 301+ | 212+ | 187+ | 180+ 185+ 165+ 159+ 63+

sau. 1110 | 11 | 10 | 115 | 11 | 057 | 056 | 065
% 100 | 97,4 | 686 | 605 | 582 | 598 | 533 | 514 | 204
- - p< 0,01

Datele din tabelul 4.4 demonstreaza ca concentratia de inhibare (ICsqq,) a nanoparticulelor
Fe304 (50 -100 nm) conform testelor activitatea catalazei si continutul de B-caroten constituie 25
-30mg L™

Prin urmare, rezultatele prezentate confirma posibilitatea aprecierii nivelului de influenta
al nanoparticulelor oxizilor de metal in baza testelor de determinare a activitatii catalazei si
continutului de B-caroten la levuri pigmentate Rh. gracilis. Procedeul de evaluare a toxicitatii
nanoparticulelor Fe3O4 cu utilizarea levurii pigmentate Rh. gracilis este brevetat [2, 9, 26].

Rezultatele obtinute sunt confirmate si cu datele din literatura de specialitate care indica
ca nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiuni mici de 10-30 nm prezintd o toxicitate mai mare in

comparatic cu dimensiunile mai mari dimensiunea fiind unul dintre factorii cheie care
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influenteaza efectul toxic [331, 332]. Marimea descrescatoare conduce la cresterea suprafetei
specifice, reactivitatii si imbunatatirea interactiunilor dintre nanoparticule si biomolecule [350].
In cazul studiului prezentat este posibil ci nanoparticulele Fe3O; 10 nm si 30 nm si
interactioneze cu celulele levuriene mult mai usor decat particulele mai mari Fe3O4 de 50-100
nm. Astfel, provoacda modificari semnificative in componenta biochimica si a sistemului
antioxidant de aparare. Conform altor date, nanoparticulele de fier conduc la sporirea a activitatii
SOD si reducerea semnificativa a lactat dehidrogenazei [341, 331]. De asemenea expunerea
plantelor de tutun la actiunea NP Fe3O4 in concentratii de 30 mg/L au exercitat efecte negative
asupra morfologiei si continutului de pigmenti [57].

Asadar, prezentul studiu referitor la efectele nanoparticulelor Fe3O4 aduce noi informatii
directionate pentru rezolvarea obiectivului de evidentiere si evaluare a gradului de pericol al

nanoparticulelor pentru mediul inconjurator.

4.7. Concluzii la capitolul 4

1. Nivelul de actiune a nanoparticulelor Fe3O4 cu dimensiuni 10 nm, 30 nm, 50-100 nm in
concentratii de la 0,5 la 30 mg/L asupra viabilitatii celulelor, productivitatii, caracterelor
morfologice, biosintezei proteinelor, carbohidratilor, carotenoidelor si activitatii
enzimelor antioxidante la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 este determinat de
dimensiunea, concentratia si durata de contact.

2. Viabilitatea celulelor levuriene este afectatda de NP Fe3O04 cu dimensiunea de 10 nm si
30 nm, iar nanoparticulele cu dimensiuni de 50-100 nm initiaza o stimulare semnificativa
a viabilitatii. Productia de biomasa creste cu pana la 24%, comparativ cu martorul la
cultivarea levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 in prezenta Fe3O,4 (50-100 nm) in concentratii
cu diapazonul de la 5 la 30 mg/L.

3. Nanoparticulele FezOs, actioneaza la nivelul sistemelor biochimice de sintezd a
componentelor celulare a levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30. Reactia de raspuns a tulpinii
se exprima prin sporirea moderatd a cantitatilor de proteine si carbohidrati in biomasa la
aplicarea NP Fe3O,4 cu dimensiunea de 30 nm si 50-100 nm si micsorarea evidenta la
cultivare in prezenta NP cu dimensiunea de 10 nm. Procesul de biosinteza a pigmentilor
carotenoizi este afectat de toate concentratile si dimensiunile cercetate.

4. Impactul nanoparticulelor Fe;0, in concentratiile si dimensiunile cercetate se exprima
prin micsorarea semnificativd in biomasa levurianda a activitatii enzimei antioxidante

catalaza cu pana la 70%.
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5. Rezultatele confirma posibilitatea aprecierii nivelului de evaluare al nanoparticulelor
Fe3O4 in baza testelor de determinare a activitatii catalazei si continutului de pigmenti
carotenoidici la levura pigmentata Rh. gracilis. Concentratia de inhibare (IC50%) a
nanoparticulelor FesO4 (10 nm) conform testelor activitatea catalazei si continutul de -
caroten constituie 10 mg L-1, a nanoparticulelor Fe3O,4 (50 -100 nm) este de 25-30 mg/L.

6. Procedeul elaborat de evaluare a impactului nanoparticulelor oxizilor de fier cu utilizarea
in calitate de obiect test a levurii pigmentate Rh. gracilis CNMN-Y-30 este rapid,

eficient, usor de realizat si sigur pentru stabilirea toxicitagii NP.
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5. REALIZAREA NANOCOMPOZITELOR CHITOSAN-ZINC Sl
CHITOSAN-FIER CU PERSPECTIVE BIOTEHNOLOGICE

Rezultatele experientelor efectuate, au demonstrat ca nanoparticulele oxizilor metalici
datorita toxicitatii inalte si stabilitatii scdzute prezintd impedimente pentru utilizare in domeniul
biotehnologiei levurilor [307]. Datoritda dimensiunilor mici si raportul suprafatd/volum mare
nanoparticulele tind sa formeze aglomeratii, de asemenea au capacitatea de a se oxida cu
usurintd In aer. Prin urmare, este necesard modificarea suprafatei pentru stabilizarea
nanoparticulelor oxizilor metalici si evitarea proceselor de oxidare.

Aceste neajunsuri pot fi reduse sau diminuate prin combinarea nanoparticulelor cu diferiti
polimeri, in particular polizaharide [273, 274]. Polizaharidele sunt non-toxice, biodegradabile,
biocompatibile cu mediul inconjurator. Utilizarea nanoparticulelor de chitosan au devenit de
mare interes pentru nanomedicind, ingineriec biomedicala si dezvoltarea de noi sisteme de
eliberare a medicamentelor terapeutice cu biodisponibilitate imbunatatita, specificitate,
sensibilitate crescutd si toxicitate farmacologicd redusa pentru aplicatii industriale si biomedicale
[126].

O noua abordare pentru largirea spectrului de utilizare a nanoparticulelor oxidului de
fier si oxidului de zinc prezinta acoperirea lor cu chitosan. Chitosanul prezinta interes ca
biopolimer pentru a stabiliza eficient nanoparticulelor oxizilor metalici oferindule o
biocompatibilitate crescuta si functionalitatea chimica [103, 218].

Metodele de preparare ale nanocompozitelor sunt diverse, cum ar fi micro emulsie,
electropulverizare, difuzia solventului de emulsificare si gelarea ionica [98, 187]. Metodele de
preparare difera in functie de domeniul utilizarii acestora [102, 203, 347].

Proprietatile fizice si caracteristicile nanocompozitelor chitosan fier, chitosan zinc pot fi
fi influentate de mai multi factori, cum ar fi compozitia materialelor, raportul de compozitie, pH-
ul, temperaturd si durata de reactie [270, 299]. Conform rezultatelor prezentate de catre
Wulandari si coaut., raportul diferit dintre compozitie si timpul de reticulare asigura diferite
caracteristici fizice si magnetice ale nanocompozitelor Chitosan- Fe;O4.  Astfel, cresterea
raportului dintre chitosan Fe3O, creste dimensiunea particulelor dar scade dimensiunea
cristalitului pe cand durata timpului de reticulare, asigurd o dimensiune mai mare a cristalitului
de chitosan-Fe304 [161].

Suprafata modificatd a nanoparticulelor aflate in combinatie cu polizaharide, poate initia

diferite efecte ale nanocompozitului. In linii generale, nanocompozitele de tipul chitosan-fier,
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chitosan-zinc, chitosan-titan sau chitosan-argint sunt solicitate in domeniile biomedicina,
biotehnologie, cosmetologie, protectia mediului [83, 94, 257].

Nanocompozitele chitosan fier poseda aplicatii in trasportul de medicamente
anticancerogene (doxorubicina,5-fluorouracil si leucovorina [293]. De asemenea participa la
eliberarea si administrarea de ADNc impotriva hepatitei B prin mucoasa nazala [173] livrare de
proteine [279], administrarea insulinei [122], eliberarea de antioxidanti polifenolici reduce
efectul citotoxic asupra celulelor vii si detin efect antimicrobian [355]. In biotehnologie
nanocompozitul chitosan fier poate fi aplicat la imobilizarea enzimei acilaza din penicilium G
[329]. De asemenea in remedierea mediului la curdtarea apelor si solului de poluanti organici
persistenti [156, 294, 335].

Nanocompozitele chitosan zinc datorita gruparilor sale amine si hidroxil au atras atentia
pentru utilizarea ca protector UV, trasportul de medicamente [41], de asemenea au demontrat
capacitate sporitd de vindecare a ranilor fara a provoca toxicitate in celule [179].

Desi incapsularea nanoparticulelor in chitosan sunt atractive datoritd citotoxicitatii
scazute comparativ cu oxizii metalici [331], diferite studii au demonstrat un efect semnificativ
asupra viabilitatii celulelor macrofage [159], de asemenea, nanocompozitele nu au inregistrat
efect neurotoxic si potential fito-toxic [80, 162]. Totusi progresele recente in investigarea
toxicitatii nanocompozitelor au propus atat siguranta, cat si riscuri in acelasi timp. Cu toate
acestea, a fost inca esential sa se ia in considerare posibilul pericol aduse de nanocompozite cu
diferite dimensiuni si concentratii asupra obiectelor biologice [83]. Prin urmare, evaluarea
toxicitdtii mai acute si sub-acute a nanocompozitelor in vivo ar trebui sa fie efectuate pentru a
evita potentialele pericole in viitor [319].

In prezent, astfel de cercetiri experimentale sunt foarte actuale datoriti necesitatii
optimizarii metodelor de obtinere a nanocompozitelor chitosan zinc si chitosan fier, importantei
evaludrii influentei asupra obiectelor biologice si aprecierea potentialului de utilizare in
biotehnologie.

Luand in consideratie cele expuse, scopul capitolului consta in estimarea efectelor
nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier, elaborate prin diferite procedee, asupra levurilor

din genul Rhodotorula, in cotextul stabilirii potentialului de utilizare in bionanotehnologii.

5.1. Evaluarea actiunii nanocompozitului chitosan-zinc asupra activititii biosintetice
Rh. gracilis
Initial au fost determinati parametrii optimi pentru prepararea nanocompozitelor

chitosan—zinc si chitosan-fier in care a variat raportul dintre cantitatea de chitosan si
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nanoparticulele oxidului de zinc sau oxidului de fier. Ulterior a fost evaluata actiunea
nanocompozitului chitosan-zinc si chitosan-fier, aplicate in mediul de cultivare in volume de 2%
si 5%, asupra viabilitatii celulare si productiei de biomasa la tulpina de levuri Rh. gracilis
CNMN-Y-30. Au fost realizate 4 tipuri de nanocompozite noi. In calitate de martor au servit
Kumar et. al., 2012 si Mohammadi-Samani et. al., 2013 [179, 203].

Mai jos sunt trecute In revistd cateva metode folosite In cadrul acestui studiu pentru
obtinerea unor materiale cu proprietati speciale pentru eficientizarea proceselor de utilizare in
procesele de cultivare a levurilor.

Procedeul experimental I. La 25 mg chitosan s-au adaugat 25 ml acid acetic 1% si s-a

agitat timp de 10 minute la 200 r.p.m. Ulterior, se stabileste pH-ul neutru cu NaOH, se adauga
1% de alcool etilic de 96%. Se agiti 10 minute la 200 r.p.m. In solutia de chitosan se adauga
nanoparticulele ZnO (<50 nm) sau Fe3O,4 (50-100 nm) in concentratic de 50 si 70 mg/L si se
sonifica 10 minute. In timpul acestui proces moleculele de chitosan sunt absorbite pe suprafata
nanoparticulelor metalice.

Procedeul experimental Il. La 50 mg chitosan s-au adaugat 25 ml acid acetic 1% si s-a

agitat timp de 10 minute la 200 r.p.m. Ulterior, se stabileste pH-ul neutru cu NaOH, se adauga
1% de alool etilic de 96%. Se agiti 10 minute la 200 r.p.m. In solutia de chitosan se adauga
nanoparticulele ZnO (<50 nm) sau Fe3O,4 (50-100 nm) in concentratie de 50 si 70 mg/L si se
sonifica 10 minute. In timpul acestui proces moleculele de chitosan sunt absorbite pe suprafata
nanoparticulelor metalice.

Procedeul martor I. Nanocompozitul chitosan-fier se prepara conform metodei propuse de

Mohammadi-Samani [203]. 20 mg chitosan se dizolva in solutie de acid acetic IM cu un volum
final de 100 ml. Apoi, la solutia anterioard se adauga 70 mg nanoparticule FesO04 Amestecul se
agitd timp de 18 ore. Se obtine o solutie omogend maro-inchisa.

Procedeul martor 1I. Nanocompozitul chitosan-zinc se preparda conform metodei

Sudheesh Kumar [179]. Solutia de chitosan se obtine prin dizolvarea a 2 g de chitosan in solutie
de acid acetic 1% la temperatura camerei. Apoi, solutia se filtreaza pentru a indeparta particulele
nedizolvate. La hidrogelul de chitosan se adauga solutie de NaOH 1% pana la pH neutru, urmata
de centrifugarea hidrogelului pentru a elimina apa nelegatd. Nanoparticulele ZnO se suspenda in
apa si solutia se sonifica timp de 10 min. Solutia de NP ZnO se adauga prin picurare la chitosan
si Intregul amestec se supune agitdrii viguroase timp de 1 ord. Amestecul omogenizat de
hidrogel de chitosan - nanoparticule ZnO se adauga in mediul de cultura.

Procedeul martor Ill. Tulpina de levuri se cultiva pe mediul de culturda YPD, fara

introducerea nanocompozitelor chitosan-zinc sau chitosan-fier.
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In cadrul experientelor prezentate in acest compartiment S-a evaluat actiunea
nanocompozitului chitosan-zinc si chitosan-fier, aplicate in mediul de cultivare in volume de 2%
si 5%, asupra viabilitatii celulare si productiei de biomasa la tulpina de levuri Rh. gracilis
CNMN-Y-30.

Rezultatele cercetdrilor orientate spre stabilirea gradului de influenta a nanocompozitului
chitosan-zinc indica ca valorile maxime ale viabilitatii celulare dupa 6 si 24 ore de contact a
nanocompozitului cu levura cultivatdi in profunzime se observa in cazul aplicarii

nanocompozitului preparat conform procedeului I experimental aplicat in volum de 2% (fig. 5.1).
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Legenda: Martor - procedeu [179]; 1(2%)- procedeu experimental I, nanocomporzit aplicat in
volum de 2%; | (5%)- procedeu experimental I, nanocompozit aplicat in volum de 5%.
Fig. 5.1. Efectele nanocompozitului chitosan-zinc asupra viabilitatii celulare si

productiei de biomasi la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30

In varianta experimentala I (2%) viabilitatea celulara creste cu 20-27% fata de procedeul
martor [179]. Totodata, nanocompozitul aplicat in volum de 5% manifesta efect de inhibitie
profunda a dezvoltarii culturii. Cele mai mici valori (0,300 g/L) s-au observat in cazul productiei
de biomasa celulard din variant experimentald I (5%), ceea ce este cu pana la 90% comparativ cu
martorul, in care productia de biomasa constituie 5,8 g/L. Pornind de la rezultatele ca volumul
de nanocompozit chitosan-zinc, in cazul actiunii asupra viabilitatii celulare si productiei de
biomasa sunt diferite, este important sd cunoastem situatia referitor la efectele altor
nanocompozite, in particular a nanocompozitului chitosan-fier.

In rezultatul cercetirilor s-a constatat ca nanocompozitele chitosan-fier preparate conform
procedeelor experimentale I si II, reactioneaza diferit comparativ cu procedeul martor [203].
Cuantificarea viabilitatii celulare Rh. gracilis CNMN-Y-30 a demonstrat tendinta de crestere a

numadrului de celule numai in varianta in care s-a addugat nanocompozitul preparat conform
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procedeului experimental I in volum de 2% (fig. 5.2). Viabilitatea celulara creste cu pana la
16,5% comparativ cu nanocompozitul chitosan-fier preparat conform procedeului martor [203].
In acelasi timp, nanocompozitul preparat conform procedeului experimental I, dar introdus in
mediul de culturd pentru levuri in volum de 5%, duce la scaderea statistic veridica (cu pana la
50% fata de procedeul martor) a viabilitétii celulelor timp de 24 ore. Efect toxic pronuntat asupra
viabilitatii celulelor levuriene, a ardtat si nanocompozitul preparat conform procedeului
experimental II utilizat atdt in volum de 2% cat si 5%. Dupd 6 si 24 ore de contact cu

nanocompozitul, se observd reducerea esentiald a numadrului de celule viabile (cu 84-85%

mbh

comparativ cu procedeul martor) (fig.5.2).
II m24h

1(2%)  1(5%) N{2%) N{5%)

Procedee preparare a nanocompozitelor
chitosan+NP Fe304 (50-100 nm)

Viabilitate celulard, % martor
(=]
=

martor

Legenda: Martor [203]; 1(2%)- procedeu experimental I, nanocompozit aplicat in volum de
2%; 1(5%)- procedeu experimental I, nanocompozit aplicat in volum de 5%; 11(2%)- procedeu
experimental II, nanocompozit aplicat in volum de 2%; 11(5%)- procedeu experimental I,
nanocompozit aplicat in volum de 5%.

Fig. 5.2. Viabilitatea celulari a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub actiunea

nanocompozitelor chitosan-fier, obtinute prin diferite procedee

Rezultatele evaludrii influentei nanocompozitelor chitosan-fier obtinute prin diferite
procedee, asupra productiei de biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 au evidentiat modificari
similare celor expuse pentru viabilitatea celulelor. Studiul rezultat releva faptul ca in cazul
aplicdrii nanocompozitului preparat conform procedeului experimental I, introdus in mediul de
cultura pentru levuri in volum de 2%, dupa 120 ore de cultivare, initiaza sporirea cantitatii de

biomasa celulara (fig. 5.3.).
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Legenda: Martor [203]; 1(2%)- procedeu experimental I, nanocompozit aplicat in volum de
2%; 1(5%)- procedeu experimental 1, nanocompozit aplicat in volum de 5%; 11(2%)- procedeu
experimental II, nanocompozit aplicat in volum de 2%; 11(5%)- procedeu experimental I,
nanocompozit aplicat in volum de 5%.

Fig. 5.3. Productia de biomasai la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub actiunea

nanocompozitelor chitosan-fier, obtinute prin diferite procedee

Efect toxic pronuntat asupra acumularii biomasei levuriene a exercitat nanocompozitul
preparat conform procedeului experimental II, care aplicat in volum de 2% si 5%, provoaca
reducerea esentiala a cantitatii de biomasd comparativ cu procedeul martor.

Asa dar, rezultatele testarilor au demonstrat ca cel mai eficient procedeu de formare a

nanocompozitelor este procedeul experimental I, care constd din urmatoarele faze: la 25 mg

chitosan se adauga 25 ml acid acetic 1% si se agitd timp de 10 minute la 200 r.p.m. Ulterior, se
stabileste pH-ul neutru cu NaOH, se adauga 1% de alcool etilic de 96%, se agitd 10 minute la
200 r.p.m. In solutia de chitosan se adaugd nanoparticulele ZnO (<50 nm) sau Fe3O4 (50-100
nm) in concentratie de 50 si 70 mg/L si se sonifici 10 minute. In timpul acestui proces
moleculele de chitosan sunt absorbite pe suprafata nanoparticulelor metalice.

Nanocompozitele elaborate conform procedeului propus se recomanda pentru cercetarile

ulterioare de stabilire a efectelor biologice pentru asigurarea utilizarii lor n siguranta.

5.2. Evaluarea actiunii nanocompozitului chitosan-fier asupra activitatii biosintetice
Rhodotorula gracilis

In continuare, a fost studiatd activitatea biologici a nanocompozitului chitosan-fier,
elaborat conform procedeului nou, in care continutul de nanoparticule Fe3O4 a constituit 30, 50 si

70 mg/L. In calitate de martor a servit mediul de culturdi YPD fard introducerea
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nanocompozitului chitosan-fier si procedeul Mohammadi-Samani, et al. (2013) [203].
Nanocompozitele au fost aplicate in volum de 2%.

In prezentarea grafica a viabilititii celulare a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30
sub actiunea nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii ale nanoparticulelor Fe;O4

pot fi evidentiate fluctuatii in functie de durata de contact cu nanocompozitul cercetat (fig. 5.4.).

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Viabilitatea celulara, % martor

1 2 3 4 5

Nanocompozite chitosan+NP Fe304

Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 - procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe304in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5.4. Viabilitatea celulari a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 la actiunea
nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii a nanoparticulelor Fe3O,4 (50-100

nm)

In conditii de laborator, faza-lag din primele 6 ore, practic este similard pentru toate trei
concentratii ale nanoparticulelor Fe3O4 si a nanocompozitului chitosan-fier preparat conform
procedeului martor [203]. Altfel stau lucrurile dupa 24 ore de contact cu nanocompozitul
chitosan-fier. Ca rezultat, viabilitatea celulara este in scadere cu pana la 40-50% fatda de martor,
cu exceptia nanocompozitului In care concentratia nanoparticulelor este de 30 mg/L. Ciclul vital
al culturii levuriene revine la normal dupa 48 ore de contact cu nanocompozitul. Un nivel mai
ridicat al viabilitatii (cu 70%) se atesta pentru concentratia nanoparticulelor Fe3O4 de 30 mg/L.

Rezultatele sunt confirmate si prin datele din literatura de specialitate care au aratat
viabilitate satisfacatoare la celulele osteoblastice la aplicarea concentratiilor mici de
nanocompozit chitosan -FesO,4. S-a constatat ca cresterea concentratiilor induc citotoxicitate atat
in ceea ce priveste proliferarea, cat si diferentierea celulara [54, 269]. Acest lucru se poate datora
toxicitatii atomilor de ioni grei care pot patrunde in macromolecule, organitele si alte parti ale

celulelor viabile [327].
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In vederea stabilirii modificarilor caracterelor morfologice ale coloniilor sub influenta
nanocompozitului, cultura de levuri din variantele martor si cele cu diferite concentratii ale
nanoparticulelor a fost Tnsamantatda pe mediul solid YPD. Cercetarile au demonstrat, ca
nanocompozitele, pe perioada de contact de 48 ore, nu produc modificari semnificative a
caracterelor morfologice coloniale. Comun pentru toate variantele experimentale sunt formarea
coloniilor cu marginile usor ondulate de culoare oranj, suprafata incretitd, centrul mamelonat,
diametrul coloniilor de 4 - 6 mm. Rezultatele au fost confirmate cu imagini, care sunt prezentate
in fig. 5.5. Rezultatele sunt confirmate si cu studiile din literatura de specialitate in care NP
Fe304 acoperite cu chitosan nu induc modificari morfologice ale celulelor epiteliale dupad 72 ore

de contact [93].
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Fig. 5.5. Caractere morfologice coloniale a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 la
actiunea nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii a nanoparticulelor Fe3;O,

(50-100 nm), durata de contact 48 h.

Rezultate valoroase s-au obtinut in cazul productiei de biomasa. Cantitatea de biomasa
celulard acumulata dupa 120 ore de cultivare a levurii In profunzime este maxima (cu 21 % mai
mult fata de martor) in varianta experimentala in care s-a aplicat nanocompozitul cu 30 mg/L
FesO,4 (fig. 5.6). Modificarile observate, cel mai probabil, sunt determinate de cresterea
intensitatii proceselor metabolice de baza si adaptare la conditiile de cultivare in prezenta
nanocompozitului. Pentru nanoparticulele de fier neacoperite cu chitosan valorile productiei de

biomasa sunt mai mici sau similare cu cele relatate anterior in literatura [12].
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 — procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule FesO4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.

Fig. 5.6. Productia de biomasa a tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub actiunea
nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii ale nanoparticulelor Fe;O,4 (50-100

nm)

in continuare, la tulpina de levuri pigmentate Rh. gracilis CNMN-Y-30, sub actiunea
nanocompozitului chitosan-fier cu continut variabil al concentratiei de nanoparticule au fost
stabilite modificarile care au loc in continutul de proteine, carbohidrati, carotenoide, activitatii
enzimelor antioxidante - catalaza si SOD. In rezultatul cercetdrilor s-a constatat ci
nanocompozitele chitosan-fier, preparate conform procedeelor martor si experimental,
actioneaza diferit asupra componentelor biomasei levuriene.

Rezultatele obtinute la cuantificarea valorilor continutului de proteine in biomasa levurii
sunt prezentate in fig. 5.7. Raspunsul levurii la actiunea nanocompozitului elaborat conform
procedeului martor [203] consta in reducerea cantitdtii de proteine in biomasa microbiana si
constituie 89% raportat la procedeul martor (YPD) in care nu s-a introdus nanocompozit (fig.
5.7).

Sub actiunea nanocompozitului chitosan-fier, preparat conform procedeului experimental
propus de noi, pot fi evidentiate fluctuatii in functie de cantitatea de nanoparticule din
nanocompozitul cercetat. In prezentarea grafica a cantitatii de proteine in biomasa tulpinii de
levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub actiunea nanocompozitului chitosan-fier cu diferite
concentratii ale nanoparticulelor Fe;0,4 se observa cresterea cantitatii de proteine comparativ cu
martorul, indicii determinati au inscris valori de 15-33% (fig. 5.7) maximul de proteine s-a

observat la concentratia de 70 mg/L.
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 - procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe3O4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5.7. Cantitatea de proteine in biomasa tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 la
cultivare in prezenta nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii a

nanoparticulelor Fe3O,4(50-100 nm)

Analiza statistica a rezultatelor obtinute pentru domeniul de concentratii de 30-70 mg/L
denotd o dependenta directa intre continutul de nanoparticule din nanocompozit si cantitatea de
proteine sintetizata, coeficientul de determinare fiind R = 0,959.

Prin  urmare, rezultatele obtinute demonstreazd ca modificarea concentratiei
nanoparticulelor Fe30,4 induc efecte de stimulare stimulare a procesele de sinteza a proteinelor la
tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30. Rezultatele sunt confirmate si prin date din literatura
de specialitate in care nanoparticule FezO4 acoperite cu chitosan Imbunatitesc biosinteza
proteinelor [176].

Rezultate promitatoare s-au obtinut in cazul evaluarii continutului de carbohidrati in
biomasa levuriana. Experientele de aplicare a nanocompozitului preparat conform procedeului
Mohammadi-Samani et al. (2013) la cultivarea levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 au demonstrat o
cantitate de carbohidrati apropiati procedeul martor YPD (fig. 5.8). In varianta de mediu in care
s-a aplicat nanocompozitul in concentratie de 70 mg/L Fe3O, cantitatea de carbohidrati in
biomasa celulard acumulata dupa 120 ore de cultivare a levurii in profunzime este cu 13% mai
mult fatd de martor.

Calcularea coeficientului de determinare pentru domeniul de concentratii de 30-70 mg/L
denotd o dependenta directa intre continutul de nanoparticule din nanocompozit si cantitatea de

carbohidrati acumulata, coeficientul de determinare fiind R? = 0,9143 (fig. 5.8).
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 — procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe3O4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5.8. Cantitatea de carbohidrati in biomasa tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-
30 sub actiunea nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii ale

nanoparticulelor Fe;O4(50-100 nm)

In continuare a fost determinati cantitatea de carotenoizi in biomasa levurii obtinuta pe
mediile suplimentate cu nanocompozite chitosan-fier preparate prin procedee si concentratii de
nanoparticule diferite. In cazul nanocompozitului preparat conform procedeului [203], continutul
de carotenoizi este mai mic comparativ cu varianta martor-YPD si procedeul nou experimental.
Concentratiile nanoparticulelor Fe3Os (50-100 nm) de 30, 50 si 70 mg/L, utilizate in
nanocompozitul chitosan-fier, maresc aproximativ in aceeasi masurda (in medie cu 9-11%)

cantitatea de carotenoide (fig. 5.9).
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 - procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe3O4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5.9. Cantitatea de carotenoide in biomasa tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30
la cultivare in prezenta nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii a
nanoparticulelor Fe;O,4(50-100 nm)
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Atrage atentie faptul ca, sub influenta nanocompozitelor chitosan-fier proportia dintre
cantitatea de B-caroten, torulind, torularhodind nu se modificd esential, in majoritate fiind -

carotenul (figura 5.10).
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 - procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe3O4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5.10. Efectul nanocompozitului chitosan-fier asupra continutului de p-caroten,

torulini, torularhodina in biomasa tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30

Acest fenomen ne indicd cd nanocompozitul nu afecteaza caile de formare a
carotenoidelor pigmentate, conform carora f-carotenul este predecesorul torulinei, iar torulina -
predecesorul torularhodinei, dar presupunem cad se modificd procesul de biosintezd a altor
componente, cum ar fi formarea compusilor incolori cu lantul de carbon Cg care stau la baza
fazelor urmatoare de ciclizare si formare a lanturilor de atomi ai carbonului mai mari de Cyo.

Cercetarile ulterioare s-au axat pe studiul activitatii anzimelor antioxidante — superoxid
dismutaza si catalaza. Printre enzimele antioxidante superoxid dismutaza este prima bariera de
protectie contra stresului oxidativ in celulele microorganismelor aerobe. SOD realizeaza reactia
de dismutatie, transfomand radicalii superoxod in dioxigen si peroxid de hidrogen, care este mai
putin activ. Este demonstrat, cd celulele reactioneaza rapid la stresul oxidativ prin sporirea
activitatii SOD.

Peroxidul de hidrogen, care se formeaza in rezultatul reactiei de dismutatie este
precursorul celui mai periculos radical liber — radicalul hidroxil. Enzima catalaza blocheaza acest
proces prin scindarea H,O, cu formarea oxigenului. Pentru realizarea acestei reactii este necesara

prezenta a doud molecule de peroxid de hidrogen, una din ele actionand ca donor, iar alta ca
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acceptor de electroni. Catalaza este enzimd bicomponentd fiero-porfirinica, ce consta din
apoproteind si grupa activa, care contine hematina.

In rezultatul cercetirilor s-a constatat ci prin expunerea la diferite concentratii de
nanoparticule ale oxizilor metalici, in biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 se produc modificari

ale activitatii enzimelor SOD si CAT (fig. 5.11).
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 - procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe3O4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5. 11. Activitatea superoxid dismutazei in biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30,
cultivata in prezenta nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii a

nanoparticulelor Fe3O,4(50-100 nm)

Din rezultatele determindrii activitatii superoxid dismutazei in biomasa levurii cultivata
in prezenta nanocompozitului chitosan-fier, desprindem o crestere semnificativa (cu 26%) a
capacitatii de formare a enzimei In varianta experimentald cu continutul de nanoparticule Fe3zO4
(50-100 nm) in concentratie de 30 mg/L. Pentru variantele de nanocompozit cu concentratiile de
nanoparticule 50 si 70 mg/L, activitatea SOD este in scadere comparativ cu martorul.

in cazul determinrii catalazei, s-a stabilit activitate mai inaltd decat valorile SOD. Pentru
biomasa levurii cultivatd in prezenta nanocompozitului cu 30 mg/L nanoparticule Fe304 (50-100

nm) au fost inregistrate valori cu 35% mai mari comparativ cu varianta martor (fig. 5.12).
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Legenda: 1 — martor (YPD); 2 - procedeu [203]; 3,4,5 - procedeu experimental I, cu
continutul de nanoparticule Fe3O4in concentratie de 30, 50 si 70 mg/L, respectiv.
Fig. 5.12. Activitatea catalazei in biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30, cultivati in prezenta
nanocompozitului chitosan-fier cu diferite concentratii a nanoparticulelor Fe3O, (50-100

nm)

Prin urmare, rezultate obtinute demonstreaza ca nanocompozitul chitosan-fier joaca un
rol important in activitatea enzimelor antioxidante — superoxid dismutaza si catalaza la tulpina de
levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30. Conform datelor din literatura de specialitate NP Fe3O4
acoperite cu chitosan provoaca o activitate antioxidanta mai ridicata decat NP Fe3O,4 neacoperite
si induc cresterea activitatilor enzimelor antioxidante precum SOD si CAT [176].

Asa dar, studiul a permis stabilirea rolului nanocompozitelor chitosan-fier si chitosan zinc
in initierea si reglarea proceselor biosintetice la levura Rh. gracilis CNMN-Y-30. Rezultatele au
evidentiat aspecte noi privind viabilitatea si dezvoltarea diferentiatd a levurii sub actiunea
nanocompozitelor comparativ cu cultivarea in conditii obisnuite. Rezultatele obtinute sunt
confirmate si de datele din literatura de specialitate care au demonstrat ca NP Fe3O4 si ZnO
acoperite cu chitosan manifesta efect toxic pronuntat asupra viabilitatii celulare la
microorganisme in dependenta de procedeul experimental utilizat, deci prezinta interes pentru
biomedicina si cosmetologie [58, 139, 213]. De asemenea cercetarile demonstreaza si o activitate
antioxidantd mai mare a nanocompozitelor chitosan Fe;O4 asupra enzimelor lacaza, SOD, GPX
si CAT [176]. Aceste enzime prezintd interes pentru iudustrie si in reciclarea deseurilor [235].

Astfel, utilizarea NP Fe3O,4 incorporate in chitosan pot reduce detergentii, produsele de

ingrijire personala si farmaceutice din sol si apele contaminate [73, 249]. Rezultatele studiului
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prezentat contribuie la eficientizarea cercetarilor de elucidare a proceselor sau mecanismelor de

actiune a nanocompozitului asupra obiectelor biologice.

5.3. Concluzii la capitolul 5

1.

Cantitatea initiala de chitosan, concentratia de nanoparticule metalice si volumul de
nanocompozit utilizat pentru cultivarea levurilor sunt factorii principali care
influenteaza eficienta nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier pentru aplicatii
biotehnologice.

Varianta optima de preparare a nanocompozitelor chitosan — fier si chitosan —zinc
este: la 50 mg chitosan se adauga 50 ml acid acetic 1% si se agita timp de 10 minute
la 200 r.p.m. Ulterior, se stabileste pH-ul neutru cu NaOH, se adauga 1% de alcool
etilic de 96%. Se agiti 10 minute la 200 r.p.m. In solutia de chitosan se adaugi
nanoparticulele Fe3sO, (50-100 nm) 1in concentratic de 30-70 mg/L sau
nanoparticulele ZnO (<50 nm) in concentratie de 50 mg/L si se sonifica 10 minute. In
timpul acestui proces moleculele de chitosan sunt absorbite pe suprafata
nanoparticulelor metalice. Pentru cultivarea submersa a levurilor, nanocompozitul se
adauga in mediul de culturd YPD in volum de 2%.

Indicii microbiologici reflectd adecvat efectele nanocompozitelor chitosan-zinc si
chitosan-fier in procesul de evaluare a actiunii nanocompozitelor obtinute prin
diferite procedee asupra levurii reprezentative Rh. gracilis CNMN-Y-30 si se
recomanda pentru testarea gradului de influentd a nanocompozitelor asupra levurilor.
Nanocompozitul chitosan-fier interactioneaza usor cu celulele tulpinii Rh. gracilis
CNMN-Y-30, nu este toxic. La concentratia de 30 mg/L a nanoparticulelor Fe3O4
(50-100 nm) levura reactioneaza prin activizarea biosintezei pigmentilor carotenoizi
si enzimelor antioxidante catalaza si superoxid dismutaza. La concentratiile de 50-70
mg/L nanoparticule in celule se amplifica procesele de biosinteza a proteinelor si
carbohidratilor.

Identificarea proprietatilor biologice valoroase a nanocompozitului chitosan-fier,
elaborat conform procedeului nou permite recomandarea utilizdrii lui 1in

bionanotehnologii.
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CONCLUZII GENERALE

Efectele nanoparticulelor ZnO <50 nm, ZnO <100 nm, Fe30,4 10 nm, Fe30,4 30 nm, Fe;0,
50-100 nm, stabilite la tulpinile de levuri pigmentate din genul Rhodotorula, care se
manifestd In functie de dimensiuni si concentratie, contribuie la elucidarea cailor de
actiune si identificarea grupdrilor functionale celulare implicate in rdspunsul la actiunea
nanoparticulelor [70, 71, 72, 110, 111, 112, 301, 302, 305].

. Testele microbiologice si biochimice, aplicate pentru stabilirea viabilitatii, continutului de
proteine i activitatea enzimei antioxidante catalaza sunt exacte, robuste si pot fi utilizate
pentru determinarea gradului de influentd a nanoparticulelor oxizilor metalici la levuri,
fapt demonstrat in cadrul validarii metodelor respective [15].

. Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni de <50 nm si <100 nm, in concentratii 1-70 mg/L
intensifica procesele de biosinteza a proteinelor, carbohidratilor, carotenoizilor, maresc
activitatea superoxid dismutazei si catalazei la Rh. gracilis CNMN-Y-03 si Rh. gracilis
CNMN-Y-30, prezentand oportunitate de aplicare in calitate de stimulatori in
biotehnologia levurilor [8, 11, 13, 16, 26, 27, 29, 31, 67, 113].

Procedeul elaborat de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu aplicarea nanoparticulelor ZnO
cu dimensiuni de <50 nm, in concentratie de 20 mg/l, permite majorarea continutului de
proteine in biomasa levuriand cu 23-34% si contribuie la ameliorarea continutului
aminoacizilor valorosi [17, 18].

Nanoparticulele Fe;Oscu dimensiunile 10 nm, 30 nm, 50 -100 nm, in limitele de
concentratii de la 0,5 la 30,5 mg/L, actioneaza la nivelul sistemelor biochimice de sinteza
a componentelor celulare a levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30, provocand micsorarea
continutului de proteine, carotenoizi, si a activitatii catalazei. Corelarea inversa negativa
intre parametrii biochimici si concentratia NP este demontrata de valorile coeficientilor
de corelare: 0,840 (proteine), 0,849 (carotenoizi), 0,722 (catalaza) [6, 7, 10, 12, 24, 25,
28, 32, 64, 68, 69, 70, 303, 304, 306].

Procedeul de evaluare a nivelului de sigurantd a nanoparticulelor FesO4 cu utilizarea
levurii pigmentate Rhodotorula gracilis, care prevede determinarea concentratiilor ce
provoaca diminuarea cu 50% a continutului de B-caroten si a activitatii catalazei, permite
stabilirea relatiillor doza-efect si furnizeaza informatii necesare pentru caracterizarea
toxicitatii nanoparticulelor. Concentratiile de inhibitie IC50%, pentru NP Fe3O4 de10 nm
constituie 10 mg/I, iar pentru NP Fe3O,4 de 50 - 100 nm - 25-30 mg/l [2, 28, 65, 66, 307].
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7. Nanocompozitele chitosan-zinc si chitosan-fier, obtinute conform procedeului
experimental nou, reprezintd produse de perspectivd pentru bionanotehnologii,
caracterizate prin capacitate sporita de a initia biosinteza principiilor bioactive celulare la
levurile din genurile Rhodotorula. Nanocompozitul chitosan-fier manifesta activitate
biologica, exprimata prin sporirea la Rh. gracilis CNMN-Y-30 a continutului de proteine
cu 15-35%, carbohidrati cu 13%, pigmentii carotenoizi cu 9-11%, activitatii CAT cu pana
la 35, SOD - cu pana la 26%, comparativ cu martorul.

Aportul personal: Materiale prezentate in brevetele de inventie MD 4522 ,,Procedeu de
evaluare a toxicitatiii nanoparticulelor oxizilor de metale cu utilizarea levurilor’’ (anexa 1), MD-
4690 ,,Procedeu de cultivare a levurilor din genul Rhodotorula’ (anexa 2) si de inventie (nr.
5823 din 2020.02.18) autoarei ii revine cota parte conform listei autorilor. Rezultatele obtinute in
cadrul elaborarii tezei de doctor, analiza, generalizérile si concluziile apartin autoarei.

Rezultatele stiintifice principale. In premierd sunt validate teste microbiologice si
biochimice si identificate grupdrile functionale celulare a levurilor pigmentate din genul
Rhodotorula, implicate in rispunsul la actiunea nanoparticulelor. In premierd este elucidat
caracterul de actiune a nanoparticulelor ZnO si Fe3O4 asupra viabilitatii, productiei de biomasa,
caracterelor morfologice celulare si coloniale, continutului de proteine, carbohidrati, carotenoide,
enzimelor antioxidante la levurile din genul Rhodotorula in dependentd de dimensiuni si
concentratie. S-a demonstrat ca nanoparticulele ZnO, utilizate in concentratii 1-20 mg/L la
cultivarea Rhodotorula gracilis, influenteaza pozitiv procesele de multiplicare si biosinteza a
proteinelor, carbohidratilor si pigmentilor carotenoidici. S-a demonstrat cd nanoparticulele Fe3O4
induc la Rh. gracilis modificari semnificative in procesele biosintetice si sistemul de aparare
antioxidant, care se manifesta prin sciderea continutului de carotenoide si enzimei catalaza. In
premiera este elucidat caracterul de actiune a nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier
asupra levurilor din genul Rhodotorula. Au fost elaborate doua procedee noi de sporire a
cantitatii si calitatii proteinelor cu utilizarea nanoparticulelor ZnO si de evaluare a toxicitatii
nanoparticulelor Fe3O4 cu utilizarea in calitate de model a levurii Rhodotorula gracilis.
Procedeele sunt confirmate de 2 brevete de inventie si o cerere de brevet de inventie (nr. 5823
din 2020.02.18).

Problema stiintifici importanta solutionatd in lucrare. Au fost stabilite efectele
nanoparticulelor oxizilor de metale ZnO si Fe3O4 asupra levurilor de interes biotehnologic din
genul Rhodotorula, ceea ce a contribuit la elucidarea unor mecanisme de actiune, fapt ce a

permis aprecierea perspectivelor de utilizare in bionanotehnologii.
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Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor la tema tezei de doctor au fost publicate
in 46 de lucrari stiintifice: 15 articole 1n reviste recenzate (7 in reviste internationale, 3 cotate ISl
st SCOPUS; 8 in reviste nationale categoria B, 3 in monoautorat), 7 articole in culegeri (3 in
monoautorat), 1 lucrare stiintifico-metodica, 14 teze la conferinte internationale si nationale (3 in
monoautorat), 2 brevete de inventie si 1 cerere de brevet de inventie, 7 materiale la saloane de
inventii (5 medalii de aur, 1 medalie de bronz), 2 acte de implementare.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii ,,Stabilirea efectului
nanomaterialelor asupra dezvoltarii si productivitatii levurilor’> sunt aplicate in cadrul
Institutului de Inginerie Electronica si Nanotehnologii “D. Ghitu” Act nr. 121 din 29.11.2018
(Anexa 3). ,,Metoda spectrofotometricd validatd de determinare a activititii enzimei catalaza’’

este utilizatd 1n lucrul practic in laboratorul Microbiologia solului, Institutul de Microbiologie si

Biotehnologie Act nr. 96 din 07.11.2019 (Anexa 4).

RECOMANDARI PRACTICE
Se recomanda:

1. Metodele de determinare a viabilitdtii celulelor, continutului de proteine si activitatii
enzimei antioxidante catalaza pentru determinarea gradului de influentd a
nanoparticulelor oxizilor metalici la microorganisme.

2. Procedeul de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu aplicarea nanoparticulelor ZnO cu
dimensiuni de <50 nm, pentru majorarea continutului de proteine si ameliorarea calitatii
aminoacizilor in biomasa celulara.

3. Procedeul de evaluare a pericolului nanoparticulelor oxizilor metalici cu utilizarea levurii
pigmentate Rh. gracilis.

4. Doud procedee de obtinere a nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier pentru

uilizare in bionanotehnologii.
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Anexa 1
Brevet de inventie MD 4522 ,,Procedeu de evaluare a toxicitatiii nanoparticulelor oxizilor

de metale cu utilizarea levurilor”’.
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QOAQHRAQHAQHRQHAQHAQH

COGEIOGIT
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Anexa 2

Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis

4690 (13) B1

Int. Cl.: C12N 1/14 (2006.01)
C12N 1/16 (2006.01)
C12N 1/38 (2006.01)
C01G 9/02 (2006.01)

B82Y 5/00(2011.01)
C12P 21/00 (2006.01)

a 2018 0059
2018.07.31

(71)(73) INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE $I

(72)
(54)

(57)

BIOTEHNOLOGIE, MD

EFREMOVA Nadejda, MD; BESLIU Alina,
MD; USATII Agafia, MD
Procedeu de cultivare a
Rhodotorula gracilis

Inventia se refera la biotehnologie, in special
la un procedeu de cultivare a levurilor
Rhodotorula gracilis, care poate fi aplicat
pentru obtinerea proteinelor utilizate in

levurilor

industria microbiologica, alimentara,
farmaceutica si cosmetica.
Procedeul, conform inventiei, constd in

obtinerea suspensiei de levuri Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-30 sau Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-03 prin cultivare timp de 24 de ore

(54)

(57)

170

pe mediul YPD, inocularea suspensiei in
concentratie de 5% wvol. pe mediul YPD cu
adaugarea nanoparticulelor de ZnO cu
dimensiunea de 50 nm in concentratie de
20,0 mg/L si.cultivarea la temperatura de
25...28°C cu agitare continua la 180...200
rot./min in decurs de 72 de ore.

Rezultatul inveniiei constd in sporirea
continutului de proteine in biomasa de levuri.

Revendicari: 1

* *

Process for cultivation of Rhodotorula
gracilis yeasts

The invention relates to biotechnology, In
particular to a process for cultivation of
Rhodotorula gracilis yeasts, which can be
applied to produce proteins used in the mi-
crobiological, food, pharmaceutical and cos-
metic industries.

The process, according to the invention,
consists in preparing a Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-30 or Rhodotorula gracilis CNMN-
Y-03 yeast suspension by cultivating for 24
hours on YPD medium, inoculating the sus-
pension in a concentration of 5% vol. on YPD
medium with the addition of 50 nm ZnO na-
noparticles in a concentration of 20.0 mg/L
and cultivating at 25...28°C with continuous
stirring at 180...200 rpm for 72 hours.

The result of the invention consists in in-
creasing the protein content in the yeast bi-
omass.

Claims: 1



Anexa 3.
Recomandari de evaluare a impactului nanoparticulelor oxizilor de metale cu utilizarea

levurilor.
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Anexa 4.
Act nr. 121 din 29.11.2018 de implementare a elaborarii ,,Stabilirea efectului

nanomaterialelor asupra dezvoltarii si productivitatii levurilor’’.

;t Directorul Institutulu
| Electronici
Viembru~ci
1 RUDIC
JLI 18

“Jmﬁ“cﬁsm*ﬁ 2
lss )33. umirea els




Anexa 5.

Act nr. 96 din 07.11.2019 de implementare a elaboririi ,,Metoda spectrofotometrica

validata de determinare a activitatii enzimei catalaza.

L.P. "INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
S BIOTEHNOLOGIE"

legire Nr. 9 {
S0 L e

APROB
Directorul Institutului de Micgobio ogie
si Biotehnologie L7
Svetlana CODREANU

Az

20/9

dt "l‘n'ét. biok.; conf. cerc..

2019

ACT
de implementare a elaborarii

mun. Chisindu
noiembrie 2019

Subsemnatii, comisia in componenta: EFREMOVA Nadejda, dr. in st. biol.. conf. cerc..
BESLIU Alina, cere. st., lab. Biotehnologia levurilor, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie:
RASTIMESINA Inna, dr. in st. biol.. conf. cerc., sef lab, Microbiologia solului, POSTOLACHI
Olga, dr. in st. biol.. conf. cerc., lab. Microbiologia solului, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie. au intocmit prezentul act privitor la evaluarea implementarii:

1. Denumirea elaborarii: Metotoda spectrofotometricd validatd de determinare a activitatii
enzimei catalaza.

2. Autorii elaborarii: EFREMOVA Nadejda, dr. biol., conf. cerc., BESLIU Alina, cercet. st.

3. Beneficiar: Laboratorul Microbiologia solului, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie.

4. Esenta inventiei: Determinarea activitd{ii enzimei catalaza cu aplicarea protocoalelor de
validare.

5. Rezultate: Metoda spectrofotometricd de determinare a activititii catalazei, validata conform
parametrilor de repetabilitate, precizie intermediard, liniaritate, acuratete si robustete au fost
valorificate in cercetdrile efectuate in cadrul laboratorului Microbiologia solului. Eficienta aplicarii
a fost confirmata prin faptul ca metoda data este exacta, precisa. robusta si valida.

6. Propuneri: Metoda propusa prezinta interes pentru specialistii din domeniul microbiologiei.
biotehnologiei, nanobiotehnologiei, medicinei, industrei alimentare si farmaceutice. in care sunt
aplicate nanoparticulele oxizilor metalici.

7. Semniturile membrilor comisiei:

Laboratorul Microbiologia solului,
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie:

Laboratorul Biotehnologia levurilor,
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie:

RASTIMESINA Inna, dr. in st. biol

EFREMOV A Nadejda, dr. in st. biol., conf. cerc.%%
sef lab. Microbiologia solului.

BESLIU Alina, cerc. st. %

0N ‘./ccrc..
VT

POSTOLACHI Olga. dr. in st. biol., conf. cerc.
V28
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Anexa 6.

Diploma (Medalia de Aur) Expozitia Internationala Specializata

INFOINVENT, 2017 ,,Procedeu de evaluare a toxicititiii nanoparticulelor oxizilor de

metale cu utilizarea levurilor’’

= Beris PacmaeTATeA
Editia a XV-a RITEUSCTUAL o oovA

= g W

Expozitia Internationalad Specializata

+~INFOINVENT"”

DIPLOMA

Betic Hong, Luntic foots, Hurelis Moot

pentru

toordone 4y cvelncee 2 Lov/aifr sy Ihfigartoicbolor
oHEor oo pitale o wlzrsi,  febiesoy

\ PRESEDINTELE

\ Aekaens COMITETULUI ORGANIZATORIC

! T PRESEDINTELE
< _/;cj L.\ / JURIULUI INTERNATIONAL

-15-18 noiembrie 2017,
Chisindu, Republica Moldova
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Anexa 7.
Diploma (Medalia de Aur) Salonul International de Cercetare, Inovare si Transfer
Tehnologic, INVENTICA, 2018 ,,Assessment method of the effects of nano-oxides with use
of yeasts”’.

| Piploma

Institutul National
de Inventica, lasi

Offered to Mr [ Ms
Institute of Microbiology and Biotechnology

ASSESSMENT METHOD OF THE EFFECTS OF
NANO-OXIDES WITH USE OF YEASTS

BESLIU ALINA, USATIl AGAFIA,
CHISELITA NATALIA, RUSU EMIL, GUTUL TATIANA

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XXII-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2018

lasi, Romania,
27 -29 June 2018

MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Neculai SEGHEDIN PhD

N
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Anexa 8.
Diploma (De excelenta) Salonul International de Cercetare, Inovare si Transfer
Tehnologic, INVENTICA, 2018 ,, Assessment method of the effects of nano-oxides with use

of yeasts”’.

EUNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
»NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

DNPL@M

DE EXCELENTA

QEQ/M/MW USATTI ﬂGﬂF/A CH(SE[/[/} NATHL A

RUSU EMIL, CUTIL TATIANS

pentru ASSECoMENT JUETHO® oF THE EFFFCIS OF
NANO ~ O DEc WITH LLSE oF VEASTS

Salonul INVENTICA-2018, editia a XXIl-a,
27-29 iunie 2018, IASI, ROMANIA

% Tl
Gheatghe Rojnoveanu, : u

‘ profesor universitar, dr hab. st. med., li Prorector pentru activitate stiingifica
academician al ASM profesor universitar, dr. hab. ;t med.
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Anexa 9.
Diploma (Medalia de Aur) Targul International de Inventii si Idei Practice, INVENT —

INVEST, 2018 ,,Assessment method of the effects of nano-oxides with use of yeasts”’.

=
=
=
=
=
=
—
)
=

CHISINAU - REPUBLICA MOLDOVA
NVEN Targul International
018 de Inventi
si Idei Practice

Se acorda

Medalia de aur

Auwutorilor: Besliu A., Usatii A., Chiselita N., Rusu E., Gutul T.

pentru

Inventia/Lucrarea: Assessment method of the effects of
nanooxides with use of yeasts

Laureat al Premiului Juriului
Targului International de Inventii si Idei Practice - 2018
Chisindu - Republica Moldova INVENT - INVEST 2018

Presedinte Juriu,
(”'/ “ & C/\ .'/( j

Presedinte SIR,

Prof. univ. dr. fiz. ;Entin Marin ANTOHI
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Anexa 10.
Diploma (Medalia de Aur) Expozitia Internationala Specializata

INFOINVENT, 2019 ,,Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis”’

Al

MOLDOVA

Expozitia Internationalad Specializata

e R ————

INFOINVENT”

Editia o XVI-a

DIPLOMA
MEDALIA DE AUR

se acordd
NADEJDA EFREMOVA, ALINA BESLIU, AGAFIA USATII

pentru
PROCEDEU DE CULTIVARE A LEVURILOR RHODOTORULA GRACILIS

PRESEDINTELE
COMITETULUI ORGANIZATORIC

PRESEDINTELE JURILLUI

20-23 noiembrie 2019,
Chisindu, Republica Moldova

178



Anexa 11.
Diploma (Medalia de bronz) Expozitia Internationala Specializata
INFOINVENT, 2019 ,,Validarea testelor microbiologice si biochimice pentru studii de

nanotehnologie”’

Auum Ci uv
A .ﬂ‘!u
A REPUBUCH MOLDOVA

Expozitia Internqgionoléje?f—iolizoté
JINFOINVENT”

Editia a XVI-a

DIPLOMA

MEDALIA DE BRONZ

se acordd

NADEJDA EFREMOVA, ALINA BESLIU,
LUDMILA BATIR, MAXIM BIRSA

pentru

VALIDAREA TESTELOR MICROBIOLOGICE $I BIOCHIMICE
PENTRU STUDII DE NANOTOXICOLOGIE (2018-2019)

i 5 PRESEDINTELE
E@ COMITETULUI ORGANIZATORIC

) // PRESEDINTELE JURIULUI
j/é ;

20-23 noiembrie 2019,
Chigindu, Republica Moldova
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Anexa 12.
Diploma (Medalia de aur) Expozitia Internationali ,,Cadet Inova 20, ,,Assessment

method of the effects of nano-oxides with use of yeasts”’.

OF THE “Cadet INOVA’20’

Is bestowed on the researchers

Begliu Alina, Usatii Agafia, Chiseligd Natali
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Anexa 13.
Diploma Premiul municipal pentru tineret in domeniile stiintei, tehnicii, literaturii, artelor

si activism civic, editia 2018 (sectiunea stiinte).
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Anexa 14.

Diploma de onoare a Ministerului Educatiei, Culturii si Cercetarii

Ministerul Educatiei, Culturii si Cercetarii
al Republicii Moldova

Doamnei Alina BESLIU,

doctoranda, cercetator stiintific, B

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,

in semn de profunda recunostinta si apreciere inalta pentru

< activitatea remarcabila, merite si rezultate deosebite in ‘

dezvoltarea cercetarii, promovarea Republicii Moldova la
nivel international si cu prilejul Zilei Internationale a

Femeilor si Fetelor din domeniul Stiintei.

|
—— N

d d on.\neo

S
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe rdspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, In caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

BESLIU Alina

Data:
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Numele, prenume:
Cetdtenia
Studii

Participari in proiecte
Stiintifice Nationale
si Internationale

Domeniile de interes
stiintific

Participari la forumuri

CURRICULUM VITAE

BESLIU Alina

Republica Moldova

2010-2014 Studii superioare de licentd Universitatea de Stat din
Tiraspol, Facultatea Geografie, Specialitatea Geografie Biologie.
2014-2016

Studii superioare de Masterat Universitatea Academiei de Stiinte a
Moldovei, Facultatea Stiinte ale Naturii, Specialitatea Biologie

Moleculara.
2016-2019 Studii superioare de doctorat Universitatea de stat
,Dimitrie  Cantemir’’, specialitatea 167.01 — Biotehnologie,

bionanotehnologie.

20.80009.5107.16 ,,Preparate microbiene biologic active noi pentru
majorarea potentialului reproductiv si productiv al animalelor de
interes zootehnic” (2020-2023).

14.05.076A (2015-2019) Utilizarea nanomaterialelor in biotehnologia

cultivarii fungilor miceliali si levurilor ca strategie de sporire a
performantelor biotehnologice.

18.80012.51.16A (2018-2019) Validarea testelor microbiologice si
biochimice pentru studii de nanotexicologie.

Biotehnologie, bionanotehnologie.

Microbiologia si biotehnologia levurilor
Biochimie, specializare in domeniul biochimiei levurilor.
Bionanotehnologie, specializare in domeniul componentelor
bioactive.

Validarea metodelor microbiologie si biochimice pentru studii de
nanotoxicologie.

The International Conference dedicated to the 70th anniversary of
foundation of first research institutes of the ASM, Chisinau, 2016.
Symposium ,, Nano-2016 Ethical, Ecological and Social Problems of
Nanoscience and Nanotechnologies’’. Chisinau, 2016.

Conferinta stiintificd a doctoranzilor (cu participare internationald),
editia VI-a, V-a ,, Tendinte contemporane ale dezvoltdrii stiintei:
viziuni ale tinerilor cercetdtori, Chisinau, 2017, 2018, 2019.
International Scientific Conference on Microbial Biotechnology,
2016, 2018, Chisinau, Republic of Moldova.

International scientific conference for students and phd students
youth and progress of biology dedicated to the 185th anniversary
from the birthday of B. Dybowski, LVIV, 2018.

The congress dedicated to the 50" anniversary of Scientific
Association of Geneyicists and Breeders of the Republic of Moldova,
2018,
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Lucrar stiintifice
publicate

Premii si mentiuni

Apartenentd la Societditi

Cunoasterea limbilor
Date de contact de
serviciu

XV International scientific conference for students and Phd students
dedicated to the 135th anniversary of J. Parnas, 2019, Lviv, Ukraine.

50 lucrari stiintifice: 16 in reviste recenzate, 6 in culegeri, 20 teze la
internationale §i nationale, 3 brevete de inventie, 7 materiale la
saloane de inventii.

Bursa Federatiei Mondiale a Savantilor (2019-2020)

Premiul municipal pentru tineret in domeniile stiintei, tehnicii,
literaturii, artelor si activism civic, sectiunea stiinte (2018).

Bursa de Excelenta a Guvernului (2018).

Bursa de Cercetare in memoriam Mircea Ciuhrii (2017).

International Student Innovation and Stiintific Research Exhition
,,Cadet Inova’’, Sibiu, Romania, 2020 (medalie de aur).

Expozitia Internationald Specializata Infoinvent, Chisinau, 2019
(Medalie de aur si bronz).

International Salon of Research, Innovation and Technological
Transfer, lasi, 2018 (Medalie de Aur si Diploma de Excelentd).
Targul International de Inventii si Idei Practice, Invent—Invest, 2018
(Medalia de Aur).

Expozitia Internationald Specializatd Infoinvent, Chisinau, 2017
(Medalie de aur).

Membru al Federatiei Societatilor Europene de Microbiologie
(FEMS).

romana, rusa, franceza, engleza.

Laboratorul Biotehnologia levurilor Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie. MD 2028, str. Academiei 1, bir. 212A

Tel.: +373 (22) 73 80 13,

e-mail: besliu.imb@gmail.com
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