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SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Dezvoltarea stiintei si tehnologiilor in ultimul deceniu este caracterizata prin studii
intensive privind proprietatile nanoparticulelor si elaborarea diferitor procedee de aplicare
practica a acestora. Nanoparticule metalice sunt printre cele mai utilizate pe scara larga in
diferite domenii [21, 25, 35]. O categoric importantd de nanoparticule sunt nanooxizii, printre
alimentatie, cosmetologie, farmaceutica, protectia mediului si biotehnologie [1, 9]. O solutie
importantd pentru largirea spectrului de utilizare a nanoparticulelor ZnO si Fe3O,4 prezinta
acoperirea lor cu diferiti polimeri, inclusiv cu chitosan. Acestea contribuie la stabilizarea
eficientd a nanoparticulelor oxizilor metalici, oferindu-le biocompatibilitate crescuta,
functionalitate chimica, reducand toxicitatea si capacitatea lor oxidativa [19].

Citotoxicitatea nanoparticulelor, inclusiv ale oxizilor metalici si interactiunea acestora cu
sistemele biologice este inca neclard [20], de aceea exista necesitatea stringenta de a intelege
influenta si a evalua riscurile posibile, deci este necesar ca atat efectele benefice, cat si cele
adverse ale acestor nanomaterilale sa fie evaluate utilizand diferite organisme [18]. Levurile
pigmentate din genul Rhodotorula pot servi ca obiecte biotehnologice reprezentative si ca
de actiune a nanoparticulelor asupra proceselor vitale in celula eucariota [11, 14]. In calitate de
repere se propun diferiti indicatori microbiologici si biochimici. Problema de cercetare care
rezultd din analiza situatiei In domeniu, consta in necesitatea de a elucida gradul de influentd a
nanoparticulelor oxizilor metalici asupra tulpinilor de levuri din genul Rhodotorula in vederea
valorificarii eficiente a potentialului biotehnologic al acestor nanomateriale.

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

Obiectivele lucrarii:

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

e  Stabilirea particularitatilor actiunii nanoparticulelor ZnO si Fe3O4 cu diferite dimensiuni
asupra levurilor din genul Rhodotorula;

. Elaborarea procedeelor de utilizare a nanoparticulelor ZnO si Fe3O4 in biotehnologia

cultivarii levurilor;



o 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.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premiera 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 Fe304 asupra viabilitdtii, productiei de biomasa, caracterelor morfologice, continutului de
proteine, carbohidrati, carotenoide, enzimelor antioxidante la levurile din genul Rhodotorula in
dependenta de dimensiuni si concentratie. A fost demonstrat ca nanoparticulele ZnO, utilizate in
concentratii 1-20 mg/L, influenteaza pozitiv procesele de multiplicare si biosinteza a proteinelor,
carbohidratilor si pigmentilor carotenoidici. A fost demonstrat ca nanoparticulele Fe3O,4 induc la
Rhodotorula gracilis modificari semnificative in sistemul de aparare antioxidant, care se
manifesta prin sciderea continutului de carotenoide si enzimei catalaza. In premieri 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 FezO4 cu utilizarea in
calitate de model a levurii Rhodotorula gracilis. Originalitatea procedeelor elaborate sunt
confirmate de 2 brevete de inventie si o cerere de brevet de inventie.

Problema stiintifici importantid solutionata in lucrare. Au fost stabilite efectele
nanoparticulelor ZnO si Fe3Oy4 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 teoreticd. Sunt argumentate stiintific particularitatile 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 baza pentru elucidarea unor cai de actiune si elaborarea
procedeelor de utilizare a nanomaterialelor mentionate in biotehnologia cultivarii levurilor.

Valoarea aplicativa. Au fost elaborate si propuse spre valorificare: un procedeu de sporire

a continutului de proteine la Rhodotorula gracilis cu utilizarea nanoparticulelor ZnO; un
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procedeu nou de testare a gradului de nocivitate a nonoparticulelor Fe3O4 cu utilizarea in calitate
de model a levurilor pigmentate din genul Rhodotorula; un procedeu nou de obtinere a
nanocompozitelor chitosan—zinc si chitosan-fier cu perspective biotehnologice.

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.
De asemenea au fost elaborate recomandarile de evaluare a impactului nanoparticulelor oxizilor
de metale cu utilizarea levurilor. ,,Metoda spectrofotometrica validata de determinare a activitatii
enzimei catalaza’’ este utilizata in lucrul practic in laboratorul Microbiologia solului, Institutul
de Microbiologie si Biotehnologie Act nr. 96 din 07.11.20109.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor la tema tezei de doctor au fost publicate
in 46 de lucrari stiintifice: 15 articole in reviste recenzate (7 1n reviste internationale, 3 cotate ISl
si SCOPUS; 8 in reviste nationale categoria B, 3 Tn 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.

CUVINTE CHEIE: Nanoparticule ZnO, Fe;O4 Rhodotorula gracilis, viabilitate,
caractere morfologice, carbohidrati, proteine, pigmenti carotenoizi, catalaza, superoxid

dismutaza.

METODOLOGIA CERCETARILOR STIINTIFICE

Conform scopului si obiectivelor inaintate, pentru demonstrarea ipotezei de cercetare, au
fost utilizate metode clasice si moderne, 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-ZnO si chitosan-Fe3O4; metode matematice de planificare a

experientelor; metode de prelucrare statistica a rezultatelor.



SINTEZA CAPITOLELOR

1. NANOPARTICULELE OXIZILOR METALICI — CARACTERIZAREA SI
APLICATII (REVIUL LITERATURII)

Capitolului include o analiza ampla a realizarilor stiintifice la tema de cercetare. Studiul
bibliografic contine 361 de lucrari relevante din domeniul biotehnologiei, bionanotehnologiei,
nanotehnologiei, microbiologiei, biomedicinii si alimentatiei din intreaga lume. Capitolul 1 este
dedicat clasificarii, caracterizarii si proprietatilor fizico-chimice ale nanoparticulelor oxizilor
metalici, elucidarii mecanismului celular al toxicitatii nanoparticulelor si evidentierea
principalelor cauze ale acestui fenomen. Sunt analizate metodele de preparare si stabilizare a
nanoparticulelor metalice precum co-precipitarea, microemulsierea, descompunerea termica a
precursorilor, metoda hidrotermald, sonochimica, 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 biotehnologie [5]. In continuare, este expusd oportunitatea implicarii levurilor din genul
Rhodotorula in nanobiotehnologii si testarea nanotoxicitatii pentru diferite aplicatii [14].
Capitolul se incheie cu expunerea problemei de cercetare si directiile de solutionare a acesteia,

sunt formulate scopul, obiectivele si ipotezele cercetarii.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Capitolul include descrierea materialelor si metodelor folosite la realizarea cercetirilor. In
cadrul experientilor a fost studiat efectul nanoparticulelor anorganice a oxizilor metalici: ZnO cu
dimensiuni de <50 nm, <100 nm, Fe3O,4 cu dimensiunile de 10 nm, 30 nm [27], <50-100 nm,
nanocompozitele chitosan-zinc si chitosan-fier.

In calitate de obiecte de studiu au servit levurile pigmentate Rhdotorula gracilis CNMN-
Y-03 producator de pigmenti carotenoizi si Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30, producator de
proteine si pigmenti carotenoizi. Tulpinile sunt depozitate In colectia Colectia Nationald 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 si coloniale induse
de nanoparticule testate. Pentru a identifica efectele nanoparticulelor oxizilor metalici au fost

utilizate un sir de metode biochimice: de determinare a continutului de proteine, carbohidrati,
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pigmenti carotenoizi, activitatii enzimelor antioxidante catalaza si superoxid dismutaza. Pentru
reducerea toxicitatii nanoparticulelor FesO4 si ZnO au fost elaborate si testate diferite procedee
de acoperire a acestora cu chitosan.

Analiza statistica a rezultatelor a fost efectuata utilizand setul de programe MO Excel si
Statistica 9.0. Rezultatele in lucrare sunt exprimate prin media a 3-4 repetari + deviatia standard
si intervalului de incredere pentru o medie. Toate diferentele intre variante au fost considerate

semnificative statistic pentru P <0,05.

3. EFECTELE NANOPARTICULELOR ZnO ASUPRA TULPINILOR DE
LEVURI DIN GENUL RHODOTORULA

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. Rezultatele obtinute au
demonstrat ca metodele testate de determinare a viabilitatii, 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 specifice, precise, liniare, robuste si

valide si pot fi utilizate pentru testarea influentei nanoparticulelor oxizilor metalici la levuri [23].

3.2. Viabilitatea, productia de biomasa si caracterele morfologice ale levurii
Rhodotorula gracilis sub influenta nanoparticulelor ZnO

Studiul efectelor nanoparticulelor ZnO in functie de dimensiuni si concentratie a evidentiat
modificari semnificative ale viabiliatii celulelor levurii Rh. gracilis. S-a observat o crestere a
viabilitatii celulare dupa 24 ore de cultivare comparativ cu primele 6 ore pentru ambele tipuri de
nanoparticule si tulpini cercetate la aplicarea concentratiilor de 1-30 mg/L ZnO <50 nm (fig.
3.1).

Rh. gracilis CNMN-Y-03 Rh. gracilis CNMIN-Y-30
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Fig.3.1. Viabilitatea Rh. gracilis la contact cu nanoparticulele ZnO <50 nm in functie de

concentratie si durata de contact
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Analiza comparativa a actiunii nanoparticulelor in concentratiile de 50-70 mg/L, arata
efecte citotoxice asupra tulpinilor studiate dupa 6 si 24 ore de contact. Viabilitatea celulelor
scade cu peste 40%. Astfel, cuantificarea numarului de colonii formate pe placile cu mediu YPD
agarizat a demonstrat ca concentratia minima inhibitie (IC50%) a nanoparticulelor ZnO cu
dimensiuni de <50 nm constituie 70 mg/L in cazul ambelor tulpini [32].

Actiunea NP ZnO cu dimensiuni <100 asupra levurilor Rh. gracilis s-a manifestat diferit.
Viabilitatea Rh. gacilis CNMN-Y-03 dupa 6 si 24 ore de cultivare creste la aplicarea
concentratiilor de 1...30 mg/L cu 16-41%, fata de proba martor [7]. In cazul tulpinii Rh. gracilis
CNMN-Y-30 dupa 6 si 24 ore de contact cu nanoparticule in concentratii de 20-30 mg/L
viabilitatea scade cu pana la 24-32% (fig. 3.2). S-a constatat cd gradul de viabilitate la tulpina

Rh. gracilis CNMN-Y-30 este asociat cu concentratiile utilizate in experiente.

Rh. gracilis CNMN-03 Rh. gracilis CNMN-Y-30
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Fig.3.2. Viabilitatea Rh. gracilis la contact cu nanoparticulele ZnO <100 nm in functie de

concentratie si durata de contact

Nanoparticulele ZnO <50 nm in concentratiile 1-70 mg/L si ZnO <100 nm in concentratii
de 1-30 mg/L nu au indus modificari ale productiei de biomasa la levurile pigmentate din genul
Rhodotorula la cultivare timp de 120 ore [32].

S-a constatat, ca in prezenta nanoparticulelor de ZnO <50 nm are loc modificarea
dimensiunilor celulelor la Rh. gracilis. Efectul este mai evident la contactul celulelor cu
concentratia de 70 mg/L. O altd particularitate a actiunii consta in formarea aglomerarilor

celulare, in special la contactul cu concentratiile de 20 si 70 mg/L (fig. 3.3) [15].



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

Fig. 3.3. Aspectul morfologic al celulelor Rh. gracilis CNMN-Y-30 dupa 24 ore de contact
cu nanoparticulele ZnO <50 nm, (ocular 15/100)
Coloniile la levurile pigmentate din genul Rhodotorula, cultivate pe mediu solid YPD
timp de 120 ore in contact cu nanoparticule ZnO <50 nm, concentratii 30-70 mg/L se deosebesc

de martor prin culoare, diametru si margine.

3.3. Sinteza proteinelor la levurile Rh. gracilis sub influenta nanoparticulelor ZnO
Continutul proteinelor in biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-03, sub influenta
concentratiilor de la 5 la 30 mg/L de NP ZnO, este in crestere cu pana la 57% [7]. in cazul
tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 NP ZnO (<50 nm) in concentratii de la 5 la 20 mg/L de
asemenea creste continutul de proteine cu pana la 38% (fig. 3.4). In probele experimentale in
care concentratiile nanoparticulelor au constituit 50-70 mg/L, se observa o micsorare moderata a
cantitdtii de proteine la ambele tulpini.
La aplicarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <100 nm s-au inregistrat cantitati sporite
de proteine la ambele tulpini. Astfel, continutul de proteine la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03
in cazul concentratiilor de 1,0-20,0 mg/L, a crescut cu pana la 47%, iar la tulpina Rh. gracilis

CNMN-Y-30 la concentratiile de la 5 la 20 mg/L - cu pana la 28% (fig. 3.4).
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Fig. 3.4. Cantitatea de proteine in biomasa levurilor Rh. gracilis sub actiunea

nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie si dimensiune, comparativ cu martorul
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Astfel, concentratiile nanoparticulelor ZnO cu dimensinile de <50 si <100 nm care

stimuleaza procesului de biosinteza a proteinelor sunt cdele de 10-20 mg/L.

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

Nanoparticulele ZnO <50 nm in concentratii de 5-20 mg/L contribuie la sporirea cu pana
la 19% a cantitatii de carbohidrati la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 [7]. Efect semnificativ
poate fi observat si la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30, la care cantitatea carbohidratilor creste
cu pana la 32%, fata de proba martor. La concentratiile de 50-70 mg/L de NP ZnO, se observa o
micsorare relativ moderatd a cantitatii de carbohidrati. Efect pozitiv al NP a fost obtinut si in
cazul NP ZnO cu dimensiuni <100 nm in concentratiile de la 1-10 mg/L. Cantitatea
carbohidratilor acumulati in biomasa ambilor tulpini creste cu pana la 20-21 %, iar la
concentratia de 30 mg/L, se observa o micsorare moderata a cantitatii de carbohidrati (fig. 3.5) [16].
Astfel, concentratia eficienta a nanoparticulelor ZnO (<50 nm) si ZnO (100 nm) pentru

stimularea procesului de biosinteza a carbohidratilor este de 5-20 mg/L.

3.5. Sinteza carotenoizilor la levurile Rh. gracilis sub influenta nanoparticulelor ZnO
Continutului de pigmenti carotenoidici in biomasa levurilor Rh. gracilis este data in fig.
3.6. NP ZnO (<50 nm) aplicate in concentratiile de 1...30 mg/L nu modifica esential cantitatea
carotenoizilor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03, iar la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 , la
concentratiile 5.0-10.0 mg/L, cantitatea de pigmenti in biomasa levuriana creste cu pana la 29%.
Cresterea concentratiilor nanoparticulelor ZnO pana la 30-70 mg/L, conditioneazd duce la

scaderea cantitatii de carotenoizi cu pana la 18%, fata de martor.
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140
120
100
80
60
40
20

Carvotenoizi, % martor

N A

¢ Concentratii NP (<50 nm), mg/L
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Fig. 3.6. Cantitatea de carotenoizi la Rh. gracilis sub actiunea nanoparticulelor ZnO

<50 nm comparativ cu martorul
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Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni <100 nm la concentratii de 5-20 mg/L nu modifica
semnificativ cantitatea de carotenoizi, iar la concentratia de 30 mg/L aceasta scade cu pana 36%.
Astfel, dimensiunile mari si concentratiile ridicate de 30 -70 mg/L ale nanoparticulelor

examinate afecteaza cantitatea pigmentilor carotenoizi in biomasa levurilor Rh. gracilis [3, 13].

3.6. Activitatea enzimelor antioxidante catalaza si superoxid dismutaza la Rh. gracilis
sub influenta nanoparticulelor ZnO
Efectele nanoparticulelor ZnO <50 nm si <100 nm asupra activitatii enzimei antioxidante
catalaza asupra levurilor din genul Rhodotorula sunt prezentate in fig. 3.7. NP ZnO <50 nm, in
concetratiile de 10...50 mg/L maresc activitatea catalazei la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu
pana la 50%, iar la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 - cu pana la 36% [3].
NP ZnO <100 nm, in concentratii de 10...30 mg/L sporesc activitatea enzimei catalaza la
tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 cu 14-35% comparativ cu proba de control. 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 initiaza o scadere brusca a activitatii enzimei cu 30%.
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~
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= E g Mg Iz & 8 5o - |
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& Concentratii NP ZnO (<50 nm), mg/L & NP ZnO (<100 nm), mg/L
" Rh. gracilis CNMN-Y-03 = Rh. gracilis CNMN-Y-30| | gy gracilis CNMN-Y-03 # Rh. gracilis CNMN-Y-3

Fig. 3.7. Activitatea catalazei la Rh. gracilis in prezenta NP ZnO

NP ZnO <50 nm in concentratii de la 5 mg/L la 70 mg/L sporesc activitatea SOD [3]. In
cazul aplicariit NP ZnO <100 nm activitatea enzimei SOD creste. Efect semnificativ a fost
inregistrat pentru tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 - la concentatia de 20 mg/L de NP
activitatea SOD creste cu 85%. La tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-03 la concentratiile de 10-20
mg/L NP activitatea SOD creste cu 68% comparativ cu martorul [3, 11].

Astfel, se poate concluziona cad mecanismul de raspuns adaptiv al levurilor depinde de
dimensiunile si concentratia NP ZnO. Efecte vizibile manifesta nanoparticulelele de dimesiuni

mici aplicare in concentratii mari [3].
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3.7. Procedeu de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu utilizarera nanoparticulelor ZnO
Rezultatele experientelor efectuate, in care s-a demonstrat ca nanoparticulele ZnO joaca
un rol important in procesul de sinteza a proteinelor, au permis de a propune un procedeu de
sporire a continutului de proteine la levurile Rh. gracilis. Procedeul propus asigura un nivel de
proteine in biomasa de Rh. gracilis CNMN-Y-30 de 57.89% (cu 23.1% mai mult ca in martor),
iar in biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-03 de 61.95% (cu 17%...32 %, mai mult ca in martor).
Proteinele levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30, la cultivarea in prezenta NP ZnO <50, au un
continut Tnalt de aminoacizi esentiali, imunoactivi si proteogeni, cantitatea carora a Crescut
semnificativ - cu pana la 236% fata de martor.
Procedeul de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu utilizarera nanoparticulelor ZnO este
confirmat de un brevet de inventie [22] si o cerere de brevet de inventie (nr. 5823 din

2020.02.18).

4. EFECTELE NANOPARTICULELOR Fe304 ASUPRA TULPINII RH. GRACILIS
CNMN-Y-30
4.1. Viabilitatea, productia de biomasa si caracterele morfologice ale tulpinii Rh.
gracilis CNMN-Y-30 sub influenta nanoparticulelor Fe;O, de diferite dimensiuni
Viabilitatea culturii Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub actiunea nanoparticulelor Fe;O, in

functie de concentratii si dimensiuni sunt prezentate in figura 4.1.
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Fig. 4.1. Viabilitatea culturii Rh. gracilis CNMN-Y-30 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor Fe;O4 cu diferite dimensiuni
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Viabilitatea celulelor levuriene este afectatd de NP Fe3O4 cu dimensiunea de 10 nm si 30
nm, iar nanoparticulele cu dimensiuni de 50-100 nm initiazd o stimulare semnificativa a
viabilitatii [10].

NP Fe3O4 de 10 si 30 nm nu au modificat semnificativ productivitatea levurilor, iar cele
de 50-100 nm in concentratii de la 5 la 30 mg/L, induc o crestere cu pana la 24%, fata de martor.

Nanoparticulele Fe3O4 de 10 nm au produs o serie de modificari morfologice la tulpina
Rh. gracilis CNMN-Y-30, care se manifesta prin revarsarea partiala sau totalda a continutului
celular ca urmare a deteriorarii peretelui si membranei celulare. In imaginile din figura 4.2. se
observa fragmente de celule lipsite total sau partial de continut, in cazul concentratiilor de 10 si
15 mg/L. O alta particularitate a actiunii nanoparticulelor Fe;O4 consta in formarea unor
aglomerari de celule, 1n special la concentratiile de 10 si 15 mg/L mediu de culturd. NP Fe3O4 cu
dimensiunea de 30 nm si 50-100 nm, nu modifica morfologia celulelor [4, 12]. De asemenea NP

Fe304 la concentratii ridicate induc modificari ale formei, culorii, marimii si profilului coloniilor [12].

Martor 10 mg/L

Fig. 4.2. Caractere morfologice la Rh. gracilis CNMN-Y-30, sub actiunea NP Fe;O,
(10 nm), durata de contact 120 ore, (ocular 15/100)

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

In prezenta NP Fe30, (10 nm) in concentratie de la 15 la 30 mg/L continutul de proteine
la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 s-a redus cu pana la 22%. NP Fe;O4 de 30 nm au produs o
crestere a cantititii de proteine in toate variantele testate. In prezenta nanoparticulelor Fe3O4 de
50-100 nm, in concentratiile 0,5-30 mg/L, continutul de proteine nu se modifica [9, 29, 30, 34].

Analiza raportului corelational confirma dependenta valorilor continutului de proteine de
concentratiile nanoparticulelor FesO4 (10 nm) si Fe3O4 (30 nm), coeficientul de determinare fiind
0,840 si 0,955respectiv. O corelare medie intre acesti doi factori a fost observata in cazul Fe304
de 50-100 nm (R? = 0,425).
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4.3. Sinteza carbohidratilor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta
nanoparticulelor Fe;0,4

Nanoparticulele FesO4, cu dimensiunea de 30 nm si 50-100 nm in concentratii 0,5-15
mg/L duc la o sporire moderatd a cantitatii de glucide, iar cele de 10 nm la aplicarea
concentratiilor 20-30 mg/L - la micsorarea cu pana la 49% [6, 9, 30, 31].

Astfel, sinteza carbohidratilor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 in prezenta
nanoparticulelor Fe;O4 este influentata de dimensiunile si concentratile nanoparticulelor.

4.4. Sinteza carotenoizilor la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta
nanoparticulelor Fe3O4

In cazul aplicarii la mediul de cultivare a nanoparticulelor Fe;O, cu dimensiunea de 10
nm se observa o scadere cu 32-73% a continutului de carotenoizi in biomasa (fig. 4.3). In cazul
NP Fe304 de 30 nm, rezultatele indicd o scddere direct proportionald (cu pana la 82%) a
cantitatii de carotenoizi odata cu cresterea concentratiei de nanoparticule, iar a celor de 50-100
nm are loc 0 reducere a cantititii de carotenoizi cu pana la 79% [17, 30, 31, 34]. Intre cantitatea
de carotenoizi si concentratia nanoparticulelor se observa o corelare inversad stransd, valoarea

coeficientului de detrminare fiind intre 0.8555 si 0,9723 1n dependentd de dimensiunea NP.
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Fig. 4.3. Continutul de carotenoizi in biomasa Rh. gracilis CNMN-Y-30 sub influenta

nanoparticulelor Fe;O4 cu diferite dimensiuni
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Astfel, nanoparticulelor Fe;O, influentiaza negativ acumularea carotenoizilor in biomasa

de Rh. gracilis CNMN-Y-30.

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

Impactul nanoparticulelor Fe;O4 asupra activitdtii enzimei antioxidante catalaza, este
prezentat in figura 4.4. Reactia de raspuns a tulpinii Rh. gracilis CNMN-Y-30 la introducerea
nanoparticulelor Fe30,4 cu dimensiuni de 10 nm in concentratii de la 1.0 la 30 mg/L se exprima
prin micsorarea semnificativa a activitatii catalazei, cu pani la 64,4%. In cazul NP Fe30, de 30
nm activitatea catalazei scade la aplicarea concentratiilor 0,5-15 mg/L cu pana 77%, iar a NP
Fe3O4 de 50-100 nm - cu 35-50% [8]. Analiza corelationald confirma o dependenta inversa
puternicd a activitatii catalazei de concentratiile nanoparticulelor Fe;O,4, coeficientii de

determinare fiind de 0, 906 si 0,959 in cazul dimensiunilor de 10 si 30 nm respectiv.
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Fig. 4.4.Activitatea catalazei la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30, la
cultivare in prezenta nanoparticulelor Fe;O, cu diferite dimensiuni
Astfel, anoparticulele Fe;O,, modifica semnificativ activitatea enzimei antioxidante

catalaza la tulpina Rh. gracilis CNMN-Y-30, ceea ce confirmd prezenta potentialului toxic al

nanoparticulelor.
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4.6. Procedeu de evaluare a impactului nanoparticulelor Fe3O; cu utilizarea in
calitate de model a levurii Rhodotorula gracilis

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. Nivelul de inhibare se stabileste reiesind
din concentratiile de nanoparticule care provoaca micsorarea veridica din punct de vedere
statistic (IC50%) a continutului de B-caroten in biomasa sau activitatii catalazei. Rezultatele
expuse indicd ca indicele toxicitatii (IC 50%) nanoparticulelor FesO,4 cu diferite dimensiuni
variaza de la 10 mg/L (FesO4 10 nm si Fe3O4 30 nm) la 20-30 mg/L (Fe30450-100 nm) [2, 33].
Procedeul de evaluare a toxicitatii nanoparticulelor Fe;O4 cu utilizarea levurii pigmentate Rh.

gracilis este brevetat [28].

5. OBTINEREA NANOCOMPOZITELOR CHITOSAN-ZINC SI CHITOSAN-
FIER CU PERSPECTIVE BIOTEHNOLOGICE

5.1. Evaluarea actiunii nanocompozitului chitosan-zinc asupra activitatii biosintetice
Rh. gracilis

Rezultatele experientelor efectuate, au demonstrat ca nanoparticulele oxizilor metalici
datorita toxicitatii inalte si stabilitatii scazute prezinta impedimente pentru utilizare In domeniul
biotehnologiei levurilor [2, 28]. Datorita dimensiunilor mici si raportul suprafatd/volum mare
nanoparticulele tind sa formeze aglomeratii, de asemenea au capacitatea de a se oxida usor. Prin
urmare, este necesard modificarea suprafatei acestora in scopul stabilizarii si evitarii proceselor
de oxidare. In aceste scopuri pot fi utilizati diversi biopolimeri, in particular chitosanul.

In scopul obtinerii nanocompozitelor chitosan—zinc si chitosan-fier a fost aplicate diferite
cantitati de chitosan si nanoparticulele. Au fost realizate 4 tipuri de nanocompozite noi. In
calitate de procedee-martor de obtinere a nanocompozitelor au servit procedeele elaboratete de
Sudheesh Kumar si echipa [24] si Mohammadi-Samani si echipa [26].

Ulterior a fost evaluata actiunea nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier, in
cantitate de 2% si 5% din volumul mediului nutritiv, asupra viabilitatii celulare si productiei de
biomasa la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30. Rezultatele cu referire la influenta
nanocompozitului chitosan-zinc asupra viabilitatii si biomasei sunt prezentate in figura 5.1.
Valorile maxime au fost inregistrate in cazul aplicarii nanocompozitului preparat conform
procedeului experimental 1 (25 mg chitosant 50 si 70 mg/L NP) aplicat in volum de 2%.

Nanocompozitul aplicat in volum de 5% manifesta efect de inhibitie.
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Fig. 5.1. Efectele nanocompozitului chitosan-zinc asupra viabilitatii si producerii de

biomasa la tulpina de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30

Efectele nanocompozitului chitosan-fier asupra viabilitatii si biomasei la tulpina de levuri

Rh. gracilis CNMN-Y-30 pot fi urmarite in figura 5.2. Astfel, s-a constatat c¢a in cazul aplicarii

nanocompozitului preparat conform procedeului experimental I (25 mg chitosan+ 50 si 70 mg/L

NP), introdus in mediul de cultura pentru levuri in volum de 2%, creste viabilitatea celulara cu

pana la 16,5% si initiaza sporirea cantitatii de biomasa. Efect toxic pronuntat asupra viabilitatii si

productic de biomasd celulard, a aratat nanocompozitul preparat conform procedeului

experimental 1l (50 mg chitosan, 25 ml acid acetic 1% si 50-70 mg/L NP Fe3O,4) utilizat in

volum de 2% si 5%.
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procedeu I, nanocompozit in volum de 5%, 11(2%)- procedeu 1, nanocompozit in volum de 2%;
11(5%)- procedeu |, nanocompozit in volum de 5%.

Fig. 5.2. Efectele nanocompozitului chitosan-fier asupra viabilititii si producerii de

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

Asa dar, rezultatele testarilor au demonstrat ca cel mai eficient nanocompozit este cel
realizat conform procedeului experimental I, care consta din urmatoarele etape: la 50 mg

chitosan se adauga 50 ml acid acetic 1% si se agitd timp de 10 minute la 200 r.p.m. Ulterior, se
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stabileste pH-ul neutru cu NaOH, se adauga 1% de alcool etilic de 96%, se agita 10 minute la

200 r.p.m. In solutia de chitosan se adaugi nanoparticulele Fe3O4 (50-100 nm) in concentratie

de 70 mg/L si se sonificd 10 minute. in timpul acestui proces moleculele de chitosan sunt

adsorbite pe suprafata nanoparticulelor metalice.

5.2. Evaluarea actiunii nanocompozitului chitosan-fier asupra activitatii biosintetice

Rhodotorula gracilis

Nanocompozitul chitosan-fier, in care continutul de nanoparticule Fe3O4 a constituit 30,

50 si 70 mg/L, preparat conform procedeului experimental propus, asigurd cresterea continutului

de proteine 1n biomasa tulpinii de levuri Rh. gracilis CNMN-Y-30 cu pana la 33% comparativ cu

martorul. Cantitatea maxima de proteine s-a observat la concentratia de 70 mg/L nanoparticule.

Nanocompozitul chitozan-fier cu 30-70 mg/L NP a asigurat o crestere a continutului de

carbohidrati in biomasa cu pand la 13% si a carotenoizilor — cuU pand la 11%.

Aplicarea nanocompozitului chitosan-fier cu continutul de nanoparticule Fe3O4 (50-100

nm) in concentratie de 30 mg/L, a dus la o crestere semnificativa, cu 26%, a activitatii SOD.

Pentru variantele de nanocompozit cu concentratiile de nanoparticule 50 si 70 mg/L, activitatea

SOD este in scadere comparativ cu martorul. In cazul determinarii activitatii catalazei, au fost

inregistrate valori cu pana la 35% mai mari comparativ cu varianta martor.

1.

2.

3.

CONCLUZII GENERALE

Efectele nanoparticulelor ZnO <50 nm si <100 nm, Fe3O4 10 nm, 30 nm, si 100 nm,
asupra levurilor pigmentate din genul Rhodotorula, se manifesta in functie de
dimensiunea si concentratia. Evidentierea acestor efecte contribuie la elucidarea cailor de
actiune si identificarea componentelor functionale implicate in raspunsul la actiunea
nanoparticulelor [3, 4, 5, 6, 7, 11, 29, 30], [cap. 3, 4].

Testele microbiologice si biochimice, aplicate pentru stabilirea viabilitatii, continutului de
proteine si 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 [23], [cap. 3].

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, prezentdnd oportunitate de aplicare in calitate de stimulatori in

biotehnologia levurilor [3, 7, 11, 13, 16], [cap. 3].
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4. 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 levurianda cu 23-34% si contribuie la ameliorarea continutului
aminoacizilor valorosi [22], [cap. 3].

5. Nanoparticulele Fe3;O4cu 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) [4, 5, 6, 8, 10, 12, 17,
29, 30], [cap. 4].

6. Procedeul de evaluare a nivelului de siguranta a nanoparticulelor Fe;O4 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 relatiilor doza-efect si furnizeaza informatii necesare pentru caracterizarea
toxicitatii nanoparticulelor. Concentratiile de inhibitie IC50%, pentru NP Fe3O4 del0 nm
constituie 10 mg/l, iar pentru NP Fe30,4 de50 - 100 nm - 25-30 mg/l [28], [cap. 4].

7. Nanocompozitele chitosan-zinc si chitosan-fier, obtinute conform procedeului
experimental nou, reprezintd produse de perspectiva pentru bionanotehnologii,
caracterizate prin capacitate sporita de a initia biosinteza principiilor bioactive celulare la
levurile din genurile Rhodotorula. Nanocompozitul chitosan-fier manifesta activitate
biologicd, 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 [cap. 5].

Aportul personal: Materiale prezentate in brevetele de inventie MD 4522 ,,Procedeu de
evaluare a toxicitatiii nanoparticulelor oxizilor de metale cu utilizarea levurilor’’, MD 4690
,,Procedeu de cultivare a levurilor din genul Rhodotorula’ si cerere de brevet de inventie (5823
din 2020.02.18) autoarei ii revine cotd parte conform listei autorilor. Rezultatele obtinute in

cadrul elaborarii tezei de doctor, analiza, generalizarile si concluziile apartin autoarei.

Recomandari practice
1. Se recomanda aplicarea metodelor de determinare a viabilitatii celulelor, continutului de
proteine si activitatii enzimei antioxidante catalaza pentru determinarea gradului de

influentd a nanoparticulelor oxizilor metalici asupra microorganismelor.
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2. Se recomanda procedeul de cultivare a levurilor Rh. gracilis cu aplicarea nanoparticulelor
ZnO cu dimensiuni de <50 nm, pentru majorarea continutului de proteine si ameliorarea
de continutului de aminoacizi valorosi in biomasa levuriana.

3. Se propune un procedeu de evaluare a sigurantei nanoparticulelor oxizilor metalici cu
utilizarea levurii pigmentate Rh. gracilis.

4. Se propun doua procedee de obtinere a nanocompozitelor chitosan-zinc si chitosan-fier

pentru uilizare in bionanotehnologii.
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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;O4 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 calitatii metodelor utilizate pentru evaluarea efectelor nanoparticulelor oxizilor
metalici; Stabilirea particularitatilor actiunii nanoparticulelor ZnO si Fe3O,4 cu diferite dimensiuni
asupra levurilor din genul Rhodotorula; Elaborarea procedeelor de utilizare a nanoparticulelor
ZnO si Fe30,4 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 premiera 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 Fe3O,4 induc la Rh.
gracilis modificari semnificative in sistemul de aparare antioxidant, care se manifesta prin
scaderea 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 importantd 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 bazd pentru elucidarea unor cai 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.
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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, Fe304 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 Fe;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 Fe3O,4 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 Fe3O4 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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