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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului

Scopul cercetarilor: Validarea testelor microbiologice si biochimice pentru evaluare a
impactului nanoparticulelor metalice cu utilizarea levurilor din genul Rhodotorula.

Pentru anul 2018 au fost evidentiate 3 obiective:

+ - Evaluarea viabilititii si productivititii a tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-03 la cultivare in prezenta NP ZnO cu dimensiuni <50 nm si <100

nm.

+ - Stabilirea compozitiei biochimice: continutului de proteini totald, carotenoide,
carbohidrati a tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 la

cultivare in prezenta NP ZnO cu dimensiuni <100 nm si <50 nm.

+ - Stabilirea activititii enzimatice antioxidante a tulpinii de levuri pigmentate
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 la cultivare in prezenta NP ZnO cu dimensiuni

<100 nm si <50 nm.

Pentru anul 2019 au fost evidentiate 4 obiective:
+ Evaluarea viabilititii si productivititii a tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula

gracilis CNMN-Y-03 la cultivare in prezenta nanoparticulelor de argint

+ Studiul actiunii nanoparticulelor de argint asupra compozitiei biochimice,
activititii enzimatice antioxidante la tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula

gracilis CNMN-Y-03

+ Validarea testului microbiologic pentru evaluare a impactului nanoparticulelor

metalice asupra tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03

+ Validarea testelor biochimice pentru evaluare a impactului nanoparticulelor

metalice asupra tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03



2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului.

Tn calitate de obiect de studiu a servit tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-03, selectate ca producator activ de carotenoide depozitatd in Colectia laboratorului
Biotehnologia Levurilor si in Colectia de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie.

Nanoparticule: au fost utilizate nanoparticule (NP) ZnO cu dimensiuni <50 nm si <100
nm, sub forma de nanopulbere Sigma ALDRICH, si nanoparticule de argint 5 nm (RF, Dubna).
Nanoparticulele oxidului de zinc au fost pregatite pentru experientd conform metodei (Otero-
Gonzales et al., 2013) in concentratie stoc de 1mg/ml.

Medii de culturd. Pentru inoculare si cultivarea submersa a levurilor s-au utilizat mediile
de fermentatie specifice tulpinilor in studiu YPD si must de malt (Aguilar-Uscanga et,al., 2003).
Metode de cercetare

Viabilitatea celulelor levuriene din genul Rhodotorula a fost determinata prin metoda de
determinare a numarului total de colonii ce constd in efectuarea dilutiilor seriate a suspensiei de
levuri cu insdmantare ulterioard in mediul YPD agarizat pe cutii Petri. Cutiile Petri sunt incubate
n termostat pana la aparitia coloniilor. S-a efectuat numéararea manuala (Konmesas, 2011).

Productivitatea biomasei levuriene a fost determinata gravimetric (Liu Hong-Zhi et. al.,
2009). Caracterile morfologice a tulpinilor de levuri din genul Rhodotorula gracilis au fost
studiate conform metodelor descrise in literatura de specialitate (Zarnea, 1994).

Validarea metodei de determinare a numarului total de colonii a fost efectuatd conform
(USP 30; TOCT CTb 1436-2004, TOCT P UCO 5725-3-2002).

Continutul total de proteina a fost determinat conform metodei (Lowry, 1956) cu utilizare
albuminei bovine in calitate de standard.

Activitatea catalzei a fost determinata conform metodei spectrofotometrice (Titova et. al.,
2012). Metoda se bazeaza pe tratarea probei suspensiei de drojdii cu peroxid de hidrogen si un
amestec de acetond si iodura de potasiu. Activitatea superoxid dismutazei a fost masurata prin
metoda spectrofotometricd bazata pe capacitatea superoxid dismutazei de a inhiba reducerea
tetrazolului nitro-albastru prin superoxid in prezenta riboflavinei. O unitate de activitate a
enzimei SOD a fost determinatd ca cantitatea de SOD necesarda pentru o reducere cu 50% a
tetrazolului nitro-albastru. Activitatea SOD a fost exprimata in unitati/mg/proteina. (Hexpacosa,
2008).

Cantitatea de pigmenyi carotenoizi a fost determinata conform (Frengova., et. al., 1994).
Analiza statistica a fost efectuatd utilizand Statistica 9.0. Rezultatele au fost exprimate ca medie
+ SD (standard deviation). Toate diferentele au fost considerate semnificative statistic pentru
P <0,05.



Pentru studii de validare testelor microbiologice si biochimice au fost alese nanoparticule
de zinc si argint, care se caracterizeaza prin toxicitate conform studiilor recente. Considerand
productivitatea si viabilitatea ca parametre semnificative pentru caracterizarea efectelor
nanoparticulelor asupra cresterii levurilor, prin obiectivele stabilite se propune sa identifice
particularitatile a acestor indicii. Nanoparticulele studiate, au fost introduse in mediul de
cultivare in prima zi a ciclului vital pentru implicarea directda a NP Tn procesul de crestere
celulard. Studiul privind productivitatea biomasei uscate obtinute dupa 120 ore de cultivare in
profunzime a relevat cd concentratiile nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <50 nm, precum si
<100 nm utilizate la cultivarea tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 nu initiaza dereglari
esentiale fiind in limitele de 5-10% fata de martor la utilizarea concentratiilor 1-30 mg/l in
dezvoltarea levurii pe mediul YPD (figura 1). Utilizarea concentratiilor sporite de 50-70 mg/l a
produs descresterea cantitatii de biomasa cu 10% fata de valorile de control. Analizand efectul
concentratiilor nanoparticulelor ZnO de 2 tipuri de dimensiuni asupra productivitdtii tulpinii
studiate se poate de mentionat ca indicii productivitatii se mentin la nivelul martorului in cazul
concentratiilor pana la 30 mg/l. Conform datelor recente, nanoparticule metalice in concentratii

sporite interactiondnd cu enzimele, proteinele sau ADN-ul lor, inhibd diviziunea celulara

(Gehrke, Pelka, 2011).
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Figura 1 - Influenta nanoparticulelor ZnO asupra productivitatii tulpinii Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-03 in functie de concentratie.

Principalele manifestdri ale reactiei generale a celulelor levuriene la actiunea
nanoparticulelor sunt dereglari diviziunii celulare; forme celulare si coloniile atipice. Conform
unor cercetari recente, celulele vii supuse actiunii nanoparticulelor si altor factori pierd
capacitatea de a diviza, dar rdman viabile din punct de vedere fiziologic si au capacitatea de a

sintetiza componente celulare (Fayez, 2017).



Studii privind toxicitatea nanoparticulelor cu privire la microorganismele diferitelor
grupuri sistematice au fost realizate prin metoda microbiologicd a determindrii numarului total
de colonii prin insamintare pe cutii Petri pe mediu solid. Viabilitatea celulelor tulpinii
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 a fost inregistrata dupd 6 si 24 de ore la incubare la
temperatura 27-28°C.

In primul rind, se observd ca valorile CFU (unititi formatoare de colonii) cresc
semnificativ dupa 24 ore de cultivare comparativ cu cele primele 6 ore de cultivare pentru
ambele tipuri de nanoparticule utilizate. Acest fapt poate fi explicat prin raspunsului adaptiv al
celulelor levuriene la actiunea ZnO NP care se majoreaza la 24 ore de cultivare. De asemenea,
este cunoscutd dependenta toxicitatii nanoparticulelor metalice in timpul incubarii. Astfel, de
exemplu, in timpul a 6 ore de incubare, nanoparticulele metalice prezintd cea mai mare toxicitate
(Huuuk, 2012). La utilizarea nanoparticulelor ZnO <50 nm in concentratia 20 mg/| viabilitatea
celulelor levuriene dupd 6 si 24 ore de cultivare este mai inaltd (45-100% fata de martor,
respectiv) decat la utilizarea nanoparticulelor ZnO <100 nm (16-41% fata de martor, respectiv)
in aceeasi concentratie. Utilizarea concentratiilor de nanoparticule sporite (50-70 mg/l) induc
descresterea viabilitatii cu 50% celulelor levuriene dupa 6 si 24 ore de cultivare sub valorile
probelor de referinta prin afectare reproducerii.

Reesind din date obtinute (figura 2), celulele tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 se
caracterizeaza prin curba de supravietuiere de tip sigmoidal. In acest caz pe parcursul primelor
ore de cultivare se activeazd mecanismele de reparare ale leziunilor celulare induse de
nanoparticulele. Probabil, in cazul actiunii nanoparticulelor apar celulele levuriene ce formeaza

coloniile care se difera prin cresterea rapida.
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Figura 2 - Influenta nanoparticulelor a) ZnO <50 nm si b) ZnO <100 nm asupra viabilitatii
celulare a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 la 6 si 24 ore de cultivare.



Studii recente de toxicitate a nanoparticulelor au evidentiat importanta celor mai eficiente
enzime antioxidante, cum ar fi superoxid dismutaza si catalaza. Aceste enzime reactioneaza in
primul rénd la aparitia radicalilor liberi, provocate de nanoparticule metalice. Rezultate
prezentate Tn (Figura 6) au demonstrat efectele ZnO NP asupra acumularii de proteine la tulpina
de drojdie studiatd. Datele obtinute au indicat ca aplicarea nanoparticulelor ZnO (<100 nm) a
indus valori sporite ale continutului total de proteine, comparativ cu proba de control. Astfel,
continutul total de proteind a fost sporit cu 47-44% comparativ cu control pentru concentratii de
1,0-20,0 mg/l. Totodata s-a stabilit o tendinta de scadere a continutului de proteine cu cresterea
concentratiei nanoparticulelor pana la 30 mg/l, totusi valorile stabilite depasesc valorile de
control. Tn ceea ce priveste studiul NPN ZnO (<50 nm), s-a stabilit cresterea continutului de

proteine cu 57% comparativ cu valorile de control pana la concentratia de 20 mg/l (Figura 3).
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Figura 3 - Efectul ZnO <100 nm si <50 nm NP asupra continutului de proteine la Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-03
S-a observat cad toate concentratiile NP ZnO au contribuit la cresterea activitatii
antioxidantilor enzimatici. Efectul expunerii nanoparticulelor ZnO (<50 nm) si (<100 nm) asupra
activitatii superoxid dismutazei (SOD) si catalazei (CAT) la tulpina de drojdii Rhodotorula
gracilis - CNMN-Y-03 este prezentat in figurile 4 si 5. Asa cum se poate observa din figura 4, s-
a determinat activitatea SOD si CAT in biomasa levuriana la cultivarea cu aplicarea NP ZnO
(<100 nm). Se poate de mentionat ca activitatea catalazei a fost usor crescutd cu 14-35%
comparativ cu proba de control in concentratii de la 10 pana la 30 mg/l, respectiv. In cazul
determinarii activitatii SOD, valorile enzimei au fost crescute semnificativ, cu sporirea maxima a
activitatii cu 68% comparativ cu control in concentratie de NP ZnO de 20 mg/I.
In ceea ce priveste efectul nanoparticulelor ZnO (<50 nm) asupra activititii enzimei
antioxidante, s-a stabilit cd activitatea catalazei a crescut cu 50% pana la concentratia de 30 mg/I,
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cu o scadere brusca a activitatii cu 36% sub valorile de control la concentratia de 70 mg/I.

Cresterea semnificativa a activitatii SOD a fost observatd pentru toate concentratiile testate cu o

crestere maxima a activitatii cu 81-96% in concentratii de 20-30 mg/I.
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Studiul dat a demonstrat cd nanoparticulele ZnO (<100 nm) si (<50 nm) au contribuit la

cresterea semnificativd activitatii SOD in levuri comparativ cu controlul, desi activitatea

enzimaticd a catalazei a crescut intr-o masurd mai mica comparativ cu activitatea superoxid

dismutazei.



Acest lucru poate fi explicat printr-o alta cale de neutralizare a peroxidului de hidrogen
sau deoarece activitatea catalazei a fost inhibatd odata cu cresterea concentratiei de nanoparticule
si a excesului de H20. Astfel, se poate concluziona cd mecanismul de raspuns adaptiv al
drojdiilor depinde de dimensiune si concentratia NP ZnQO.

A fost studiata corelarea dintre concentratiile ale nanoparticulelor ZnO si activitatea
superoxid dismutazei (figura 6 si 7). Astfel, valorile mari ale activititii SOD sunt direct
proportionale cu concentratia nanoparticulelor ZnO (<50 nm) si (<100 nm) in mediul de
cultivare, R? = 0,883 si 0,7414, respectiv. S-a confirmat ci activitatea enzimei SOD depinde de
concentratia nanoparticulelor introduse in mediul de cultivare. Coeficientul de corelare indica o

legatura puternica dintre aceste doua variabile.
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Analiza influentei nanoparticulelor ZnO (<100 nm) asupra continutului de pigmenti
carotenoidici la Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03 a relevat ca valorile continutului de
pigmenti sunt la nivelul de control (figura 8). Nanoparticule ZnO (<50 nm) au efectul stimulator
nesemnificativ (10% mai mult de proba de control) Th concentratii de la 20 mg/L pana la 30 mg/I
(figura 9). Sporirea ulterioara a concentratiilor conduce la scadere brusca a continutului de

pigmenti sub nibelul indicele de control.
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Figura 8 - Efectul NP ZnO asupra continutului de pigmenti in Rhodotorula gracilis - CNMN-Y -
03

Referitor la studiul efectului nanoparticulelor oxidului de zinc asupra continutului de

carbohidrati s-a observat ca utilizarea nanoparticulelor ZnO (<100 nm) si (<50 nm) in limitele

concentratiilor 5-20 mg/1 si 5-10 mg/1 contribuie la sporirea cantitatii de carbohidrati cu 18-20%

si respectiv 17-19%. Utilizarea concentratiilor sporite contribuie la scadere brusca a valorilor

continutului de carbohidrati sub nivelul determinat in proba de control.
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Figura 9 - Efectul ZnO (<100 nm) si (<50 nm) NP asupra continutului de carbohidrati in
Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03
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Din cele parametrele studiate nanoparticule oxidului de zinc <50 nm si <100 nm au
influentat in cea mai mare masura metabolismul proteic. Pe baza rezultatelor obtinute a fost
propus un procedeu nou de sporire a continutului de proteina la tulpina Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-03 prin utilizare nanoparticulelor ZnO (<50 nm) in baza caruia a fost depusa cerere de
brevet de inventie nr. depozit a 2018 0059 din 2018-07-31.

Procedeu include 1 protocol. Materialul semincer se obtine prin cultivarea levurii in
profunzime, pe mediul YPD, timp de 24 ore, pe agitatorul rotativ (200 rot/min), la temperatura
de 25°...27 C. Inoculul, in volum de 5% in baza volumetrica, 2x106 celule/ml, se inoculeaza in
mediul YPD ce contine g/L: peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apa
potabild — 1.0 L, pH 5.5 in volum de 5%. In calitate de factor stimulator se adauga in conditii
sterile nanoparticulele ZnO <50 nm (Aldrich) in concentratie de 20.0 mg/l. Cultivarea tulpinii se
realizeazd in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L in condifii de agitare continud la
180...200 rot/min la temperatura de 28...30°C, iluminare permanenti in decurs de 120 ore. In
calitate de varianta de control serveste proba cu mediul nutritiv. YPD fara aplicarea
nanoparticulelor. Continutul maximal al proteinei determinat prin metoda Lowry, a fost obtinut
la concentratii de 20.0 mg/l de nanoparticule ZnO <50 nm si constituie 61,94% din biomasa
uscata fiind cu 57% superior variantei de control.

Conform rezultatelor obtinute, din cele parametrele studiate nanoparticule oxidului de
zinc <50 nm si <100 nm au influentat in cea mai mare misura metabolismul proteic. In acest
studiul s-a constatat ca expunerea celulelor levuriene la actiunea nanoparticulelor ZnO (<50 nm)
a avut cel mai evident efect asupra cresterii activitatii superoxid dismutazei si catalazei
comparativ cu nanoparticulele <100 nm. Se poate concluziona ca nanoparticule testate contribuie
la sporirea activitatii enzimelor antioxidante si continutului de proteine, precum si sporesc
rezistenta la stresul oxidativ indus de actiunea nanoparticulelor.

Mecanismul de actiune nanoparticulelor oxizilor de metali asupra sintezei proteinelor la
levuri nu este studiat complet. Studii recente au demonstrat, de asemenea, o crestere a
continutului de proteine ca raspuns la aplicarea nanoparticulelor de argint (Ansar, M., 2017).
Continutul de proteine a crescut, de asemenea, semnificativ in celulele de seminte de grau
expuse nanoparticulelor de fier si de cupru (Yasmeen, F., 2017). Dupa cum se arata in alte studii,
sinteza altor tipuri de proteine, care nu sunt caracteristice celulelor cultivate fard nanoparticule
metalice, este activatd sub influenta nanoparticulelor. Aceste tipuri de proteine sunt probabil
responsabile pentru enzimele antioxidante de sinteza (Kovzunova, O., 2017).
Zincul are proprietdti antioxidante, inhiband procesele oxidarii peroxidice a lipidelor la

etapa de initiere. Aceasta explica, probabil, efectul mai putin daunator al nanoparticulelor de zinc
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asupra tulpinii de levuri comparativ cu alte nanoparticule. In afard de asta, Zn intrd in centru
activ superoxiddismutazei levuriene.

Sporirea activitatii SOD la administrarea NP poate fi o reactie adaptiva la formarea ROS
cauzatd de nanoparticule. Conform datelor stiintifice recente, nanoparticule dioxidului de titan
pot induce generarea anionului superoxid ceea ce conduce la cresterea activitatii SOD (Niska,
2015). Datele obtinute privind cresterea semnificativa a activitatii SOD pot fi confirmate si de
alte date stiintifice publicate. Astfel, activitatea superoxiddismutazei a fost sporitd cu 26-83% in
celulele culturii Streptococcus mitis expuse de nanoparticule ZnO and TiO2 (Shams Tabrez,
2015).

Activitatea SOD, precum si continutul de proteind s-a sporit semnificativ in celulele
semintelor de grau expuse actiunii nanoparticulelor de fier si de cupru (Yasmeen, 2017).
Conform altor date, sub influenta nanoparticulelor se activeaza sinteza altor tipuri de proteine,
care, nu sunt caracteristice pentru celule cultivate fara adaugarea nanoparticulelor metalice.
Anume aceste tipuri de proteine probabil sunt responsabile pentru sinteza metabolitilor celulari
inclusiv, enzime antioxidante (Koesynosa, 2017).

Pentru studii de nanotoxicitate au fost alese nanoparticule de argint. Nanoparticulele de
argint (Ag NP) au fost introduse Th mediul de cultivare in prima zi a ciclului vital pentru
implicarea directd a NP 1n procesul crestere celulard. Se poate de mentionat cd indicii
productivititii se mentin la nivelul martorului in cazul concentratiilor pana la 5 mg/l. Incepand
de la concentratia 10 mg/l se observa efect stimulator in limitele de 12-20%, fata de martor
(figura 10). Astfel se poate de mentionat ca nanoparticule Ag (5 nm) contribuie la cresterea

productivitatii odata cu sporirea concentratiilor mai sus de 10 mg/1.
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Figura 10 - Influenta nanoparticulelor Ag (5 nm) asupra a) productivitatii si b) viabilitatii

tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 in functie de concentratie.
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Conform datelor din literatura recente, nanoparticule de argint au efect pozitiv asupra
cresterii si dezvoltarii levurilor Saccharomyces cerevisiae (banauaun, 2015). In afard de asta,
din datele recente este cunoscut, ca efectul nanoparticule de argint asupra celulele levuriene si
bacteriene depinde de concentratia si dimensiune lor (Parhomenko, 2008, Hoda, 2018).

Studii privind efectul nanoparticulelor cu privire la microorganismele diferitelor grupuri
sistematice au fost realizate prin metoda microbiologica a determinarii numarului total de colonii
prin Tnsdmintare pe cutii Petri pe mediu solid (Konnesas, 2011). Viabilitatea celulelor tulpinii
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 a fost inregistrata dupa 6 si 24 de ore la incubare la
temperatura 27-28°C. Monitorizarea efectului influentei nanoparticulelor Ag (5 nm) asupra
viabilitatii celulelare a evidentiat ca este stimulatd substantial de concentratiile de la 1 la 15 mg/L
dupd 6 si 24 ore. Dupa 6 ore viabilitatea celulelor la cultivare in prezenta nanopartuculelor in
concentratii de 1.0...15 mg/L variaza in jurul a 48...140% comparativ cu proba martor. Majorarea
timpului de contact pana la 24 ore duce la stimularea viabilitatii cu 68...165%.

Tn cadrul etapei urmatoare a fost studiat raspunsul adaptiv al tulpinii de levuri la actiunea
nanoparticulelor de argint. Studii recente au evidentiat importanta celor mai eficiente enzime
antioxidante, cum ar fi superoxid dismutaza si catalaza. Efectul expunerii nanoparticulelor de
argint asupra activitatii superoxid dismutazei (SOD) si catalazei (CAT) la tulpina studiata este

prezentat in figura 11.
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Figura. 11 - Efectul Ag NP asupra activitatii SOD si CAT la Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03

S-a observat ca toate concentratile Ag NP au contribuit la cresterea activitatii
antioxidantilor enzimatici. Trebuie de mentionat ca activitatea SOD a fost crescuta intr-o masura
mai mare decat activitatea CAT. Valorile enzimei au fost crescute semnificativ, cu sporirea
maxima a activitatii cu 130-139% comparativ cu control in concentratie de 5-10 mg/L. Astfel, se
poate concluziona, ca SOD este enzima care reactioneaza in primul rind in cazul stresului
oxidativ indus de nanoparticule metalice. Sporirea activitatii SOD la administrarea NP poate fi o
reactie adaptiva la formarea ROS cauzata de nanoparticule. Conform datelor stiintifice recente,

nanoparticule dioxidului de titan pot induce generarea anionului superoxid.
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Studiul dat a demonstrat cd nanoparticulele de argint au contribuit la cresterea
semnificativa activititii SOD in levuri comparativ cu controlul, desi activitatea enzimatica a
catalazei a crescut intr-o masura mai mica comparativ cu activitatea superoxid dismutazei.
Activitatea catalazei a crescut treptat odata cu sporirea concentratiilor de NP de la 18 péna la
48% comparativ cu control. Acest lucru poate fi explicat printr-o altd cale de neutralizare a
peroxidului de hidrogen sau excesului de H20:..

Astfel, prin obiectivele stabilite se propune sa identifice parametre semnificative pentru
caracterizarea efectelor nanoparticulelor de arint asupra levurilor. Rezultate prezentate in (Fig.

12) au demonstrat efectele Ag NP asupra acumularii de proteine la tulpina de drojdie studiata.
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Figura 12. - Influenta nanoparticulelor de Ag (5 nm) asupra continutului de proteine la tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03
Datele obtinute au indicat ca aplicarea nanoparticulelor a indus valori sporite ale continutului
total de proteine, comparativ cu proba de control. Astfel, continutul total de proteina a fost sporit
Ccu 22-35% comparativ cu control pentru concentratii de 1,0-15,0 mg/L. S-a observat o crestere
semnificativd a continutului de proteind sub impactul nanoparticulelor de argint.

Un parametru biochimic important pentru evaluarea influentei nanoparticulelor de Ag
asupra levurii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 sunt carbohidratii, care participd in
mecanismele reglatoare ale celulei, in special controleaza sinteza diferitor substante, cresterea si
multiplicarea celulard. Continutul de carbohidrati din biomasa levuriana caracterizeaza starea
fiziologica, acestia fiind necesari pentru functionarea corectd a celulelor. Reiesind din datele
obtinute (Figura 13), se poate observa ca utilizarea nanoparticulelor de Ag (5 nm) in limitele
concentratiilor de 0.5-15, contribuie la sporirea cantitatii de carbohidrati cu 4-28%. Efect

semnificativ se poate observa la suplimentarea mediului cu concentratia 0.5 mg/I.
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Figura 13 - Influenta nanoparticulelor de Ag (5 nm) asupra continutului de carbohidrati la tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03

Pentru a stabili gradul de influenta a nanoparticulelor de Ag in functie de concentratie, in
procesul de cultivare a levurii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 s-a cercetat formarea de
pigmenti carotenoidici intracelulari (figura 14). Astffel, experientele efectuate au demonstrat
efect pozitiv asupra procesului de biosinteza al pigmentilor carotenoizi In variantele in care s-au
aplicat nanoparticule Ag (5 nm) in concentratiile de 0.5 mg/l pana la 15 mg/l. Cantitatea de
pigmenti acumulati in biomasa levuriani creste cu 15-30%, comparativ cu proba control. in
continuare au fost studiate modificarile intervenite asupra continutul de pigmenti carotenoidici,
B - caroten, torulend si torularhodind. Conform rezultatelor obtinute, pe durata cultivarii levurii
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03, la aplicarea concentratiilor de 1.0-15 mg/l s-a constatat o
crestere a continutului de B-caroten de 15-23%. Efect semnificativ a fost obtinut si pentru ceilalti
doi pigmenti analizati torulina si torularodina cantitatea cérora creste cu 21-55% si respectiv 14-

38%, comparativ cu proba martor.
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Figura 14 - Influenta nanoparticulelor de Ag (5 nm) asupra continutului de pigmenti

carotenoidici la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03
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Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis
Problema pe care o rezolva prezentul material constd in elaborarea procedeului de

cultivare a levurii pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03, cu utilizarea nanoparticulelor
Ag, aplicarea caruia asigura sporirea activitatii superoxid dismutatezei si catalazei si contribuie
la largirea domeniilor de aplicare practica a preparatelor enzimatice de origine levuriana (figura
15).

Exemplul |

Se obtine suspensia de levuri a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 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 55 in volum de 5%. Se adaugd in conditii sterile in calitate de factor stimulator
nanoparticule Ag cu dimensiunea de 5 nm in concentratie de 10.0 mg/L. Cultivarea tulpinii se
realizeazd in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L in condifii de agitare continud la
180...200 rot/min la temperatura de +28...30°C, in decurs de 72 ore. In calitate de control
serveste proba de biomasa levuriand din mediul nutritiv fara aplicarea nanoparticulelor.
Activitatea catalzei a fost determinata conform metodei spectrofotometrice (Titova et.al, 2012).
Activitatea SOD a fost exprimatd in unitati/mg/proteina (Nekrasova et. al 2008). Extractul
proteic care se caracterizeaza prin activitatea SOD 275+1,04 unitati/mg/proteina fata de 196+0,5
unitati/mg/proteina Tn cazul celei mai apropiate solutii si activitatea CAT 73.27+0,15
unitati/mg/proteina fata de 55,0+0,8 unititi/mg/proteind in cazul celei mai apropiate solutii (tabel
1). Sporul activitatii SOD este de 40% si CAT de 33%.

Exemplul 11

Se obtine suspensia de levuri a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 crescuta timp de
24 de ore pe mediu 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 55 in volum de 5%. Se adaugd in conditii sterile in calitate de factor stimulator
nanoparticule Ag cu dimensiunea de 5 nm in concentratie de 15.0 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, in decurs de 72 ore. In calitate de varianta de
control serveste proba cu mediul nutritiv fard aplicarea nanoparticulelor. Extractul proteic care
se caracterizeaza prin activitatea SOD 258+0,82 unitati/mg/proteina fatd de 196+0,5
unitati/mg/proteind in cazul celei mai apropiate solutii si activitatea CAT 80.0+0,12
unitati/mg/proteina fata de 55,0+0,8 unititi/mg/proteind in cazul celei mai apropiate solutii (tabel

1). Sporul activitdtii SOD este de 52% s1 CAT de 45%.
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Rezultatele sunt expuse in tabelul 1.
Tabelul 1 - Impactul Ag (5 nm) NP asupra activitatii enzimelor SOD si CAT la tulpina de levuri

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 in functie de concentratie

Variante Concentratia, mg/l | SOD, %, control | CAT, %,
unitati/mg unitati/mg | control
proteina proteina

NP Ag (5 nm) 10 275+1,04 140 73.27+£0,15 | 133

15 298+0,82 152 80.0+0,12 | 145

Cea mai apropiata | NP ZnO (50 nm) | 196+0,5 100 55,0£0,8 100

solutie 30 mg/l

Schema procedeului de sporire a continutului activitétii superoxid dismutazei si catalazei

tulpina de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-30 cu utilizarea NP Ag 5 nm este redata in

figura 15.
Obtinerea
Tulpina Rh. gracilis inoculului prin Nanoparticule Ag (5
CNMN-Y-03 cultivare timp de 24 nm)
ore, la temperatura
+28°...30°C

v

Mediul YPD, se inoculeazi cu celule in volum de
5%, cu adiugarea NP Ag (5 nm) in concentratii
10-15 mg/l, la temperatura +28°...30°C,
iluminare permanenti 2000 Lx timp de 72 ore

a
v
Recuperarea biomasei prin centrifugare
la 3000 rot/min,

timp de 15 minute
I

V

Biomasa obtinuta

n

v

Determinarea activitatii superoxid
dismunazei si catalazei

Figura 15 - Schema procedeului de sporire a activitatii superoxid dismunazei si catalazei

la levurile Rhodotorula gracilis cu utilizarea NP Ag 5 nm
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VALIDAREA TESTULUI MICROBIOLOGIC
Validarea metodei este procesul prin care se stabilesc caracteristicele de performanta,
factorii care influenteaza aceste caracteristici si prin care se verificad daca metoda este adecvata
scopului pentru care va fi utilizata. Pentru realizarea urmatorului obiectiv - validarea testului
microbiologic a fost selectatd metoda de determinare a numarului total de colonii. Validarea
metodei microbiologice a fost efectuata utilizand parametrii de repetabilitate, precizia
intermediara, liniaritate, acuratetea si robustetea.

Repetabilitatea. S-au analizat 5 grupe de probe experimentale in aceasi zi si in aceasi
conditii (tabel 2). Repetabilitatea a fost detrminata pentru fiecare experimentald in 6 repetari cu 2
nivele diferite de concentratii de microorganisme (10-30 si 30-300 CFU/pe cutie). Criteriu de
eligibilitate a fost exprimat prin abaterea standard relativa (RSD), care nu trebuie sa depaseasca
10%. Conform rezultatelor obtinute RSD variaza la nivel 10-30 CFU pe cutie de la 3,11-4,89%,
si la nivel 30-300 CFU (unitati formatoare de colonii) pe cutie de la 0,67-1,49%. Rezultatele
repetabilitatii denota cad metoda testatd este precisa, valorile deviatiei standart relative fiind mai
mici de 10%.

Tabel 2 - Repetabilitatea metodei de determinare a numarului total de colonii. CFU-unitati

formatoare de colonii, RSD- abaterea standard relativa

Variante
Zn0O (<50 nm) NP CFU/pe cutie RSD %
Proba 1 -Martor 10-30 3,77
30-300 0,84
Proba 2 -1,0 10-30 4,89
30-300 1,02
Proba 3-5,0 10-30 4,15
30-300 1,49
Proba 4-10,0 10-30 3,65
30-300 0,67
Proba 5-20,0 10-30 3,11
30-300 0,75

Reesind din faptul, ca nanoparticule oxidului de zinc posedd toxicitate pentru tulpina
studiata, a fost realizata validarea testului microbiologic pentru studiu nanotoxicitatii a

nanoparticulelor date.
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Determinarea preciziei intermediare a fost realizata de 2 analitici in cercetari s-au analizat 5
probe experimentale cu concentratii de nanoparticule ZnO 0 mg/l, 1 mg/l, 5 mg/l. 10 mg/l, 20
mg/l (tabelul 3). Cercetare s-a efectuat in trei repetari. Criteriu de eligibilitate a fost exprimat
prin abaterea standard relativa, care nu trebuie sa depdseasca 10%. Valorile RSD variazd in

limitele 2,32-4,80% ce denota ca metoda testata este precisa in conditiile preciziei intermediare.

Tabelul 3 - Precizia intermediara a metodei de determinare a numarului total de colonii.

RSD-abaterea standard relativa, CFU-unitati formatoare de colonii

Analitic | Proba 1 - |Proba 2 -1.0 | Proba 3-5.0 | Proba 4-10.0 | Proba 5-20.0
Martor mg/I mg/I mg/l mg/l
CFU CFU CFU CFU CFU
1 155 166 170 244 208
170 180 184 228 228
162 173 177 236 218
X 162 173 177 236 218
RSD, % 4,62 4,04 3,95 3,38 4,58
Ftan 9.11
Feal 1.62
2 160 160 165 240 210
168 178 180 220 215
167 174 179 229 220
X 165 170 175 229 215
RSD, % 2,64 5,53 4,80 4,36 2,32
Ftan 9.11
Feal 1.45
Accuratetea

Acuratetea metodei a fost demonstratd prin recuperare microbiologica utilizdnd 5 probe
experimentale. Determinarea procentului recuperarii s-a demonstrat ca valorile prevaleaza 70%
(tabelul 4). Datele intra in limitele recuperarii microbiologice stabilite in cadru protocolului USP
30. Metoda testatd este exacta si confirmata de testul Student.

Tabelul 4 - Acuratetea metodei de determinare a numarului total de colonii pentru tulpina

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 cu valorile t tab si t cal, intervalul de incredere 95%

Concentratii ZnO 10-30 CFU/cutie 30-300 CFU/cutie
(<50 nm) NP, mg/L

%R ttab teal %R ttab teal

martor 100 2.30 100 1.41

1.0 113 1.63 132 1.72

5.0 127 2.77 2.52 128 2.77 1.75

10.0 153 1.36 118 1.76

20 167 1.51 115 1.63
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Datele referitor la linearitate metodei sunt prezentate in tabelul 5.

Tabel 5. Liniaritatea metodei de determinare a numarului total de colonii, intervalul de

incredere 95%. SD- abaterea relativi, R?-coeficient de corelatie

ZnO (50 nm) NP CFU +SD R? Ftab Feal

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 9.117182 | 0.56

Metoda studiatd a prezentat liniaritate intre numdarul CFU detreminat in 5 probe
experimentale si volumul suspenziei de celule introdus ( 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mg/l). Valorile
coeficientului de corelatie (R?) variazi de la 0,922-0,927. Aceste valori coincid cu valorile
stabilite de USP 30, R%>0.95. Datele sunt confirmate de criteriu Fisher.

Robustetea. Robustetea prezintd o capacitate a metodei de a rdmine neafectatd de variatii
introduse intentionat a parametrilor metodei. Robustetea metodei a fost cercetatd prin variatia
temperaturii si mediului de cultivare. Determinarile au fost repetate de 3 ori pentru fiecare proba
testata (Tabelul 6).

Tabelul - 6. Robustetea metodei de determinare a numarului total de colonii pentru tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 cu valorile respective F tab si F cal, intervalul de incredere
95%

Parametrii Variante ZnO NP
(<50 nm),
mg/L
Proba 1-Martor Proba 2-1,0 | Proba 3-5,0 Proba 4- | Proba5 -20,0
(X£SD) (XxSD) (X+SD) 10,0 (XxSD)
(X£SD)
Temperatura
202 97.5+1,53 92+2.92 100+5 116.5+1.28 139+6.72
25+2 105+0,95 73.5+0.68 110+1.82 | 134.5+3,34 123+3.4
F tab 9.01 9.01 9.01 9.01 9.01
F cal 1.13 2.84 3.6 1.72 2.29
Mediu
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
F tan 9.01
F cal 1.6 2.1 1.74 0.88 2.56

Considerand modificarile temperaturii, mediului de -cultivare, rezultatele determinarii

numarului de colonii nu Se diferentiaza statistic de la cele obtinute in conditiile standard.
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Validarea testelor biochimice

Pentru validarea testelor 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 cultivata in prezenta NP ZnO (<50 nm).

Pentru validarea metodelor biochimice au fost selectati parametrii de repetabilitate,
precizia intermediara, liniaritatea, acuratetea si robustetea. Initial a fost validatd metoda de
determinare a continutului de proteine. Precizia metodei 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

in aceleasi conditii.

Rezultatele obtinute asupra precizii intermediare si repetabilitatii denotd ca metoda testata

este precisa, valorile deviatiei standart relative fiind mai mici de 10% (tabelul 7 si 8).

Tabelul 7 - 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 —|Proba3ZnO | Proba 4- | Proba 5-

Martor ZnO NP 1.0 | NP -5.0 | ZnO NP | ZnO NP
mg/L mg/L 10.0 mg/L 20.0 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 S7,7 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

Ftab 9,01

Feal 0,056
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Tabelul 8 - 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- | Proba 4- | Proba  5- | Fap | Fea

Martor 5,0 10,0 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 imbogatirea probelor cu calcurarea procentului
recuperarii. Pentru fiecare proba testatd determindrile au fost repetate de 3 ori. Conform
rezultatelor obtinute s-a stabilit cd metoda testata este exacta, valoriile medii ale recuperarii sunt
situate Tn 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 validata in limitele concentratiilor 0-20 mg/l este liniara, valorile coeficientului
de corelatie (R?) variazi de la 0,9453 si ecuatia regresiei liniard este y=3,3x+44,7. Datele sunt

confirmate de criteriu Fisher (figura 16).
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Figura 16 - Liniaritatea de determinare a continutului de proteine la tulpina Rh. gracilis CNMN-
Y-03

Robustetea metodei a fost cercetatd prin variatia temperaturii in probele experimentale.

Determinarile au fost efectuate in 3 repetari pentru fiecare proba testata (tabelul 9). Efectul

temperaturii asupra continutului de proteine a fost studiat in probele cu concentratii de

nanoparticule ZnO <50 nm 0-20 mg/I, variantele au fost incubate timp de 5 minute la temperaturi

cuprinse ntre 4-28°C. S-a determinat ca modificarile temperaturii nu influenteaza rezultatele

obtinute in conditiile standard, temperatura optimd pentru analiza a fost selectatd +28°C.
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Tabelul 9 - Robustetea metodei de determinare a continutului de proteine la tulpina Rh. gracilis

CNMN-Y-03

Parametrii Proba 1- | Proba 2- NP | Proba 3- NP | Proba 4- NP | Proba 5 - NP

Robustetei Martor ZnO 1,0 | ZnO 50|2nO0 10,0 ZnO 20,0

Proteina (X£SD) mg/L mg/L mg/L mg/L
(X£SD) (X£SD) (X£SD) (X£SD)

Temperatura

O

412 45,99+0,017 |51,41+0,46 |58,18+0,48 |59,93+£0,21 |58,91+0,22

2542 48,5+0,28 53,9+0,28 58,67+0,38 | 59,58+0,10 | 61,94+0,12

28+2 49,06+0,15 49,96+0,25 | 57,70+0,94 |59,16+0,49 | 59,9+0,66

F tab 9,01 9,01 9,01 9,01 9,01

F cal 0,50 0,03 0,14 0,04 0,034

La etapa urmatoare pentru studiul de validare in vitro a fost selectata 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, rezultatele analitice sunt prezentate in tabelul 10 si 11.
Conform rezultatelor obtinute asupra precizii intermediare si repetabilitatii s-a stabilitcd metoda
testatd este precisd, valorile deviatiei standart relative sunt mai mici de 10% si procentual eroarea

relativd indicd, de asemenea, gradul inalt de precizie a metodei propuse.

Tabelul 10 - Repetabilitatea metodei de determinare a activitatii 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 —NP | Proba 3 NP | Proba 4- NP | Proba 5- NP

Martor Zn01.0mg/L | ZnO -5.0 | ZnO 10.0 | ZnO 20.0
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
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Tabelul 11 - Precizia intermediard metodei de determinare a activitatii 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 Proba 3-5,0 | Proba 4-10,0 | Proba 5- | Fap | Fea
Martor 20,0

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 stabilitd prin calcurarea procentului recuperarii. Pentru fiecare
proba testatd determindrile au fost repetate de 3 ori. Conform rezultatelor obtinute s-a stabilit ca
metoda testatd este exactd, valoriile medii ale recuperarii sunt au variat in limitele de la 89 la
107%, cu o recuperare medie de 98,52%, rezultatele au fost confirmate de testul Student.

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 caracterizeazi dreapta de regresie (R?) 0,913, eroarea standard SE =
0,0022, ecuatia dreptei de regresie liniard este y=5,9x+41,9 (figura 17). 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 17 - Liniaritatea de determinare a activitatii enzimei antioxidante catalaza la tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03
Robustetea a fost cercetatd prin optimizarea conditiillor experimentale prin variatia
temperaturii. Determinarile au fost efectuate in 3 repetari pentru fiecare proba testata (tabelul
12). Efectul temperaturii asupra activititii enzimei antioxidante catalaza a fost cercetatd 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 4-25°C. S-a determinat ca

modificarile temperaturii nu influenteaza semnificativ rezultatele obtinute in conditiile standard.
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Tabelul 12 - Robustetea metodei de determinare a activitatii enzimei catalaza la tulpina
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03
Parametrii Proba 1- | Proba 2- NP | Proba 3- NP | Proba 4- NP | Proba 5 - NP
Robustetei Martor Zn0 1,0 mg/l | ZnO5,0mg/l | ZnO 10,0 | ZnO 20,0

(X+SD) (X+SD) (X£SD) mg/l mg/l

(X£SD) (X£SD)

Temperatura ("C)
442 44 9+0,047 54,6+0,05 48,37+0,12 59,82+0,17 56,22+0,22
25+2 45,05+0,13 55,12+0,18 52+0,14 60,25+0,16 60,20+0,24
F tao 9,11 9,11 9,11 9,11 9,11
F cal 0, 03 0,004 0,07 0,04 0,14

Astfel, a fost demonstrat ca metodele spectrofotometrice de determinare a continutului de
proteine si activitatii enzimei antioxidante catalaza in biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30
cultivata in prezenta ZnO (50 nm) NP in limitele concentratiilor 0-20 mg/l sunt simple, rapide,
specifice, precise, liniare, robuste si valide. Indicii mentionati pot fi utilizati ca indicatori in
testarea influentei nanoparticulelor metalice.

Din datele din literatura este cunoscut, ca efect toxic al nanoparticulelor oxidului de zinc
(ICs0) asupra tulpinele Escherichia coli se observa la utilizare NP in concentratiec 80 mg/l
(IMamanxo, E.,2016). ICso pentru alte tulpini de levuri pigmentate sa depistat pentru nanoparticule
oxidului de zinc in concentratie de 70 mg/l (Usatii, A., 2018). De asemenea, in conformitate cu
publicatiile recente, nanoparticule de argint nu prezinta toxicitate in concentratii mici (Rudic,
2018). Conform altor studii, NP de argint in concentratii 20-60 mg/l poseda efect stimulator
asupra cresterii celulelor vegetale, continutului de proteine, carbohidrati, iar efect toxic se
manifesta incepand cu concentratii mari 80-100 mg/l (Salama H., 2012).

Datele obtinute in cadrul proiectului dat sunt in concordanta cu datele din literatura. ZnO
NP poseda toxicitate incepand cu concentratie de 50 mg/1; nanoparticule de argint nu prezinta
toxicitate in concentratii mici pana la 15 mg/l. Datele obtinute permit stabilirea mecanismului de
actiune prin care tulpina raspunde la toxicitatea nanoparticulelor Tntroduse. Atunci cand se
utilizeaza concentratii pana la 50 mg/l, tulpina nu reactioneazd, deoarece consecintele negative
ale nanoparticulelor sunt eliminate prin sistemul de protectie antioxidanta a celulelor. Cand se
utilizeaza concentratii peste 50 mg/l, aceste mecanisme nu mai sunt suficiente si se observa

reducerea viabilitatii celulare, cantitatii de biomasa si altor parametri biochimici.
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3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului (pana la 100 cuvinte).

In premierd, au fost validate teste microbiologice si biochimice penru determinare
nanotoxicitatii. Pentru studii de nanotoxicologie sunt recomandate teste de determinare a
viabilitatii, activitatii catalazei si superoxid dismutazei. S-a demonstrat ca tulpina de levuri
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 poate fi utilizata ca test-obiect pentru studii de nanotoxicitate.
S-a determinat, cd, enzime superoxid dismutaza si catalaza sunt indicatori principali ai toxicitatii
nanoparticulelor. Sistema enzimatica antioxidanta este sensibild la concentratii minime ale
nanoparticulelor ntroduse. Datele obtinute permit de a elucida mecanismele de toxicitate.
Rezultatele validarii demonstreazd cd metodele sunt adecvate si poate fi utilizate pentru stabilire

prezentei sau lipsei de toxicitate a nanoparticulelor.

4. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv
propunerile prezentate/castigate in cadrul concursurilor nationale si internationale cu
tangenta la tematica cercetarii proiectului.

Nu avem.

5. Colaborari stiintifice internationale/nationale.

Colaborare nationala cu Laboratorul Microbiologia solului, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie. EFREMOVA, N., RASTIMESINA, 1., BESLIU, A., POSTOLACHE, O. ACT de
implementare a elaborarii dintre Laboratorul Biotehnologia Levurilor si Laboratorul
Microbiologia solului Nr.96 din 07.11.2019. Metoda spectrofotometrica validata de determinare

a activitatii enzimei catalaza.

6. Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate.

Nu au fost.
7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului.

BESLIU, Alina. Efectele nanoparticulelor oxizilor metalici asupra levurilor din genul
Rhodotorula. Teza de doctorat, 2019.

8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international.

Nu au fost.
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9. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului (premii,

medalii, diplome etc.).

* Premiul municipal pentru tineret, Chisinau, 16 ianuarie 2019. Ciclu de lucrari stiintific
“Evaluarea impactului nanoparticulelor oxizilor de metale cu aplicarea levurilor cu
tangenta la tematica cercetarii proiectului realizat. Autori: Efremova Nadejda si Besliu Alina.

* 1 Medalie de aur si 1 Medalie de bronz la Expozitia Internationald Specializata
Infoinvent, 20-23 Noiembrie, 2019.
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10. Rezumatul raportului

Proiectul ,,Validarea testelor microbiologice si biochimice pentru studii de nanotoxicologie”
18.80012.51.16A
Raport stiintific 34 pag., figuri 17, tabele 12, anexe 3

Scopul cercetarilor - Validarea testelor microbiologice si biochimice pentru evaluare a
impactului nanoparticulelor metalice cu utilizarea levurilor din genul Rhodotorula.

Rezultatele. S-a demonstrat ca tulpina de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 poate
fi utilizata ca test-obiect pentru studii de nanotoxicitate. In cadrul etapelor realizate a fost stabilit
ca tulpina este sensibild la concentratii minime ale nanoparticulelor oxidului de zinc si argint, ce
se exprimd prin sporirea activitatii enzimelor antioxidante superoxid dismutaza si catalaza.
Rezultate obtinute contribuie la explicarea mecanismelor de toxicitate ale nanoparticulelor
oxidului de zinc si de argint. Celulele levuriene actioneaza la sinteza radicalilor liberi, provocata
de impactul NP. Datele obtinute permit de a elucida mecanismele de toxicitate a
nanoparticulelor. Atunci cand se utilizeaza concentratii pana la 50 mg/l, tulpina nu reactioneaza,
deoarece consecintele negative ale nanoparticulelor sunt eliminate prin sistemul de protectie
antioxidanta a celulelor. Cand se utilizeaza concentratii peste 50 mg/l, aceste mecanisme nu mai
sunt suficiente.

S-a stabilit ca superoxid dismutaza si catalaza sunt indicatori ai toxicitdtii
nanoparticulelor ce pot fi folosite cand alti parametri nu sunt sufficient de sensibili. Raportul
corelational indica o dependenta puternica dintre concentratiile nanoparticulelor oxidului de zinc
si activitatea superoxid dismutazei, coeficientul de determinare fiind R? = 0,8883 si respectiv R?
=0,7414.

In premierd au fost validate teste microbiologice si biochimice penru determinare
nanotoxicitatii. Pentru validare testului microbiologic s-a utilizat metoda de determinare a
numdrului total de colonii. Pentru validare testelor biochimice s-au utilizat metode: de
determinare a activitatii enzimei catalaza si a continutului de proteine. Raportul de validare
include: conditiile in care se efectueaza validarea (specificatia metodei, conditiile, reactivii) si
verificarea parametrilor de performantd (repetabilitate, precizie, liniaritate si robustete).
Rezultatele validarii demonstreaza ca metodele sunt adecvate si poate fi utilizate pentru stabilire
prezentei sau lipsei de toxicitate a nanoparticulelor.

Impactul rezultatelor obtinute. Rezultatele obtinute in cadrul proiectului dat pot fi
utilizate in domeniile legate de utilizarea nanoparticulelor metalice si determinarii toxicitatii.
Rezultatele proiectului vor contribui la protejarea sanatatii umane si a mediului de riscurile
prezentate de nanomateriale. Potentiali beneficiari: Ministerul Mediului al RM (nanomateriale
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sunt aplicate in detectarea poluarii apei, solului); IMSP Institutul Oncologic al RM
(diagnosticarea maladiilor cu utilizarea nanotehnologiilor); S.A. ,,Viorica-Cosmetic” (produse de
protectie solard).

Implementarea rezultatelor. Rezultatele cercetarii sunt implementate in cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie, laboratorul Microbiologia solului.

Recomandari. Metodele de testare toxicitatii nanoparticulelor pot fi recomandate pentru utilizare
in fi medicina, industria alimentard, protectia mediului; solutionarea problemelor ce tin de
siguranta nanomaterialelor si necesitatea elabordrii metodelor de detrminare a toxicitatii

nanoparticulelor.

Cuvinte cheie: Rhodotorula gracilis, validarea testelor, toxicitate, viabilitate, nanoparticule
oxidului de zinc, nanoparticule de argint, proteine, enzime antioxidante, superoxide dismutaza,

catalaza.

Domeniul de aplicare: nanobiotehnologie, medicina, cosmetologie
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11. Concluzii
Productivitatea si viabilitatea sunt parametre semnificative pentru caracterizarea efectelor
nanoparticulelor oxidului de zinc asupra celulele levuriene. Efectul nanoparticulelor
utilizate este determinat de dimensiune si concentratia. Concentratiile sporite ale NP ZnO
au efect toxic asupra viabilitatii celulelor.
Analizand efectul concentratiilor nanoparticulelor ZnO de 2 tipuri de dimensiuni asupra
productivitatii tulpinii studiate se poate de mentionat cd indicii se mentin la nivelul
martorului in cazul concentratiilor pand la 30 mg/l. Utilizarea concentratiilor sporite
induc efect inhibitor asupra productivitatii celulelor levuriene.
Nanoparticule ZnO (<50 nm) and (<100 nm) au indus formarea speciilor reactive de
oxygen si au contribuit la activarea sistemului de protectie enzimatica a celulelor
levuriene. S-a stabilit ca ZnO (<50 nm) NP au avut efect cel mai expresiv asupra
activitatii superoxid dismutazei si catalazei comparativ cu cele de <100 nm.
Nivelele diferentiate de Ag NP pot fi implicate in sporirea viabilitatii celulelor levuriene
si activitatii enzimatice. NP Ag contribuie la cresterea productivitatii cu sporirea
concentratiilor pana la 15 mg/l (12-20% fata de proba de control). Procedeul de cultivate
a tulpinii de levuri studiate cu utilizarea NP Ag (5 nm) permite sporirea activitatii SOD
cu 40-52% si CAT cu 33- 45%, comparativ cu procedeele cunoscute.
Enzime superoxid dismutaza si catalaza sunt indicatori principali ai toxicitatii
nanoparticulelor. Sistema enzimatica antioxidantd este sensibild la concentratii minime
ale nanoparticulelor introduse. A fost depistata o corelare puternicd dintre concentratiile
nanoparticulelor oxidului de zinc si activitatii superoxid dismutazei. Aceasta indica
prezenta mecanismelor de adaptare a celulelor levuriene la influenta nanoparticulelor prin
activarea sistemului de protectie enzimaticd antioxidanta.
In cazul nanoparticulelor de argint tulpina de levuri nu demonstreazi inhibarea
productivitatii si altor parametri datorita utilizarii concentratiilor mici ai nanoparticulelor
si activarii mecanismelor de protectie enzimatica.
Pentru studii de nanotoxicologie sunt recomandate teste de determinare a viabilitatii,
activitatii catalazei si continutului de proteine. S-a demonstrat cd metode validate sunt
adecvate si pot fi utilizate pentru stabilirea prezentei sau lipsei de toxicitate a
nanoparticulelor. Toate parametrele de validare corespund parametrilor stabilite de
protocoale corespunzitoare si criteriilor de eligibilitate exprimate prin abatere standard
relativa si criteriu Fisher. Testele efectuate sunt exacte, precise, robuste si valide in

conditiile date.
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12. Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetatori, doctoranzilor

Anexanr. 1
Volumul total al finantarii (mii lei) (pe ani)
Anul Planificat Executat Cofinantare
2018 100,0 99,9 0
2019 100,0 99,9 0
Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semndatura)
Anul Titlul Functia in
Nr d/o Numele/Prenumele nasterii o cadrul Semnatura
’ stiintific : .
O proiectului
1 Efremova Nadejda 1982 | Dr. in biol. cerc.st. coord.
2 Batir Ludmila 1985 | Dr. n biol. cerc.st. coord.
3 Besliu Alina 1990 cerc.st. stag,
4 Birsa Maxim 1993 cerc.st. stag,
S Puris Tatiana 1986 contabil
Lista tinerilor cercetatori
Nr Numele/Prenumele Anul Titlul Functia in cadrul
d/o nasterii stiintific proiectului
1 Efremova Nadejda 1982 | Dr. in biol. cerc.st. coord.
2 Batir Ludmila 1985 | Dr. in biol. cerc.st. coord.
3 Besliu Alina 1990 cerc.st. stag,
4 Birsa Maxim 1993 cerc.st. stag,
5 Puris Tatiana 1986 contabil
Lista doctoranzilor
Nr Numele/Prenumele Anulm '-Ijltl-ul Funcp_a in caflrul
d/o nasterii stiintific proiectului
Besliu Alina 1990 cerc.st. stag,

Efremova Nadejda, dr.,conf., cerc.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific)

Conducatorul proiectului

(semnatura)
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13. Lista publicatiilor stiintifice ce tin de rezultatele obtinute in cadrul proiectului

Anexa nr. 2

— articole din reviste cu factor de impact:

1.

articole din reviste cu factor de impact 0,1-0,9

EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; USATITI, A. The impact of zinc oxide nanoparticles on
protein content and activity of some antioxidant enzymes at pigmented yeasts. Analele
Universitatii din Oradea, Fascicula Biologie. 2019, Tom. XXVI, Issue: 1, 34-37. ISSN
1224-51109.

— articole din reviste nationale:

2.

categoria B

BESLIU, A.; EFREMOVA, N.; USATIl, A, BATIR, L. Evaluarea impactului
nanoparticulelor de oxid de zinc asupra tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis
CNMN-Y-03. STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, Seria “Stiinfe reale si ale
naturii”’. 2019, nr. 1 (121), 95-99. ISSN 1814-3237.

— rapoarte publicate/Teze ale comunicarilor la congrese, conferinte, simpozioane, in

culegeri (nationale / internationale):

1)

2)

3)

4)

EFREMOVA N.; BESLIU A.; USATII A.; BATIR L.; ROSCA M. Modulation activity
of superoxide dismutase enzyme at Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 yeast strain by the
metal oxide nanostructures. In: International congress on oil and protein crops. The
congress dedicated to the 50" anniversary of Scientific Association of Geneticists and
Breeders of the Republic of Moldova. May 20-24, Chisinau. Chisinau: S.n., 2018, pp.106.
ISBN 978-9975-3178-5-6
EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; BATIR, L.; USATII, A. The effects of ZnO
nanoparticles on yeasts cell colonies: dimension and morphological properties. In:
International conference on microbial biotechnology, 4th edition, Chisinau, october 11-
12, 2018, Chisinau: S.n., pp. 152. ISBN 978-9975-3178-8-7
EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; USATII, A. Influence of zinc oxide nanoparticles on
productivity and viability of pigmented yeast strain. In: Conferinta stiintifica nationald
cu participare internationala ,,Integrare prin cercetare si inovare”, 9-10 noiembrie
2018, Chisinau. CEP USM, 2018, pp 14-17. ISBN 978-9975-142-49-6
BEIIJINY, A BnusHue HaHOYACTHI[ OKCHJA IIMHKA HAa COJEp)KaHHE KapOTHHOMIHBIX
nurmMeHToB apoxokedn  Rhodotorula gracilis. B:  Bceepoccuiickas  kougepenyus ¢

MeAHCOYHApOOHbIM  yuacmuem «Mukpoduonocusa: 6onpocwl 3Kono2ul, Gusuonocuu,

buomexnonoeuu», Mocksa, 23-24 nexabps 2019, pp.17. ISBN 978-5-317-06297-2
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5) E®PEMOBA, H. BJIMAHUE HAHOUACTUI] METAJIJIOB HA CHUHTE3 BEJIKA
[IMTMEHTUPOBAHHBIX JIPOXXKEN. B: Bcepoccuiickas — kougpepenyus ¢

MeHCOYHAPOOHLIM  Yyuacmuem «Mukpoouonoeus: 6onpocwl dKon02ul, Guzuosrouu,

ouomexwnonoeuuy», Mocksa, 23-24 nexaobps 2019, pp. 41. ISBN 978-5-317-06297-2

Brevete de inventii:

1.EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; USATII, A. Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula
gracilis. Cerere de brevet de inventie nr. depozit a 2018 0059 din 2018-07-31

2. EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; USATII, A. Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula
gracilis. Cerere brevet de inventie, a 20190066 din 2019.07.25
Expozitii si saloane de inventica
1. EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; USATII, A. The procedure for cultivation of
Rhodotorula gracilis yeasts. Expozitia Internationala Specializatd Infoinvent, 20-23
Noiembrie, 2019 p. 216 (Medalie de aur).
2. EFREMOVA, N.; BESLIU, A.; BATIR, L.; BIRSA, M. Validation of microbiologic and
biochimical methods for nanotehnology studying. Expozitia Internationala Specializata
Infoinvent, 20-23 Noiembrie, 2019 p. 179-180 (Medalie de bronz).

Conducatorul proiectului __Efremova Nadejda, dr.,conf., cerc.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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14. Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale
Anexanr. 3

1. Efremova Nadejda. International congress on oil and protein crops. The congress
dedicated to the 50" anniversary of Scientific Association of Geneticists and Breeders of
the Republic of Moldova. May 20-24, Chisinau. Modulation activity of superoxide
dismutase enzyme at Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 yeast strain by the metal oxide

nanostructures.

2. Efremova Nadejda. International conference on microbial biotechnology, 4th edition.
october 11-12, 2018. Chisinau. The effects of ZnO nanoparticles on yeasts cell colonies:
dimension and morphological properties.

3. Efremova Nadejda. Conferinta stiintifici nationala cu participare internationala
,Integrare prin cercetare si inovare. 9-10 noiembrie 2018, Chisinau. Influence of zinc

oxide nanoparticles on productivity and viability of pigmented yeast strain.

Conducétorul proiectului __Efremova Nadejda, dr.,conf., cerc.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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