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1.  Scopul și obiectivele propuse spre realizare în cadrul proiectului  

Scopul cercetărilor: Validarea testelor microbiologice și biochimice pentru evaluare a 

impactului nanoparticulelor metalice cu utilizarea levurilor din genul Rhodotorula. 

Pentru anul 2018 au fost evidențiate 3 obiective: 

 

 - Evaluarea viabilității și productivității a tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula 

gracilis CNMN-Y-03 la cultivare în prezența NP ZnO cu dimensiuni <50 nm și <100 

nm.  

 

 - Stabilirea compoziției biochimice: conținutului de proteină totală, carotenoide, 

carbohidrați a tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 la 

cultivare în prezența NP ZnO cu dimensiuni <100 nm și  <50 nm. 

 

 - Stabilirea activității enzimatice antioxidante a tulpinii de levuri pigmentate 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 la cultivare în prezența NP ZnO cu dimensiuni 

<100 nm și <50 nm. 

 

Pentru anul 2019 au fost evidențiate 4 obiective: 

 Evaluarea viabilității și productivității a tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula 

gracilis CNMN-Y-03 la cultivare în prezența nanoparticulelor de argint 

 

 Studiul acțiunii nanoparticulelor de argint asupra compoziției biochimice, 

activității 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 
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2. Rezultatele științifice obținute în cadrul proiectului. 

În calitate de obiect de studiu a servit tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis 

CNMN-Y-03, selectate ca producător activ de carotenoide depozitată în Colecţia laboratorului 

Biotehnologia Levurilor şi în Colecţia de Microorganisme Nepatogene a Institutului de 

Microbiologie și Biotehnologie.  

Nanoparticule:  au fost utilizate nanoparticule (NP) ZnO cu dimensiuni <50 nm și <100 

nm, sub formă de nanopulbere Sigma ALDRICH, și nanoparticule de argint 5 nm (RF, Dubna). 

Nanoparticulele oxidului de zinc au fost pregătite pentru experiență conform metodei (Otero-

Gonzales et al., 2013) în concentrație stoc de 1mg/ml. 

Medii de cultură. Pentru inoculare și cultivarea submersă a levurilor s-au utilizat mediile 

de fermentație specifice tulpinilor în studiu YPD și must de malț (Aguilar-Uscanga et,al., 2003). 

Metode de cercetare 

Viabilitatea celulelor levuriene din genul Rhodotorula a fost determinată prin metoda de 

determinare a numărului total de colonii ce constă în efectuarea diluțiilor seriate a suspensiei de 

levuri cu însămânțare ulterioară în mediul YPD agarizat pe cutii Petri. Cutiile Petri sunt încubate 

în termostat până la apariţia coloniilor. S-a efectuat numărarea manuală (Концевая, 2011).  

Productivitatea biomasei levuriene a fost determinată gravimetric (Liu Hong-Zhi et. al., 

2009). Caracterile morfologice a tulpinilor de levuri din genul Rhodotorula gracilis au fost 

studiate conform metodelor descrise în literatura de specialitate (Zarnea, 1994). 

Validarea metodei de determinare a numărului total de colonii a fost efectuată conform  

(USP 30; ГОСТ СТБ  1436-2004, ГОСТ Р ИСО 5725-3-2002).  

Conținutul total de proteina a fost determinat conform metodei (Lowry, 1956) cu utilizare 

albuminei bovine în calitate de standard.  

Activitatea catalzei a fost determinată conform metodei spectrofotometrice (Titova et. al., 

2012). Metoda se bazează pe tratarea probei suspensiei de drojdii cu peroxid de hidrogen și un 

amestec de acetonă și iodură de potasiu.  Activitatea superoxid dismutazei a fost măsurată prin 

metoda spectrofotometrică bazată pe capacitatea superoxid dismutazei de a inhiba reducerea 

tetrazolului nitro-albastru prin superoxid în prezența riboflavinei. O unitate de activitate a 

enzimei SOD a fost determinată ca cantitatea de SOD necesară pentru o reducere cu 50% a 

tetrazolului nitro-albastru. Activitatea SOD a fost exprimată în unități/mg/proteină. (Некрасова, 

2008).  

Cantitatea de pigmenți carotenoizi a fost determinată conform (Frengova., et. al., 1994).  

Analiza statistică a fost efectuată utilizând Statistica 9.0. Rezultatele au fost exprimate ca medie 

± SD (standard deviation). Toate diferențele au fost considerate semnificative statistic pentru       

P ≤0,05.  
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 Pentru studii de validare testelor microbiologice și biochimice au fost alese nanoparticule 

de zinc și argint, care se caracterizează prin toxicitate conform studiilor recente. Considerând 

productivitatea și viabilitatea ca parametre semnificative pentru caracterizarea efectelor 

nanoparticulelor asupra creșterii levurilor, prin obiectivele stabilite se propune sa identifice 

particularitățile a acestor indicii.  Nanoparticulele studiate, au fost întroduse în mediul de 

cultivare în prima zi a ciclului vital pentru implicarea directă a NP în procesul de creştere 

celulară. Studiul privind productivitatea biomasei uscate obţinute după 120 ore de cultivare în 

profunzime a relevat că concentraţiile nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni <50 nm, precum și 

<100 nm utilizate la cultivarea tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 nu iniţiază dereglări 

esenţiale fiind în limitele de 5-10% fața de martor la utilizarea concentrațiilor 1-30 mg/l în 

dezvoltarea levurii pe mediul YPD (figura 1). Utilizarea concentrațiilor sporite de 50-70 mg/l a 

produs descreșterea cantității de biomasa cu 10% fața de valorile de control. Analizând efectul 

concentraţiilor nanoparticulelor ZnO de 2 tipuri de dimensiuni asupra productivităţii tulpinii 

studiate se poate de menționat că indicii productivității se mențin la nivelul martorului în cazul 

concentrațiilor până la 30 mg/l. Conform datelor recente, nanoparticule metalice în concentrații 

sporite interacționând cu enzimele, proteinele sau ADN-ul lor, inhibă diviziunea celulară 

(Gehrke, Pelka, 2011). 

 

 

Figura 1 - Influența nanoparticulelor ZnO asupra productivității tulpinii Rhodotorula 

gracilis CNMN-Y-03 în funcție de concentrație. 

Principalele manifestări ale reacției generale a celulelor levuriene la acțiunea 

nanoparticulelor sunt dereglări diviziunii celulare; forme celulare și coloniile atipice. Conform 

unor cercetări recente, celulele vii supuse acțiunii nanoparticulelor și altor factori pierd  

capacitatea de a diviza, dar rămân viabile din punct de vedere fiziologic și au capacitatea de a 

sintetiza componente celulare (Fayez, 2017).  



6 

 

 

Studii privind toxicitatea nanoparticulelor cu privire la microorganismele diferitelor 

grupuri sistematice au fost realizate prin metoda microbiologică a determinării numărului total 

de colonii prin însămînțare pe cutii Petri pe mediu solid. Viabilitatea celulelor tulpinii 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 a fost înregistrată după 6 și 24 de ore la incubare la 

temperatura 27-280C.  

În primul rînd, se observă că valorile CFU (unități formatoare de colonii) cresc 

semnificativ după 24 ore de cultivare comparativ cu cele primele 6 ore de cultivare pentru 

ambele tipuri de nanoparticule utilizate. Acest fapt poate fi explicat prin răspunsului adaptiv al 

celulelor levuriene la acțiunea ZnO NP care se majorează la 24 ore de cultivare. De asemenea, 

este cunoscută dependența toxicității nanoparticulelor metalice în timpul incubării. Astfel, de 

exemplu, în timpul a 6 ore de incubare, nanoparticulele metalice prezintă cea mai mare toxicitate 

(Ничик, 2012). La utilizarea nanoparticulelor ZnO <50 nm în concentrația 20 mg/l viabilitatea 

celulelor levuriene după 6 și 24 ore de cultivare este mai inaltă (45-100% fața de martor, 

respectiv) decât la utilizarea nanoparticulelor ZnO <100 nm (16-41% fața de martor, respectiv) 

în aceeași concentrație. Utilizarea concentrațiilor de nanoparticule sporite (50-70 mg/l) induc 

descreșterea viabilității cu 50% celulelor levuriene după 6 și 24 ore de cultivare sub valorile 

probelor de referința prin afectare reproducerii.  

Reeșind din date obținute (figura 2), celulele tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 se 

caracterizează prin curba de supraviețuiere de tip sigmoidal. În acest caz pe parcursul primelor 

ore de cultivare se activează mecanismele de reparare ale leziunilor celulare induse de 

nanoparticulele. Probabil, în cazul acțiunii nanoparticulelor apar celulele levuriene ce formează 

coloniile care se diferă prin creșterea rapidă. 

        

a)                                                                                                              b)      

Figura 2 - Influența nanoparticulelor a)  ZnO <50 nm și b) ZnO <100 nm asupra viabilității 

celulare a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 la 6 și 24 ore de cultivare. 
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Studii recente de toxicitate a nanoparticulelor au evidențiat importanta celor mai eficiente 

enzime antioxidante, cum ar fi superoxid dismutaza și catalaza. Aceste enzime reacționează în 

primul rând la apariția radicalilor liberi, provocate de nanoparticule metalice. Rezultate 

prezentate în (Figura 6) au demonstrat efectele ZnO NP asupra acumulării de proteine la tulpina 

de drojdie studiată. Datele obținute au indicat că aplicarea nanoparticulelor ZnO (<100 nm) a 

indus valori sporite ale conținutului total de proteine, comparativ cu proba de control. Astfel, 

conținutul total de proteină a fost sporit cu 47-44% comparativ cu control pentru concentrații de 

1,0-20,0 mg/l. Totodată s-a stabilit o tendință de scădere a conținutului de proteine cu creșterea 

concentrației nanoparticulelor până la 30 mg/l, totuși valorile stabilite depășesc valorile de 

control. În ceea ce privește studiul NPN ZnO (<50 nm), s-a stabilit creșterea conținutului de 

proteine cu 57% comparativ cu valorile de control până la concentrația de 20 mg/l (Figura 3). 

 

 

Figura 3 - Efectul  ZnO <100 nm și <50 nm NP asupra conținutului de proteine la Rhodotorula 

gracilis  CNMN-Y-03 

S-a observat că toate concentrațiile NP ZnO au contribuit la creșterea activității 

antioxidanților enzimatici. Efectul expunerii nanoparticulelor ZnO (<50 nm) și (<100 nm) asupra 

activității superoxid dismutazei (SOD) și catalazei (CAT) la tulpina de drojdii Rhodotorula 

gracilis - CNMN-Y-03 este prezentat în figurile 4 și 5. Așa cum se poate observa din figura 4, s-

a determinat activitatea SOD și CAT în biomasa levuriană la cultivarea cu aplicarea NP ZnO 

(<100 nm). Se poate de menționat că activitatea catalazei a fost ușor crescută cu 14-35% 

comparativ cu proba de control în concentrații de la 10 până la 30 mg/l, respectiv. În cazul 

determinării activității SOD, valorile enzimei au fost crescute semnificativ, cu sporirea maximă a 

activității cu 68% comparativ cu control în concentrație de NP ZnO de 20 mg/l. 

În ceea ce privește efectul nanoparticulelor ZnO (<50 nm) asupra activității enzimei 

antioxidante, s-a stabilit că activitatea catalazei a crescut cu 50% până la concentrația de 30 mg/l, 
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cu o scădere bruscă a activității cu 36% sub valorile de control la concentrația de 70 mg/l. 

Creșterea semnificativă a activității SOD a fost observată pentru toate concentrațiile testate cu o 

creștere maximă a activității cu 81-96% în concentrații de 20-30 mg/l. 

 

 

Figura 4 - Efectul  ZnO(<50 nm) NP asupra activității superoxide dismutazei și catalazei la  

Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03 

 

Figura 5 - Efectul ZnO(<100 nm) NP asupra activității superoxide dismutazei și catalazei la 

Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03 

 

Studiul dat a demonstrat că nanoparticulele ZnO (<100 nm) și (<50 nm) au contribuit la 

creșterea semnificativă activității SOD în levuri comparativ cu controlul, deși activitatea 

enzimatică a catalazei a crescut într-o măsură mai mică comparativ cu activitatea superoxid 

dismutazei. 
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 Acest lucru poate fi explicat printr-o altă cale de neutralizare a peroxidului de hidrogen 

sau deoarece activitatea catalazei a fost inhibată odată cu creșterea concentrației de nanoparticule 

și a excesului de H2O2. Astfel, se poate concluziona că mecanismul de răspuns adaptiv al 

drojdiilor depinde de dimensiune și concentrația NP ZnO.  

 A fost studiată corelarea dintre concentrațiile ale nanoparticulelor ZnO și activitatea 

superoxid dismutazei (figura 6 și 7). Astfel, valorile mari ale activității SOD sunt direct 

proporționale cu concentrația nanoparticulelor ZnO (<50 nm) și (<100 nm) în mediul de 

cultivare, R2 = 0,883 și 0,7414, respectiv. S-a confirmat că activitatea enzimei SOD depinde de 

concentrația nanoparticulelor întroduse în mediul de cultivare. Coeficientul de corelare indică o 

legătură puternică dintre aceste două variabile.  

 

 

Figura 6. - Valorile activității superoxide dismutazei în biomasa de levuri la cultivare în prezenţa 

nanoparticulelor ZnO (<50 nm)  
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Figura 7 - Efectul NP ZnO (<100 nm) asupra conținutului de pigmenți în Rhodotorula gracilis - 

CNMN-Y-03 
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 Analiza influenței nanoparticulelor ZnO (<100 nm) asupra conținutului de pigmenți 

carotenoidici la Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03 a relevat сă valorile conținutului de 

pigmenți sunt la nivelul de control (figura 8). Nanoparticule ZnO (<50 nm) au efectul stimulator 

nesemnificativ (10% mai mult de proba de control) în concentrații de la 20 mg/L până la 30 mg/l 

(figura 9). Sporirea ulterioara a concentrațiilor conduce la scadere bruscă a conținutului de 

pigmenți sub nibelul indicele de control. 

 

 

Figura 8 - Efectul NP ZnO asupra conținutului de pigmenți în Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-

03 

Referitor la studiul efectului nanoparticulelor oxidului de zinc asupra conținutului de 

carbohidrați s-a observat că utilizarea nanoparticulelor ZnO (<100 nm) și (<50 nm) în limitele 

concentrațiilor 5-20 mg/l și 5-10 mg/l contribuie la sporirea cantității de carbohidrați cu 18-20% 

și respectiv 17-19%. Utilizarea concentrațiilor sporite contribuie la scădere bruscă a valorilor 

conținutului de carbohidrați sub nivelul determinat în proba de control.   

         

Figura 9 - Efectul ZnO (<100 nm) și (<50 nm) NP asupra conținutului de carbohidrați în 

Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03 
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Din cele parametrele studiate nanoparticule oxidului de zinc <50 nm și <100 nm au 

influențat în cea mai mare măsura metabolismul proteic. Pe baza rezultatelor obținute a fost 

propus un procedeu nou de sporire a conținutului de proteină la tulpina Rhodotorula gracilis 

CNMN-Y-03 prin utilizare nanoparticulelor ZnO (<50 nm) în baza căruia a fost depusă cerere de 

brevet de invenţie nr. depozit a 2018 0059 din 2018-07-31. 

Procedeu înclude 1 protocol. Materialul semincer se obţine prin cultivarea levurii în 

profunzime, pe mediul YPD, timp de 24 ore, pe agitatorul rotativ (200 rot/min), la temperatura 

de 25°...27 C.  Inoculul, în volum de 5% în bază volumetrică, 2x106 celule/ml, se inoculează în 

mediul YPD ce conține g/L: peptonă – 20,0; glucoză – 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apă 

potabilă – 1.0 L, pH 5.5 în volum de 5%. În calitate de factor stimulator se adaugă în condiții 

sterile nanoparticulele ZnO <50 nm (Aldrich) în concentrație de 20.0 mg/l. Cultivarea tulpinii se 

realizează în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L în condiţii de agitare continuă la 

180...200 rot/min la temperatura de 28...300C, iluminare permanentă în decurs de 120 ore. În 

calitate de varianta de control serveşte proba cu mediul nutritiv YPD fără aplicarea 

nanoparticulelor. Conținutul maximal al proteinei determinat prin metoda Lowry, a fost obținut 

la concentrații de 20.0 mg/l de nanoparticule ZnO <50 nm și constituie 61,94% din biomasa 

uscată fiind cu 57% superior variantei de control. 

Conform rezultatelor obținute, din cele parametrele studiate nanoparticule oxidului de 

zinc <50 nm și <100 nm au influențat în cea mai mare măsura metabolismul proteic. În acest 

studiul s-a constatat că expunerea celulelor levuriene la acțiunea nanoparticulelor ZnO (<50 nm) 

a avut cel mai evident efect asupra creșterii activității superoxid dismutazei și catalazei 

comparativ cu nanoparticulele <100 nm. Se poate concluziona că nanoparticule testate contribuie 

la sporirea activității enzimelor antioxidante și conținutului de proteine, precum și sporesc 

rezistența la stresul oxidativ indus de acțiunea nanoparticulelor.  

 Mecanismul de acțiune nanoparticulelor oxizilor de metali asupra sintezei proteinelor la 

levuri nu este studiat complet. Studii recente au demonstrat, de asemenea, o creștere a 

conținutului de proteine ca răspuns la aplicarea nanoparticulelor de argint (Ansar, M., 2017). 

Conținutul de proteine a crescut, de asemenea, semnificativ în celulele de semințe de grâu 

expuse nanoparticulelor de fier și de cupru (Yasmeen, F., 2017). După cum se arată în alte studii, 

sinteza altor tipuri de proteine, care nu sunt caracteristice celulelor cultivate fără nanoparticule 

metalice, este activată sub influența nanoparticulelor. Aceste tipuri de proteine sunt probabil 

responsabile pentru enzimele antioxidante de sinteză (Kovzunova, O., 2017). 

Zincul are proprietăți antioxidante, inhibând procesele oxidării peroxidice a lipidelor la 

etapa de inițiere. Aceasta explică, probabil, efectul mai puțin dăunător al nanoparticulelor de zinc 
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asupra tulpinii de levuri comparativ cu alte nanoparticule. În afară de asta, Zn întră în centru 

activ superoxiddismutazei levuriene.  

Sporirea activității SOD la administrarea NP poate fi o reacție adaptivă la formarea ROS 

cauzată de nanoparticule. Conform datelor științifice recente, nanoparticule dioxidului de titan 

pot induce generarea anionului superoxid ceea ce conduce la creșterea activității SOD (Niska, 

2015). Datele obținute privind creșterea semnificativă a activității SOD pot fi confirmate și de 

alte date științifice publicate. Astfel, activitatea superoxiddismutazei a fost sporită cu 26-83% în 

celulele culturii Streptococcus mitis expuse de nanoparticule ZnO and TiO2 (Shams Tabrez, 

2015).  

Activitatea SOD, precum și conținutul de proteină s-a sporit semnificativ în celulele 

semințelor de grâu expuse acțiunii nanoparticulelor de fier și de cupru (Yasmeen, 2017). 

Conform altor date, sub influența nanoparticulelor se activează sinteza altor tipuri de proteine, 

care, nu sunt caracteristice pentru celule cultivate fara adăugarea nanoparticulelor metalice. 

Anume aceste tipuri de proteine probabil sunt responsabile pentru sinteza metaboliților celulari 

înclusiv, enzime antioxidante (Ковзунова, 2017). 

Pentru studii de nanotoxicitate au fost alese nanoparticule de argint. Nanoparticulele de 

argint (Ag NP) au fost întroduse în mediul de cultivare în prima zi a ciclului vital pentru 

implicarea directă a NP în procesul creştere celulară. Se poate de menționat că indicii 

productivității se mențin la nivelul martorului în cazul concentrațiilor până la 5 mg/l. Începând 

de la concentrația 10 mg/l se observă efect stimulator în limitele de 12-20%, fața de martor 

(figura 10). Astfel se poate de menționat că nanoparticule Ag (5 nm) contribuie la creșterea 

productivității odată cu sporirea concentrațiilor mai sus de 10 mg/l.  

  

a)                                                                               b) 

Figura 10 - Influența nanoparticulelor Ag (5 nm) asupra a) productivității și b) viabilității 

tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 în funcție de concentrație. 
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Conform datelor din literatura recente, nanoparticule de argint au efect pozitiv asupra 

creșterii și dezvoltării levurilor Saccharomyces cerevisiae (Баландин, 2015). În afară de asta, 

din datele recente este cunoscut, că efectul nanoparticule de argint asupra celulele levuriene și 

bacteriene depinde de concentrația și dimensiune lor (Parhomenko, 2008, Hoda, 2018).  

Studii privind efectul nanoparticulelor cu privire la microorganismele diferitelor grupuri 

sistematice au fost realizate prin metoda microbiologică a determinării numărului total de colonii 

prin însămînțare pe cutii Petri pe mediu solid (Концевая, 2011). Viabilitatea celulelor tulpinii 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 a fost înregistrată după 6 și 24 de ore la incubare la 

temperatura 27-280C. Monitorizarea efectului influenței nanoparticulelor Ag (5 nm) asupra 

viabilității celulelare a evidențiat că este stimulată substanțial de concentrațiile de la 1 la 15 mg/L 

după  6 și 24 ore. După 6 ore viabilitatea celulelor la cultivare în prezența nanopartuculelor în 

concentrații de 1.0...15 mg/L variază în jurul a 48...140% comparativ cu proba martor. Majorarea 

timpului de contact până la 24 ore duce la stimularea viabilității cu 68...165%.  

 În cadrul etapei următoare a fost studiat raspunsul adaptiv al tulpinii de levuri la acțiunea 

nanoparticulelor de argint. Studii recente au evidențiat importanta celor mai eficiente enzime 

antioxidante, cum ar fi superoxid dismutaza și catalaza. Efectul expunerii nanoparticulelor de 

argint asupra activității superoxid dismutazei (SOD) și catalazei (CAT) la tulpina studiată este 

prezentat în figura 11.  

 

Figura. 11 - Efectul Ag NP asupra activității SOD și CAT la Rhodotorula gracilis - CNMN-Y-03 

S-a observat că toate concentrațiile Ag NP au contribuit la creșterea activității 

antioxidanților enzimatici. Trebuie de menționat că activitatea SOD a fost crescută într-o măsura 

mai mare decât activitatea CAT. Valorile enzimei au fost crescute semnificativ, cu sporirea 

maximă a activității cu 130-139% comparativ cu control în concentrație de 5-10 mg/L. Astfel, se 

poate concluziona, că SOD este enzima care reacționează în primul rînd în cazul stresului 

oxidativ indus de nanoparticule metalice. Sporirea activității SOD la administrarea NP poate fi o 

reacție adaptivă la formarea ROS cauzată de nanoparticule. Conform datelor științifice recente, 

nanoparticule dioxidului de titan pot induce generarea anionului superoxid. 



14 

 

 

Studiul dat a demonstrat că nanoparticulele de argint au contribuit la creșterea 

semnificativă activității SOD în levuri comparativ cu controlul, deși activitatea enzimatică a 

catalazei a crescut într-o măsură mai mică comparativ cu activitatea superoxid dismutazei. 

Activitatea catalazei a crescut treptat odată cu sporirea concentrațiilor de NP de la 18 până la 

48% comparativ cu control. Acest lucru poate fi explicat printr-o altă cale de neutralizare a 

peroxidului de hidrogen sau excesului de H2O2.  

Astfel, prin obiectivele stabilite se propune să identifice parametre semnificative pentru 

caracterizarea efectelor nanoparticulelor de arint asupra levurilor. Rezultate prezentate în (Fig. 

12) au demonstrat efectele Ag NP asupra acumulării de proteine la tulpina de drojdie studiată. 

 

Figura 12. - Influența nanoparticulelor de Ag (5 nm) asupra conținutului de proteine la tulpina 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 

Datele obținute au indicat că aplicarea nanoparticulelor a indus valori sporite ale conținutului 

total de proteine, comparativ cu proba de control. Astfel, conținutul total de proteină a fost sporit 

cu 22-35% comparativ cu control pentru concentrații de 1,0-15,0 mg/L. S-a observat o creștere 

semnificativă a conținutului de proteină sub impactul nanoparticulelor de argint. 

Un parametru biochimic important pentru evaluarea influenței nanoparticulelor de Ag 

asupra levurii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 sunt carbohidrații, care participă în 

mecanismele reglatoare ale celulei, în special controlează sinteza diferitor substanţe, creşterea şi 

multiplicarea celulară. Conținutul de carbohidrați din biomasa levuriană caracterizează starea 

fiziologică, aceștia fiind necesari pentru funcționarea corectă a celulelor. Reieșind din datele 

obținute (Figura 13), se poate observa că utilizarea nanoparticulelor de Ag (5 nm) în limitele 

concentrațiilor de 0.5-15, contribuie la sporirea cantității de carbohidrați cu 4-28%. Efect 

semnificativ se poate observa la suplimentarea mediului cu concentrația 0.5 mg/l. 
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Figura 13 - Influența nanoparticulelor de Ag (5 nm) asupra conținutului de carbohidrați la tulpina 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 

Pentru a stabili gradul de influență a nanoparticulelor de Ag în funcție de concentrație, în 

procesul de cultivare a levurii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 s-a cercetat formarea de 

pigmenți carotenoidici intracelulari (figura 14). Astffel, experiențele efectuate au demonstrat 

efect pozitiv asupra procesului de biosinteză al pigmenților carotenoizi în variantele în care s-au 

aplicat nanoparticule Ag (5 nm) în concentrațiile de 0.5 mg/l până la 15 mg/l. Cantitatea de 

pigmenți acumulați în biomasa levuriană crește cu 15-30%, comparativ cu proba control. În 

continuare au fost studiate modificările intervenite asupra conținutul de pigmenți carotenoidici,  

β - caroten, torulenă și torularhodină. Conform rezultatelor obținute, pe durata cultivării levurii 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03, la aplicarea concentrațiilor de 1.0-15 mg/l s-a constatat o 

creștere a conținutului de β-caroten de 15-23%. Efect semnificativ a fost obținut și pentru ceilalți 

doi pigmenți analizați torulina și torularodina cantitatea cărora crește cu 21-55% și respectiv 14-

38%, comparativ cu proba martor. 

  

         

Figura 14 - Influența nanoparticulelor de Ag (5 nm) asupra conținutului de pigmenți 

carotenoidici la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 
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Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula gracilis 

Problema pe care o rezolvă prezentul material constă în elaborarea procedeului de 

cultivare a levurii pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03, cu utilizarea nanoparticulelor 

Ag, aplicarea căruia asigură sporirea activității superoxid dismutatezei și catalazei și contribuie 

la lărgirea domeniilor de aplicare practică a preparatelor enzimatice de origine levuriană (figura 

15). 

Exemplul I  

Se obține suspensia de levuri a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 crescută timp de 

24 de ore pe mediul YPD. Ulterior, suspensia de levuri se inoculează în 200 ml mediu nutritiv 

YPD ce conține g/L: peptonă – 20,0; glucoză – 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apă potabilă – 

1.0 L, pH 5.5 în volum de 5%. Se adaugă în condiții sterile în calitate de factor stimulator 

nanoparticule Ag cu dimensiunea de 5 nm în concentrație de 10.0 mg/L. Cultivarea tulpinii se 

realizează în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L în condiţii de agitare continuă la 

180...200 rot/min la temperatura de +28...300C, în decurs de 72 ore. În calitate de control 

serveşte proba de biomasa levuriană din mediul nutritiv fără aplicarea nanoparticulelor. 

Activitatea catalzei a fost determinată conform metodei spectrofotometrice (Titova et.al, 2012). 

Activitatea SOD a fost exprimată în unități/mg/proteină (Nekrasova et. al 2008). Extractul 

proteic care se caracterizează prin activitatea SOD 275±1,04 unități/mg/proteină față de 196±0,5 

unități/mg/proteină în cazul celei mai apropiate soluții și activitatea CAT 73.27±0,15 

unități/mg/proteină față de 55,0±0,8 unități/mg/proteină în cazul celei mai apropiate soluții (tabel 

1). Sporul activității SOD este de 40% și CAT de 33%. 

Exemplul II 

Se obține suspensia de levuri a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 crescută timp de 

24 de ore pe mediu YPD. Ulterior, suspensia de levuri se inoculează în 200 ml mediu nutritiv 

YPD ce conține g/L: peptonă – 20,0; glucoză – 20,0; extract de drojdie - 10 ml; apă potabilă – 

1.0 L, pH 5.5 în volum de 5%. Se adaugă în condiții sterile în calitate de factor stimulator 

nanoparticule Ag cu dimensiunea de 5 nm în concentrație de 15.0 mg/l. Cultivarea tulpinii se 

realizează în baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1.0 L în condiţii de agitare continuă la 

180...200 rot/min la temperatura de +28...300C, în decurs de 72 ore. În calitate de varianta de 

control serveşte proba cu mediul nutritiv fără aplicarea nanoparticulelor.  Extractul proteic care 

se caracterizează prin activitatea SOD 258±0,82 unități/mg/proteină față de 196±0,5 

unități/mg/proteină în cazul celei mai apropiate soluții și activitatea CAT 80.0±0,12 

unități/mg/proteină față de 55,0±0,8 unități/mg/proteină în cazul celei mai apropiate soluții (tabel 

1). Sporul activității SOD este de 52% și CAT de 45%.  
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Rezultatele sunt expuse în tabelul 1. 

Tabelul 1 - Impactul Ag (5 nm) NP asupra activității enzimelor SOD și CAT la tulpina de levuri 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 în funcție de concentrație 

Variante Concentrația, mg/l SOD, 

unități/mg 

proteina 

%, control CAT, 

unități/mg 

proteina 

%, 

control 

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 apropiată 

soluție 

NP ZnO (50 nm) 

30 mg/l 

196±0,5 100 55,0±0,8 100 

 

Schema procedeului de sporire a conţinutului activității superoxid dismutazei și catalazei 

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

figura 15.  

 

Figura 15 - Schema procedeului de sporire a activității superoxid dismunazei și catalazei 

la levurile Rhodotorula gracilis cu utilizarea NP Ag 5 nm 

 

 

 

Mediul YPD, se inoculează cu celule în volum de 

5%, cu adăugarea NP Ag (5 nm) în concentrații 

10-15 mg/l,  la temperatura +28°...30°C, 

iluminare permanentă 2000 Lx timp de 72 ore 

Recuperarea biomasei prin centrifugare 

la 3000 rot/min, 

timp de 15 minute 

Biomasa obţinută 

Determinarea activității superoxid 

dismunazei și catalazei  

Obţinerea 

inoculului prin 

cultivare timp de 24 

ore, la temperatura 

+28°...30°C 

 

 

Nanoparticule Ag (5 

nm) 

 

Tulpina Rh. gracilis 

CNMN-Y-03 
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VALIDAREA TESTULUI MICROBIOLOGIC  

Validarea metodei este procesul prin care se stabilesc caracteristicele de performanță, 

factorii care influențează aceste caracteristici și prin care se verifică dacă metoda este adecvată 

scopului pentru care va fi utilizată. Pentru realizarea următorului obiectiv - validarea testului 

microbiologic a fost selectată metoda de determinare a numărului total de colonii. Validarea 

metodei microbiologice a fost efectuată utilizând parametrii de repetabilitate, precizia 

intermediară, liniaritate, acuratețea și robustețea. 

 Repetabilitatea. S-au analizat 5 grupe de probe experimentale în aceași zi și în aceași 

condiții (tabel 2). Repetabilitatea a fost detrminată pentru fiecare experimentală în 6 repetări cu 2 

nivele diferite de concentrații de microorganisme (10-30 și 30-300 CFU/pe cutie). Criteriu de 

eligibilitate a fost exprimat prin abaterea standard relativă (RSD), care nu trebuie să depășească 

10%. Conform rezultatelor obținute RSD variază la nivel 10-30 CFU pe cutie de la 3,11-4,89%, 

și la nivel 30-300 CFU (unităţi formatoare de colonii) pe cutie de la 0,67-1,49%. Rezultatele 

repetabilității denotă că metoda testată este precisă, valorile deviației standart relative fiind mai 

mici de 10%.  

Tabel 2 - Repetabilitatea metodei de determinare a numărului total de colonii. CFU-unităţi 

formatoare de colonii, RSD- abaterea standard relativă 

 

Reeșind din faptul, că nanoparticule oxidului de zinc posedă toxicitate pentru tulpina 

studiată, a fost realizată validarea testului microbiologic pentru studiu nanotoxicității a 

nanoparticulelor date. 

 

 

 

 

Variante  

ZnO (<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 
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Determinarea preciziei intermediare a fost realizată de 2 analitici în cercetări s-au analizat 5 

probe experimentale cu concentrații de nanoparticule ZnO 0 mg/l, 1 mg/l, 5 mg/l. 10 mg/l, 20 

mg/l (tabelul 3). Cercetare s-a efectuat în trei repetări. Criteriu de eligibilitate a fost exprimat 

prin abaterea standard relativă, care nu trebuie să depășească 10%. Valorile RSD variază în 

limitele 2,32-4,80% ce denotă că metoda testată este precisă în condițiile preciziei intermediare.  

 

Tabelul 3 - Precizia intermediară a metodei de determinare a numărului total de colonii.  

RSD-abaterea standard relativă, CFU-unităţi formatoare de colonii 

Analitic Proba 1 -

Martor 

CFU 

Proba 2 -1.0 

mg/l 

CFU 

Proba 3-5.0 

mg/l 

CFU 

 

Proba 4-10.0 

mg/l 

CFU 

 

Proba 5-20.0 

mg/l 

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 

Ftab 9.11     

Fcal 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 

Ftab 9.11     

Fcal 1.45     

 

Accuratețea 

Acuratețea metodei a fost demonstrată prin recuperare microbiologică utilizând 5 probe 

experimentale. Determinarea procentului recuperării s-a demonstrat că valorile prevalează 70% 

(tabelul 4).  Datele întră în limitele recuperării microbiologice stabilite în cadru protocolului USP 

30. Metoda testată este exactă și confirmată de testul Student. 

Tabelul 4 - Acuratețea metodei de determinare a numărului total de colonii pentru tulpina 

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

Concentrații ZnO 

(<50 nm) NP, mg/L 

10-30 CFU/cutie 

 

30-300 CFU/cutie 

 

%R ttab tcal %R ttab tcal 

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 în tabelul 5. 

 

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

încredere 95%. SD- abaterea relativă, R2-coeficient de corelație 

ZnO (50 nm) NP CFU ±SD R2 Ftab Fcal 

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 studiată a prezentat liniaritate între  numărul CFU detreminat în 5 probe 

experimentale și volumul suspenziei de celule întrodus ( 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mg/l). Valorile 

coeficientului de corelație (R2) variază de la 0,922-0,927. Aceste valori coincid cu valorile 

stabilite de USP 30, R2≥0.95. Datele sunt confirmate de criteriu Fisher.  

Robustețea. Robustețea prezintă o capacitate a metodei de a rămîne neafectată de variații 

întroduse intenționat a parametrilor metodei. Robusteţea metodei a fost cercetată prin variația 

temperaturii și mediului de cultivare.  Determinările au fost repetate de 3 ori pentru fiecare proba 

testată (Tabelul 6). 

Tabelul - 6.  Robustețea metodei de determinare a numărului total de colonii pentru tulpina 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 cu valorile respective F tab și F cal, intervalul  de încredere 

95%   

Parametrii  Variante ZnO  

(<50 nm), 

mg/L 

NP  

Proba 1-Martor 

(X±SD) 

Proba 2-1,0 

(X±SD) 

Proba 3-5,0 

(X±SD) 

Proba 4-

10,0 

(X±SD) 

Proba 5 -20,0 

(X±SD) 

Temperatura       

20±2 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 tab 9.01     

F cal 1.6 2.1 1.74 0.88 2.56 

 

Considerând modificările temperaturii, mediului de cultivare, rezultatele determinării 

numărului de colonii nu se diferenţiază statistic de la cele obținute în condițiile standard. 
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Validarea testelor biochimice 

Pentru validarea testelor biochimice au fost selectate metodele spectrofotometrice de 

determinare a conținutului de proteine și activității enzimei antioxidante catalaza în biomasa 

levurii Rh. gracilis CNMN-Y-03 cultivată în prezența NP ZnO (<50 nm).  

Pentru validarea metodelor biochimice au fost selectați parametrii de repetabilitate, 

precizia intermediară, liniaritatea, acuratețea și robustețea. Inițial a fost validată metoda de 

determinare a conținutului de proteine. Precizia metodei cercetate s-a determinat prin stabilirea 

preciziei intermediare și repetabilității. Repetabilitatea s-a studiat în 5 probe experimentale de 

NP ZnO <50 nm 0-20 mg/L în aceeași zi și în aceleași condiții. Precizia intermediara s-a analizat 

în 5 probe experimentale cu concentrații de NP ZnO <50 nm 0-20 mg/L 2 analitici în zile diferite 

în aceleași condiții. 

Rezultatele obținute asupra precizii intermediare și repetabilității denotă că metoda testată 

este precisă, valorile deviației standart relative fiind mai mici de 10% (tabelul 7 și 8). 

 

Tabelul 7 - Repetabilitatea metodei de determinare a conținutului de proteine la tulpina Rh. 

gracilis CNMN-Y-03 cu valorile F tab și F cal, intervalul  de încredere 95% 

Analitic Proba 1 -

Martor 

Proba 2 –

ZnO NP 1.0 

mg/L 

Proba 3 ZnO 

NP -5.0 

mg/L 

Proba 4- 

ZnO NP 

10.0 mg/L 

Proba 5- 

ZnO NP 

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 57,7 59,77 59,60 

5 48,88 52,29 57,34 60,59 60,00 

6 48,21 52,50 57,45 60,21 60,21 

X 48,12±0,20 52,34±0,044 56,05±0,65 60,19±0,14 60,00±0,11 

RSD,% 1,03 0,20 2,84 0,60 0,47 

Ftab 9,01     

Fcal 0,056     
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Tabelul 8 - Precizia intermediară metodei de determinare a conținutului de proteine la  tulpina 

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

Analitic Proba 1 -

Martor 

Proba 2 -1,0 Proba 3-

5,0 

Proba 4-

10,0 

Proba 5-

20,0 

Ftab Fcal 

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 

 

Acuratețea metodei a fost stabilită prin îmbogățirea probelor cu calcurarea procentului 

recuperării. Pentru fiecare probă testată determinările au fost repetate de 3 ori. Conform 

rezultatelor obținute s-a stabilit că metoda testată este exactă, valoriile medii ale recuperării sunt  

situate în limitata de 100%, rezultatele au fost confirmate de testul Student. 

Liniaritatea a fost stabilită prin absorbanța a 5 probe experimentale cu concentrațiile de 0, 

1,5,10 și 20 mg/l la lungimea de undă 750 nm. Variantele experimentatale au fost repetate de 3 

ori.  

Metoda validată în limitele concentrațiilor 0-20 mg/l este liniară, valorile coeficientului 

de corelație (R2) variază de la 0,9453 și ecuația regresiei liniară este y=3,3x+44,7. Datele sunt 

confirmate de criteriu Fisher (figura 16).  

 

Figura 16 - Liniaritatea de determinare a conținutului de proteine la tulpina Rh. gracilis CNMN-

Y-03 

Robusteţea metodei a fost cercetată prin variația temperaturii în probele experimentale. 

Determinările au fost efectuate în 3 repetări pentru fiecare proba testată (tabelul 9). Efectul 

temperaturii asupra conținutului de proteine a fost studiat în  probele cu concentrații de 

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

cuprinse între 4-28˚C. S-a determinat că modificările  temperaturii nu influențează rezultatele 

obținute în condițiile standard, temperatura optimă  pentru analiză a fost selectată +28˚C. 
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Tabelul 9 - Robustețea metodei de determinare a conținutului de proteine la tulpina Rh. gracilis 

CNMN-Y-03 

Parametrii 

Robusteței 

Proteina 

 

Proba 1-

Martor 

(X±SD) 

Proba 2- NP 

ZnO 1,0  

mg/L 

(X±SD) 

Proba 3- NP 

ZnO 5,0 

mg/L 

(X±SD) 

Proba 4- NP 

ZnO 10,0 

mg/L 

(X±SD) 

Proba 5 - NP 

ZnO 20,0 

mg/L 

(X±SD) 

Temperatura 

(˚C) 

     

4±2 45,99±0,017 51,41±0,46 58,18±0,48 59,93±0,21 58,91±0,22 

25±2 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 următoare pentru studiul de validare in vitro a fost selectată metoda  

spectrofotometrică de determinare a activității enzimei antioxidante catalaza în biomasa levurii 

Rh. gracilis CNMN-Y-30 cultivată în prezența NP ZnO (<50 nm).  

Precizia metodei spectrofotometrice de determinare a activității enzimei antioxidante 

catalaza a fost determinat prin stabilirea preciziei intermediare și repetabilității în 5 probe 

experimentale de NP ZnO  <50 nm, rezultatele analitice sunt prezentate în tabelul 10 și 11. 

Conform rezultatelor obținute asupra precizii intermediare și repetabilității s-a stabilitcă metoda 

testată este precisă, valorile deviației standart relative sunt mai mici de 10% și procentual eroarea 

relativă indică, de asemenea, gradul înalt de precizie a metodei propuse. 

 

Tabelul 10 - Repetabilitatea metodei de determinare a activității enzimei catalaza la tulpina Rh. 

gracilis CNMN-Y-03 cu valorile F tab și F cal, intervalul  de încredere 95% 

Analitic Proba 1 -

Martor 

Proba 2 –NP 

ZnO 1.0 mg/L 

Proba 3 NP 

ZnO -5.0 

mg/L 

Proba 4- NP 

ZnO 10.0 

mg/L 

Proba 5- NP 

ZnO 20.0 

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 

Ftab 9,11     

Fcal 0,17     
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Tabelul 11 - Precizia intermediară metodei de determinare a activității enzimei catalaza  la  

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

Analitic Proba 1 -

Martor 

Proba 2 -1,0 Proba 3-5,0 Proba 4-10,0 Proba 5-

20,0 

Ftab Fcal 

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 

 

Acuratețea metodei a fost stabilită prin calcurarea procentului recuperării. Pentru fiecare 

probă testată determinările au fost repetate de 3 ori. Conform rezultatelor obținute s-a stabilit că 

metoda testată este exactă, valoriile medii ale recuperării sunt au variat în 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 absorbanța a 5 probe experimentale cu 

concentrațiile de 0, 1,5,10 și 20 mg/l la lungimea de undă 440 nm. Probele experimentatale au 

fost testate de 3 ori.  Metoda validată în limitele concentrațiilor 0-20 mg/l este liniară, valorile 

coeficientului de corelație ce caracterizeazã dreapta de regresie (R2) 0,913, eroarea standard SE = 

0,0022, ecuația dreptei de regresie liniară este y=5,9x+41,9 (figura 17). Rezultatele au fost 

confirmate de criteriu Fisher. Astfel, valoarea coeficienților regresiei  demonstreazã cã în cazul 

concentrațiilor testate  metoda este liniarã. 

 

Figura 17 - Liniaritatea de determinare a activității enzimei antioxidante catalaza la tulpina 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 

Robusteţea a fost cercetată prin optimizarea condițiilor experimentale prin variația 

temperaturii. Determinările au fost efectuate în 3 repetări pentru fiecare proba testată (tabelul 

12). Efectul temperaturii asupra activității enzimei antioxidante catalaza a fost cercetată în  

probele experimentale cu nanoparticule ZnO  <50 nm în concentrații de 0-20 mg/l, variantele au 

fost incubate timp de 5 minute la temperaturi cuprinse între 4-25˚C. S-a determinat că 

modificările temperaturii nu influențează semnificativ rezultatele obținute în condițiile standard. 
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Tabelul 12 - Robustețea metodei de determinare a activității enzimei catalaza  la tulpina 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 

Parametrii 

Robusteței 

 

 

Proba 1-

Martor 

(X±SD) 

Proba 2- NP 

ZnO 1,0  mg/l 

(X±SD) 

Proba 3- NP 

ZnO 5,0 mg/l 

(X±SD) 

Proba 4- NP 

ZnO 10,0 

mg/l 

(X±SD) 

Proba 5 - NP 

ZnO 20,0 

mg/l 

(X±SD) 

Temperatura (˚C)      

4±2 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 tab 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 că metodele spectrofotometrice de determinare a conținutului de 

proteine și activității enzimei antioxidante catalaza în biomasa levurii Rh. gracilis CNMN-Y-30 

cultivată în prezența ZnO (50 nm) NP în limitele concentrațiilor 0-20 mg/l sunt simple, rapide,  

specifice, precise, liniare, robuste și valide. Indicii menționați pot fi utilizați ca indicatori în 

testarea influenței nanoparticulelor metalice. 

Din datele din literatura este cunoscut, că efect toxic al nanoparticulelor oxidului de zinc 

(IС50) asupra tulpinele Escherichia coli se observă la utilizare NP în concentrație 80 mg/l 

(Падалко, Е.,2016). IС50 pentru alte tulpini de levuri pigmentate sa depistat pentru nanoparticule 

oxidului de zinc în concentrație de 70 mg/l (Usatîi, A., 2018). De asemenea, în conformitate cu 

publicațiile recente, nanoparticule de argint nu prezintă toxicitate în concentrații mici (Rudic, 

2018). Conform altor studii, NP de argint în concentrații 20-60 mg/l posedă efect stimulator 

asupra creșterii celulelor vegetale, conținutului de proteine, carbohidrați, iar efect toxic se 

manifestă începând cu concentrații mari 80-100 mg/l (Salama H., 2012).  

Datele obținute în cadrul proiectului dat sunt în concordanță cu datele din literatură. ZnO 

NP posedă toxicitate începând cu concentrație de 50 mg/l; nanoparticule de argint nu prezintă 

toxicitate în concentrații mici până la 15 mg/l. Datele obținute permit stabilirea mecanismului de 

acțiune prin care tulpina răspunde la toxicitatea nanoparticulelor întroduse. Atunci când se 

utilizează concentrații până la 50 mg/l, tulpina nu reacționează, deoarece consecințele negative 

ale nanoparticulelor sunt eliminate prin sistemul de protecție antioxidantă a celulelor. Când se 

utilizează concentrații peste 50 mg/l, aceste mecanisme nu mai sunt suficiente și se observă 

reducerea viabilității celulare, cantității de biomasă și altor parametri biochimici. 
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3. Cele mai relevante realizări obținute în cadrul proiectului (până la 100 cuvinte). 

 În premieră, au fost validate teste microbiologice și biochimice penru determinare 

nanotoxicității. Pentru studii de nanotoxicologie sunt recomandate teste de determinare a 

viabilității, activității catalazei și superoxid dismutazei. S-a demonstrat că tulpina de levuri 

Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 poate fi utilizată ca test-obiect pentru studii de nanotoxicitate. 

S-a determinat, că, enzime superoxid dismutaza și catalaza sunt indicatori principali ai toxicității 

nanoparticulelor. Sistema enzimatică antioxidantă este sensibilă la concentrații minime ale 

nanoparticulelor întroduse. Datele obținute permit de a elucida mecanismele de toxicitate. 

Rezultatele validării demonstrează că metodele sunt adecvate și poate fi utilizate pentru stabilire 

prezenței sau lipsei de toxicitate a nanoparticulelor.  

 

 

4.  Participarea în programe și proiecte internaţionale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv 

propunerile prezentate/câștigate în cadrul concursurilor naționale și internaționale cu 

tangență la tematica cercetării proiectului. 

Nu avem. 

 

5. Colaborări științifice internaționale/naționale.  

Colaborare națională cu Laboratorul Microbiologia solului, Institutul de Microbiologie și 

Biotehnologie. EFREMOVA, N., RASTIMEȘINA, I., BEȘLIU, A., POSTOLACHE, O. ACT de 

implementare a elaborării dintre Laboratorul Biotehnologia Levurilor și Laboratorul  

Microbiologia solului Nr.96 din 07.11.2019. Metodă spectrofotometrică validată de determinare 

a activității enzimei catalaza. 

6. Vizite ale cercetătorilor științifici din străinătate. 

Nu au fost.  

7. Teze de doctorat/postdoctorat susținute pe parcursul realizării proiectului. 

BEȘLIU, Alina. Efectele nanoparticulelor oxizilor metalici asupra levurilor din genul 

Rhodotorula. Teză de doctorat, 2019. 

8. Manifestări științifice organizate la nivel național/internațional. 

Nu au fost. 
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9. Aprecierea activității științifice promovate la executarea proiectului (premii, 

medalii, diplome etc.). 

 Premiul municipal pentru tineret, Chișinău, 16 ianuarie 2019. Ciclu de lucrări științific 

“Evaluarea impactului nanoparticulelor oxizilor de metale cu aplicarea levurilor" cu 

tangență la tematica cercetării proiectului realizat. Autori: Efremova Nadejda și Beșliu Alina.  

 1 Medalie de aur și 1 Medalie de bronz la Expoziţia Internaţională Specializată 

Infoinvent, 20-23 Noiembrie, 2019. 
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10. Rezumatul raportului  

Proiectul „Validarea testelor microbiologice și biochimice pentru studii de nanotoxicologie” 

18.80012.51.16A 

Raport științific 34 pag., figuri 17, tabele 12, anexe 3 

 Scopul cercetărilor - Validarea testelor microbiologice și biochimice pentru evaluare a 

impactului nanoparticulelor metalice cu utilizarea levurilor din genul Rhodotorula. 

 Rezultatele. S-a demonstrat că tulpina de levuri Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 poate 

fi utilizată ca test-obiect pentru studii de nanotoxicitate. În cadrul etapelor realizate a fost stabilit 

că tulpina este sensibilă la concentrații minime ale nanoparticulelor oxidului de zinc și argint, ce 

se exprimă prin sporirea activității enzimelor antioxidante superoxid dismutaza și catalaza. 

Rezultate obținute contribuie la explicarea mecanismelor de toxicitate ale nanoparticulelor 

oxidului de zinc și de argint. Celulele levuriene acționează la sinteza radicalilor liberi, provocată 

de impactul NP. Datele obținute permit de a elucida mecanismele de toxicitate a 

nanoparticulelor. Atunci când se utilizează concentrații până la 50 mg/l, tulpina nu reacționează, 

deoarece consecințele negative ale nanoparticulelor sunt eliminate prin sistemul de protecție 

antioxidantă a celulelor. Când se utilizează concentrații peste 50 mg/l, aceste mecanisme nu mai 

sunt suficiente. 

 S-a stabilit că superoxid dismutaza și catalaza sunt indicatori ai toxicității 

nanoparticulelor ce pot fi folosite când alți parametri nu sunt sufficient de sensibili. Raportul 

corelațional indică o dependență puternică dintre concentrațiile nanoparticulelor oxidului de zinc 

și activitatea superoxid dismutazei, coeficientul de determinare fiind R2 = 0,8883 și respectiv R2  

= 0,7414. 

În premieră au fost validate teste microbiologice și biochimice penru determinare 

nanotoxicității. Pentru validare testului microbiologic s-a utilizat metoda de determinare a 

numărului total de colonii. Pentru validare testelor biochimice s-au utilizat metode: de 

determinare a activității enzimei catalaza și a conținutului de proteine. Raportul de validare 

include: condițiile în care se efectuează validarea (specificația metodei, condițiile, reactivii) și 

verificarea parametrilor de performanță (repetabilitate, precizie, liniaritate și robustețe). 

Rezultatele validării demonstrează că metodele sunt adecvate și poate fi utilizate pentru stabilire 

prezenței sau lipsei de toxicitate a nanoparticulelor.  

 Impactul rezultatelor obținute. Rezultatele obținute în cadrul proiectului dat pot fi 

utilizate în domeniile legate de utilizarea nanoparticulelor metalice și determinării toxicității. 

Rezultatele proiectului vor contribui la protejarea sanătații umane și a mediului de riscurile 

prezentate de nanomateriale. Potențiali 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 

protecţie solară).  

Implementarea rezultatelor. Rezultatele cercetării sunt implementate în cadrul Institutului de 

Microbiologie și Biotehnologie, laboratorul Microbiologia solului. 

Recomandări. Metodele de testare toxicității nanoparticulelor pot fi recomandate pentru utilizare 

în fi medicina, industria alimentară, protecția mediului; soluţionarea problemelor ce ţin de 

siguranța nanomaterialelor și necesitatea elaborării metodelor de detrminare a toxicității 

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, medicină, cosmetologie  
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11. Concluzii 

➢ Productivitatea și viabilitatea sunt parametre semnificative pentru caracterizarea efectelor 

nanoparticulelor oxidului de zinc asupra celulele levuriene. Efectul nanoparticulelor 

utilizate este determinat de dimensiune și concentrația. Concentrațiile sporite ale NP ZnO 

au efect toxic asupra viabilității celulelor. 

➢ Analizând efectul concentraţiilor nanoparticulelor ZnO de 2 tipuri de dimensiuni asupra 

productivităţii tulpinii studiate se poate de menționat că indicii se mențin la nivelul 

martorului în cazul concentrațiilor până la 30 mg/l. Utilizarea concentrațiilor sporite 

induc efect inhibitor asupra productivității celulelor levuriene. 

➢ Nanoparticule ZnO (<50 nm) and (<100 nm) au indus formarea speciilor reactive de 

oxygen și au contribuit la activarea sistemului de protecție enzimatică a celulelor 

levuriene. S-a stabilit că ZnO (<50 nm) NP au avut efect cel mai expresiv asupra 

activității superoxid dismutazei și catalazei comparativ cu cele de <100 nm. 

➢ Nivelele diferențiate de Ag NP pot fi implicate în sporirea viabilității celulelor levuriene 

și activității enzimatice. NP Ag contribuie la creșterea productivității cu sporirea 

concentrațiilor până la 15 mg/l (12-20% față de proba de control). Procedeul de cultivate 

a tulpinii de levuri studiate cu utilizarea NP Ag (5 nm) permite sporirea activității SOD 

cu 40-52% și CAT cu 33- 45%, comparativ cu procedeele cunoscute. 

➢ Enzime superoxid dismutaza și catalaza sunt indicatori principali ai toxicității 

nanoparticulelor. Sistema enzimatică antioxidantă este sensibilă la concentrații minime 

ale nanoparticulelor întroduse. A fost depistată o corelare puternică dintre concentrațiile 

nanoparticulelor oxidului de zinc și activității superoxid dismutazei. Aceasta indică 

prezența mecanismelor de adaptare a celulelor levuriene la influența nanoparticulelor prin 

activarea sistemului de protecție enzimatică antioxidantă.  

➢ În cazul nanoparticulelor de argint tulpina de levuri nu demonstrează inhibarea 

productivității și altor parametri datorită utilizării concentrațiilor mici ai nanoparticulelor 

și activării mecanismelor de protecție enzimatică.  

➢ Pentru studii de nanotoxicologie sunt recomandate teste de determinare a viabilității, 

activității catalazei și conținutului de proteine. S-a demonstrat că metode validate sunt 

adecvate și pot fi utilizate pentru stabilirea prezenței sau lipsei de toxicitate a 

nanoparticulelor. Toate parametrele de validare corespund parametrilor stabilite de 

protocoale corespunzătoare și criteriilor de eligibilitate exprimate prin abatere standard 

relativă și criteriu Fisher. Testele efectuate sunt exacte, precise, robuste și valide în 

condițiile date. 
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12. Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetători, doctoranzilor  

Anexa nr. 1 

 Volumul total al finanțării (mii lei)  (pe ani) 

 

Anul Planificat Executat Cofinanțare 

2018 100,0 99,9 0 

2019 100,0 99,9 0 

Lista executorilor (funcția în cadrul proiectului, titlul științific, semnătura) 

 

Nr d/o Numele/Prenumele 

Anul 

nașterii 
Titlul 

științific 

Funcția în 

cadrul 

proiectului 

Semnătura 

1 Efremova Nadejda 1982 Dr. în biol. cerc.şt. coord.  

2 Batîr Ludmila 1985 Dr. în biol. cerc.şt. coord.  

3 Beșliu Alina 1990  cerc.şt. stag,  

4 Bîrsa Maxim 1993  cerc.şt. stag,  

5 Puris Tatiana 1986  contabil  

 

Lista tinerilor cercetători 

Nr 

d/o 
Numele/Prenumele 

Anul 

nașterii 
Titlul 

științific 

Funcția în cadrul 

proiectului 

1 Efremova Nadejda 1982 Dr. în biol. cerc.şt. coord. 

2 Batîr Ludmila 1985 Dr. în biol. cerc.şt. coord. 

3 Beșliu Alina 1990  cerc.şt. stag, 

4 Bîrsa Maxim 1993  cerc.şt. stag, 

5 Puris Tatiana 1986  contabil 

Lista doctoranzilor 

 
Nr 

d/o 
Numele/Prenumele 

Anul 

nașterii 

Titlul 

științific 

Funcția în cadrul 

proiectului 

 Beșliu Alina 1990  cerc.şt. stag, 

 

 

Conducătorul proiectului __Efremova Nadejda, dr.,conf., cerc.                      ______________ 
                     (nume, prenume, grad, titlu științific)                                                          (semnătura) 
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13. Lista publicațiilor științifice ce țin de rezultatele obținute în cadrul proiectului 

Anexa nr. 2 

– articole din reviste cu factor de impact: 

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

1. EFREMOVA, N.; BEŞLIU, A.; USATÎI, A. The impact of zinc oxide nanoparticles on 

protein content and activity of some antioxidant enzymes at pigmented yeasts. Analele 

Universităţii din Oradea, Fascicula Biologie. 2019, Tom. XXVI, Issue: 1, 34-37.  ISSN 

1224-5119. 

– articole din reviste naţionale: 

• categoria B 

2. BEŞLIU, A.; EFREMOVA, N.; USATÎI, A.; BATÎR, L. Evaluarea impactului 

nanoparticulelor de oxid de zinc asupra tulpinii de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis 

CNMN-Y-03. STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE,  Seria “Ştiinţe reale şi ale 

naturii”. 2019, nr. 1 (121), 95-99. ISSN 1814-3237. 

– rapoarte publicate/Teze ale comunicărilor la congrese, conferinţe, simpozioane, în 

culegeri (naţionale / internaţionale): 

 

1) EFREMOVA N.; BEȘLIU A.; USATÎI A.; BATÎR L.; ROȘCA 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 50th anniversary of Scientific Association of Geneticists and 

Breeders of the Republic of Moldova. May 20-24, Chișinău. Chișinău: S.n., 2018, pp.106. 

ISBN 978-9975-3178-5-6 

2) EFREMOVA, N.; BEȘLIU, A.; BATÎR, L.; USATÎI, 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, Chișinău: S.n., pp. 152. ISBN 978-9975-3178-8-7 

3) EFREMOVA, N.; BEȘLIU, A.; USATÎI, A. Influence of zinc oxide nanoparticles on 

productivity and viability of pigmented yeast strain. In:5Conferinţa ştiinţifică naţională 

cu participare internaţională „Integrare prin cercetare şi inovare”, 9-10 noiembrie 

2018, Chișinău. CEP USM, 2018, pp 14-17. ISBN 978-9975-142-49-6  

4) БЕШЛИУ, А Влияние наночастиц оксида цинка на содержание каротиноидных 

пигментов дрожжей Rhodotorula gracilis. В: Всероссийская конференция с 

международным участием «Микробиология: вопросы экологии, физиологии, 

биотехнологии», Москва, 23-24 декабря 2019, pp.17.  ISBN 978-5-317-06297-2 
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5) ЕФРЕМОВА, Н.  ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ МЕТАЛЛОВ НА СИНТЕЗ БЕЛКА 

ПИГМЕНТИРОВАННЫХ ДРОЖЖЕЙ. В: Всероссийская конференция с 

международным участием «Микробиология: вопросы экологии, физиологии, 

биотехнологии», Москва, 23-24 декабря 2019, pp. 41. ISBN 978-5-317-06297-2 

 

Brevete de invenţii: 

1.EFREMOVA, N.; BEȘLIU, A.; USATÎI, A. Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula 

gracilis. Cerere de brevet de invenţie nr. depozit a 2018 0059 din 2018-07-31 

2.EFREMOVA, N.; BEȘLIU, A.; USATII, A. Procedeu de cultivare a levurilor Rhodotorula 

gracilis. Cerere brevet de invenție, a 20190066 din 2019.07.25 

Expoziții și saloane de inventică 

1. EFREMOVA, N.; BEȘLIU, A.; USATÎI, A. The procedure for cultivation of 

Rhodotorula gracilis yeasts. Expoziţia Internaţională Specializată Infoinvent, 20-23 

Noiembrie, 2019 p. 216 (Medalie de aur). 

2. EFREMOVA, N.; BEȘLIU, A.; BATÎR, L.; BÎRSA, M. Validation of microbiologic and 

biochimical methods for nanotehnology studying. Expoziţia Internaţională Specializată 

Infoinvent, 20-23 Noiembrie, 2019 p. 179-180 (Medalie de bronz). 

 

Conducătorul proiectului __Efremova Nadejda, dr.,conf., cerc.                      ______________ 
                     (nume, prenume, grad, titlu științific)                                                          (semnătura) 
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14. Participări la manifestări științifice naționale/internaționale 

Anexa nr. 3 

 

1. Efremova Nadejda. International congress on oil and protein crops. The congress 

dedicated to the 50th anniversary of Scientific Association of Geneticists and Breeders of 

the Republic of Moldova. May 20-24, Chișinău. 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. 5Conferinţa ştiinţifică naţională cu participare internaţională 

„Integrare prin cercetare şi inovare.  9-10 noiembrie 2018, Chișinău. Influence of zinc 

oxide nanoparticles on productivity and viability of pigmented yeast strain. 

 

 

 

 

 

 

Conducătorul proiectului __Efremova Nadejda, dr.,conf., cerc.                      ______________ 
                     (nume, prenume, grad, titlu științific)                                                          (semnătura) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


