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In lucrare sunt prezentate informatii noi despre influenta nanoparticulelor de ZnO cu dimensiuni de <50 nm si <100 nm
asupra levurii pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03. S-a constatat ca viabilitatea, continutul de pigmenti carote-
noidici si carbohidrati la tulpina in studiu se modifica in functie de dimensiunile si concentratiile utilizate. S-a demonstrat
ca viabilitatea celulelor levuriene depinde de timpul de contact pentru ambele tipuri de nanoparticule utilizate. Rezul-
tatele au pus in evidenta cd concentratiile de 1-20 mg/l sporesc cantitatea de carbohidrati si mentin la nivelul probei de
control continutul pigmentilor carotenoidici, pe cidnd concentratiile de 30-70 mg/l devin toxice pentru tulpina studiata.

Cuvinte-cheie: Rhodotorula gracilis, nanoparticule de ZnO, citotoxicitate, viabilitate celulara, pigmenti carotenoidici,
carbohidrati.

THE ASSESSMENT OF IMPACT OF ZINC OXIDE NANOPARTICLES ON PIGMENTED YEASTS

RHODOTORULA GRACILIS CNMN-Y-03

The paper provides new information on the influence of ZnO nanoparticles of <50 nm and <100 nm on pigmented
yeast Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03. It has been established that the viability, carotenoid and carbohydrate content
of the strain has changed according to the size and used concentration. It has been demonstrated that the viability of
yeast cells depends on the contact time for both types of nanoparticles. The results have highlighted that concentrations
of 1-20 mg/l increased the amount of carbohydrates and maintained the content of carotenoid pigments at the level of
the control sample, whereas the concentrations of 30-70 mg/l become toxic for the studied strain.
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Introducere

in prezent, in cercetarile stiintifice o deosebita atentie se acorda studierii si aplicarii in practica a nanopar-
ticulelor. Nanoparticulele de oxid de zinc sunt printre cele mai utilizate in numeroase produse de consum, in
special In produsele cosmetice in care participa la blocarea razelor ultraviolete (UV) [1,2]. Proprietatile foto-
catalitice ale nanoparticulelor de ZnO prezinta interes pentru degradarea poluantilor organici, cum ar fi colo-
rantii, detergentii, atibioticele si acetaldehidele care sunt utilizate industrial si sunt eliberate in mediul incon-
jurator [3]. De asemenea, nanoparticulele de ZnO poseda proprietati antimicrobiene si antivirale [4] conside-
rate a fi mediate prin eliberarea ionilor de zinc (Zn?") si generarea de specii reactive de oxigen (ROS) [5].
Aceste proprietati au fost studiate extensiv in legatura cu tratamente potentiale antivirale si anticancerigene [6].

In pofida proprietatilor potential benefice ale nanoparticolelor, preocupirile legate de siguranta acestora
au fost ridicate in ultimul deceniu, deoarece existd mai multe studii in vitro care au demonstrat efectele to-
xice nedorite ale nanoparticulelor de ZnO, cum ar fi inducerea stresului oxidativ, moartea celulelor, leziuni
celulare si genotoxicitate [2]. Citotoxicitatea nanoparticulelor de ZnO si interactiunea acestora cu sistemele
biologice este inca neclard [7]. Astfel, expunerea directd la actiunea nanoparticulelor determina necesitatea
urgenta de a intelege citoxicitatea si de a evalua riscurile utilizarii. Prin urmare, efectele adverse ale nanopar-
ticulelor de ZnO trebuie in mod evident sa fie studiate pe diferite organisme celulare pentru a putea evalua
riscurile [7].

Astfel, ca organism model pentru studierea influentei nanoparticulelor asupra mecanismelor moleculare si
celulare pot servi tulpinile de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis. Structura celulara, organizarea functio-
nala, capacitatea de biosintezd a compusilor antioxidanti biochimici pozitioneaza acest organism eucariot uni-
celular ca un model pentru evaluarea raspunsurilor celulare la actiunea nanoparticulelor si studiul citotoxi-
citatii. Parametri importanti pentru determinarea actiunii nanoparticulelor asupra celulelor levuriene sunt stu-
dierea viabilitatii, compozitiei antioxidante si biochimice.

Reiesind din cele expuse, scopul cercetarilor rezida in evaluarea impactului nanoparticulelor oxidului de
zinc asupra tulpinii de levurii pigmentate Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03.
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Material si metode

Obiectul de studiu. In calitate de obiect de studiu a servit tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula
gracilis CNMN-Y-03 depozitatd ca sursa de pigmenti carotenoidici in Colectia Nationald de Microorga-
nisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie.

Nanomateriale: In cercetiri au fost utilizate nanoparticule anorganice de ZnO <50 si <100 nm (Sigma-
Aldrich); suspensia a fost preparata conform metodei descrise in [8], asistatd cu ultrasunet. Concentratiile
nanoparticulelor utilizate in experiente la cultivarea levurii au constituit 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 50 si
70 mg/l; in calitate de martor a fost cercetata varianta fara aplicarea nanoparticulelor.

Medii de culturd. Pentru inoculare si cultivarea submersa a levurilor vor fi utilizate mediile de fermentatie
specifice tulpinii in studiu YPD si must de malt [9]. Cultivarea submersa a fost efectuata in baloane Erlenmeyer
cu capacitatea de 1,0 I, pe agitator cu viteza de rotatie 200 rot./min, la temperatura de +25...27°C, gradul de
aerare 81,3...83,3 mg/l, durata de cultivare submersi 96-120 de ore. Mediul lichid de fermentare a fost insa-
mantat in volum de 5% cu inocul 2 x10° celule/ ml.

Metode de realizare a cercetarilor. Viabilitatea celulelor a fost stabilita prin metoda de determinare a
numarului total de colonii ce consta in efectuarea dilutiilor seriate ale suspensiei de levuri cu insamantare
ulterioara in mediul YPD agarizat pe cutii Petri [10].

Pigmentii carotenoidici au fost extrasi din biomasa levuriana si cuantificati spectrofotometric aplicand
metoda descrisd in [11,12]. Totalul de carbohidrati in biomasa de levuri a fost determinat la PG T60 VIS
Spectrophotometer 1la lungimea de unda 620 nm cu utilizarea reactivului antron si @ D-glucozei in calitate de
standard [13].

Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectuata utilizand setul de programe MO Excel si Statistica 9.0.
Rezultatele datelor a 3-5 repetari obtinute au fost exprimate prin calcularea mediei, deviatiei standard si a inter-
valului de incredere pentru o medie. Toate diferentele au fost considerate semnificative statistic pentru P <0,05.

Rezultate si discutii

Un element important pentru evaluarea citotoxica a nanoparticulelor de ZnO asupra tulpinii de levuri
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 a fost studierea viabilitatii celulare. Conform rezultatelor obtinute s-a
observat o crestere semnificativd dupa 24 de ore de cultivare comparativ cu primele 6 ore pentru ambele
tipuri de nanoparticule utilizate. Acest fapt poate fi explicat prin raspunsul adaptiv al celulelor levuriene la
actiunea nanoparticulelor de ZnO. De asemenea, este cunoscuta dependenta toxicitatii nanoparticulelor meta-
lice in timpul incubdrii. Astfel, de exemplu, in timp de 6 ore de incubare nanoparticulele metalice prezinta cea
mai mare toxicitate [14]. La utilizarea nanoparticulelor de ZnO <50 nm in concentratia de 20 mg/I viabilitatea
celulelor levuriene dupa 6 si 24 de ore de cultivare este mai inalta (cu 45-100% fata de martor), pe cand la
utilizarea nanoparticulelor de ZnO <100 nm — cu 16-41% fata de martor, respectiv, in aceeasi concentratie.
Rezultatele obtinute au aratat ca viabilitatea celulara este dependentd de timpul de contact si de concentratia
nanoparticulelor de ZnO; astfel, efect citotoxic pronuntat se observa odatd cu cresterea concentratiilor mai
sus de 50-70 mg/l, care conduc la descresterea viabilitatii celulelor levuriene dupa 6 si 24 de ore de cultivare
sub valorile probelor de referinta prin afectarea reproducerii (Fig.1).

Este posibil ca nanoparticulele de ZnO <50 nm sa interactioneze cu celulele levuriene mult mai usor decat
particulelele mai mari ZnO <100 nm, ceea ce este confirmat si prin datele stiintifice, conform cérora nano-
particulele metalice in concentratii sporite interactioneaza cu enzimele, proteinele, ARN-ul sau ADN-ul lor,
ceea ce contribuie la inhibarea diviziunii celulare [15].
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Fig.1. Influenta nanoparticulelor de ZnO in functie de dimensiuni si concentratie
asupra viabilitatii celulare a tulpinii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03.
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Un important rol protector al celulelor levurilor Rhodotorula gracilis la actiunea factorilor nocivi le
revine pigmentilor carotenoizi, care datorita structurii lor actioneaza ca antioxidanti micromoleculari care
protejeazd membrana, capteaza radicalii O, si peroxil [16]. Astfel, carotenoizii pot fi folositi ca marcheri
biologici pentru caracterizarea desfasurarii proceselor metabolice si aprecierea nivelului de influenta a nano-
particulelor asupra celulelor.

Pentru a stabili gradul de influenta a nanoparticulelor de ZnO 1in functie de dimensiuni si concentratie, in
procesul de cultivare a levurii Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 s-a cercetat formarea de pigmenti caro-
tenoidici intracelulari, continutul de p—caroten, torulina si torularodina.

Astffel, analiza actiunii nanoparticulelor de ZnO (<50 nm) asupra continutului de pigmenti carotenoidici la
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 a relevat ca concentratiile de 1..30 mg/l ale nanoparticulelor nu deregleaza
esential desfasurarea procesului de biosinteza. La introducerea concentratiilor de 50-70 mg/l, cantitatile de pig-
menti in biomasa levuriana se micsoreaza nesemnificativ cu 5-10%. In ceea ce priveste efectul nanoparticulelor
de ZnO (<100 nm), s-a stabilit ca suplimentarea mediului de cultura cu concentratia de 30 mg/l de nanoparti-
cule initiaza o scadere esentiala cu 29% a cantitatii de pigmenti carotenoidici in biomasa levuriana (Fig.2).

Astfel, dimensiunile mari si concentratiile ridicate ale nanoparticulelor examinate ce depasesc 30 mg/I
afecteaza cdile de formare a pigmentilor carotenoizi. Probabil, radicalii liberi induc modificari in mecanismul
de formare a legaturilor duble cojugate ce raspund de sinteza caratenoidelor.
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Fig.2. Influenta nanoparticulelor de ZnO in functie de dimensiuni si concentratie asupra continutului
de pigmenti carotenoidici la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03.

Un parametru biochimic important pentru evaluarea influentei nanoparticulelor de ZnO asupra celulelor
de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis sunt carbohidratii, care participa in mecanismele reglatoare ale ce-
lulei, in special controleaza sinteza diferitor substante, cresterea si multiplicarea celulara. Continutul de car-
bohidrati din biomasa levuriand caracterizeaza starea fiziologica, acestia fiind necesari pentru functionarea
corectd a celulelor.

Reiesind din datele obtinute, Se poate observa ca utilizarea nanoparticulelor de ZnO (<50 nm) si (<100 nm)
in limitele concentratiilor de 5-20 si 5-10 mg/l contribuie la sporirea cantitatii de carbohidrati cu 17-19% si,
respectiv, cu 18-20%. Utilizarea concentratiilor sporite contribuie la scaderea brusca a valorilor continutului
de carbohidrati sub nivelul determinat in proba de control. Efect semnificativ se poate observa la suplimen-
tarea mediului cu nanoparticule de ZnO <50 nm in concentratia de 70 mg/I.
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Fig.2. Influenta nanoparticulelor de ZnO asupra continutului de carbohidrati
la tulpina Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03.
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Posibil, procesul de biosinteza a carbohidratilor este afectat de concentratiile ridicate ale nanoparticulelor
care provoaca afectarea membranei celulare si a proceselor metabolice din celule.

Generalizand rezultatele obtinute in acest studiu, putem deduce ca viabilitatea celulara, continutul de pig-
menti carotenoidici si de carbohidrati la tulpina pigmentata Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03, la contact cu
nanoparticulele de ZnO, se modifica in functie de dimensiunile si concentratiile utilizate. Astfel, experimen-
tele efectuate demonstreaza o sensibilitate inalta a tulpinii la aplicarea concentratiilor ridicate ale nanoparti-
culelor de ZnO si ofera oportunitati in modelarea proceselor vitale celulare si evidentierea ca test biologic a
parametrilor studiati 1n sensul stabilirii gradului de actiune a nanoparticulelor asupra levurilor.

Concluzii

S-a constatat cd nanoparticulele de ZnO au avut efect mai pronuntat asupra viabilitatii celulare a levurii
Rhodotorula gracilis CNMN-Y-03 dupa 24 de ore de cultivare, comparativ cu efectul observat dupa 6 ore
pentru ambele tipuri de nanoparticule utilizate.

Studierea efectului nanoparticulelor de ZnO (<50 nm) si de ZnO (<100 nm) asupra continutului pigmen-
tilor carotenoidici a demonstrat ca, in cazul aplicarii concentratiilor de 1-20 mg/l continutul acestora in pro-
bele experimentale este apropiat de valoarea martorului. Sporirea consecventa a concentratiilor contribuie la
reducerea continutului de carotenoizi.

Efectul nanoparticulelor de ZnO (<50 nm) si de ZnO (<100 nm) se manifesta prin sporirea continutului de
carbohidrati in limitele concentratiilor de 5-20 mg/l, utilizarea concentratiilor mai inalte contribuie la scade-
rea brusca a valorilor sub nivelul determinat in proba de control.
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