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EFECTUL NANOPARTICULELOR SUPLIMENTATE iN MEDIUL LIOPROTECTOR

ASUPRA VIABILITATII TULPINII Penicillium funiculosum CNMN FD 11
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Rezultatele obtinute n urma studierii actiunii nanoparticulelor suplimentate in mediul lioprotector asupra viabilitatii
tulpinii fungice P. funiculosum CNMN FD 11 au demonstrat ca nanoparticulele actioneaza diferit asupra viabilitatii
microorganismelor dupa liofilizare. Astfel, nanoparticulele de ZnO suplimentate In mediul lioprotector in concentratii
mici (0,1-0,5 mg/l) actioneaza pozitiv sau neutru, iar in concentratii mari (5-10mg/l) — negativ, dar nanoparticulele de
Fe20s3 si de Fe,Zn0Os in concentratie de Smg/1 pot stimula viabilitatea tulpinii dupa liofilizare. De asemenea, s-a stabilit
ca modalitatea de congelare (treptata sau rapida ) nu influenteaza semnificativ asupra viabilitatii culturii dupa liofilizare.
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EFFECT OF NANOPARTICLES SUPPLEMENTED IN LIOPROTECTIVE MEDIUM ON

THE VIABILITY OF Penicillium funiculosum CNMN FD 11 STRAIN

The results obtained in the study of the action of nanoparticles supplemented in the lyoprotective medium on the
viability of the fungal strain P. funiculosum CNMN FD 11 demonstrated that nanoparticles act differently on the
viability of microorganisms after lyophilization. Thus, ZnO nanoparticles supplemented in the lyoprotective medium in
low concentrations 0.1-0.5 mg / | act positively or neutrally, and in high concentrations (5-10mg / ) negatively, but the
nanoparticles of Fe203 and Fe2ZnO4 in a concentration of 5mg / | can stimulate the viability of the strain after
lyophilization. It has also been established that the method of freezing (gradual or rapid) does not significantly influence
the viability of the culture after lyophilization.
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Introducere

Actualmente, un interes deosebit prezintd aplicatiile multiple ale nanoparticulelor metalice in diverse
domenii: medicina, agricultura, ecologie, industria alimentara etc. Datoritd dimensiunilor foarte mici (de la 1
nanometru pana la cateva sute de nanometri), comparativ cu cele ale celulelor si organitelor celulare, ele sunt
capabile sa patrunda in microstructura organismului, sd se acumuleze pe suprafata celulei sau sa penetreze
peretele celular, modificand astfel functionarea sistemelor biologice [1-4].

Numeroase Cercetiri demonstreazi actiunea benefica a nanoparticulelor asupra celulelor vii. Insa, ca si
orice tehnologie noud, cea cu nanoparticule prezintd un risc deosebit cu privire la posibilele efecte adverse
precum modificarea ADN-ului, accelerarea proceselor de imbatrinire si moartea celulelor etc. [1,3,5,6].
Conform rezultatelor din diverse publicatii stiintifice, efectul nanoparticulelor asupra activitatii biosintetice a
microorganismelor variaza in functie de compozitia chimicd, marimea si concentratia particulelor, precum si
de particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor luate in studiu [7-11]. Astfel, K.Kotzybik si coautorii,
analizand influenta nanoparticulelor pe baza de SiO: si argint (dimensiunile 0,65 nm si 200 nm) asupra ciu-
percii filamentoase micotoxigene Penicillium verrucosum, au constatat ca concentratia, durata, marimea si
compozitia chimica au o influenta decisiva asupra cresterii si biosintezei micotoxinelor [12]. Efectul nano-
particulelor (NP) de FesOs si de Fe(0) asupra cresterii micromicetelor din genul Penicillium si Trichoderma,
atat in lipsa, cat si in prezenta trifluralinei (TF), depinde de dimensiunile si concentratiile utilizate. S-a stabilit
ca NP de Fe304 cu marimea de 20-25 nm, in concentratii mici (1-10 mg/l), stimuleaza cresterea micromicetelor
in prezenta trifluralinei [13]. De asemenea, s-a constatat ca nanoparticulele de FesOs, in concentratii de 0,5-30,0 mg/l,
nu modifica semnificativ productia de biomasa celulara, insa schimba compozitia biochimica a levurii Rhodo-
torula gracilis CNMNY-30, micsoreaza continutul de carbohidrati si proteine, iar in concentratii mari pro-
voaca dereglari semnificative in activitatea catalazei [14]. La randul lor, nanoparticulele de TiO,, in concentratii
de 0,5 - 15,0 mg/l, nu modifica in mod semnificativ multiplicarea si productia de biomasa la Saccharomyces
cerevisiae CNMNY-20, Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, Rhodotorula gracilis 1I/6, dar determina
scaderea continutului de proteine in biomasa levurilor genului Saccharomyces si acumularea de proteine la
tulpina de levuri pigmentate Rhodotorula gracilis 11/ 6 [15].
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Conform datelor din literatura, efectul nanomaterialelor de TiO,, Fes0s, ZnO, MgO, ZnO/MgO (1:4) asupra
tulpinilor de micromicete producatoare de enzime T. koningii, F. gibbosum si A. niger variaza in functie de
compozitia si concentratia compusilor, precum si de particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor si de
specificitatea complexului enzimatic sintetizat. Astfel, a fost relevata actiunea particulelor de ZnO si de FezO4
si a amestecului ZnO/MgO asupra sintezei proteazelor (in special proteazelor neutre), sporul activitatii enzi-
matice variind in limita de 25,0-188,1%. In cazul micromicetei A. niger CNMN FD 06 — producitoare de
amilaze, efectul nanooxizilor a fost preponderent inhibitor, cu exceptia compusului ZnO ce nu a afectat acti-
vitatea enzimatica [16].

De asemenea, nanoparticulele de ZnO cu dimensiuni de 10, 30 nm si <100 nm modificd cantitatea de
proteine si activitatea enzimei antioxidante catalaza la cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, in functie de dimensiunile si concentratiile utilizate [17].

Nanoparticulele pot servi si ca biostimulatori ai proprietatilor biosintetice ale microorganismelor de interes
agricol. Astfel, nanoparticulele pe baza de silice si argint, cu dimensiunile de 0,65 - 200 nm, utilizate la culti-
varea ciupercii filamentoase Penicillium verrucosum, exercita o influenta puternica asupra cresterii si biosin-
tezei micotoxinelor, care depinde de concentratia aplicatd, durata, marimea si compozitia chimica a particu-
lelor. S-a demonstrat ca nanoparticulele de argint cu dimensiuni de 0,65 nm si 5 nm patrund in interiorul ce-
lulei, formeaza aglomerate in citoplasma si se asociaza cu organele celulare [18].

Utilizarea la scara industriald a microorganismelor, ca agenti biotehnologici pentru obtinerea unei game
largi de produse utile, impune conservarea acestora, adicd mentinerea viabilitatii, a stabilitatii genetice, a
puritatii si, implicit, a capacitatii lor bioproductive. Conditiile de conservare pot influenta o serie de caracte-
ristici ale microorganismelor, in special potentialul bioproductiv al acestora. Metodele de conservare prin
liofilizare si crioconservare sunt cele mai raspandite, datoritd duratei indelungate de pastrare.

Liofilizarea este o metodd de conservare a microorganismelor ce consta intr-un proces de inghetare-uscare
bazat pe indepartarea apei din materialul celular inghetat, prin sublimare in vid.

Viabilitatea microorganismelor dupa liofilizare depinde de mai multi factori. Printre acestia sunt mediile
de cultivare, mediile de protectie si regenerare a culturilor.

Reiesind din cele mentionate, scopul cercetarilor a constat in studierea efectului nanoparticulelor supli-
mentate in mediul lioprotector asupra viabilitatii tulpinii P. funiculosum CNMN FD 11.

Material si metode

Ca obiect de studiu a servit tulpina P. funiculosum CNMN FD 11.

Pentru liofilizarea tulpinii a fost utilizat mediul de protectie lapte degresat +7% glucoza ca martor, iar
variantele cercetate au fost suplimentate cu nanoparticule (NP). Au fost testate nanoparticulele de ZnO,
Fe O3 si de FeoZnOy4 in diferite concentratii (mg/l): 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0. Marimea nanoparticulelor a
constituit: NP de ZnO — 20-30 nm; NP de Fe,Os — 2-10 nm; NP de Fe»ZnO,4 — 8-15nm. NP de ZnO au fost
sintetizate de catre cercetatorii stiintifici de la Universitatea de Stat Sud-Vest din Kursk (Rusia), iar NP de
Fe20s si de Fe2ZnO4 — de citre cercetatorii de la Institutul de Chimie din R. Moldova si puse la dispozitia
noastrd, carora le mulfumim.

Au fost utilizate doud modalitati de congelare: 1) congelarea la temperatura initiala de -50°C (congelarea
brusca) si 2) congelarea cu scaderea treptata a temperaturii pana la -50°C (treptatd).

Congelarea a fost efectuati in refrigeratorul Ult Freezer DW86L626/386/286. In procesul de liofilizare a
fost utilizata sistema de sublimare ,,LABCONCO 6 plus”.

Viabilitatea tulpinilor pana si dupa liofilizare (exprimate in unitati formatoare de colonii UFC ml™) a fost
determinata prin metoda contarii coloniilor pe mediul agarizat Czapek pe cutiile Petri. Dupa efectuarea
dilutiilor succesive si inocularea acestora pe mediu agarizat Czapek s-a efectuat calculul unitatilor forma-
toare de colonii peste 14 zile de incubare la 28°C. Numarul de celule viabile a fost exprimat prin log10 a
unitatilor formatoare de colonii (UFC) in 1,0 ml de suspensie.

Pentru aflarea numarului de germeni viabili s-a utilizat formula de calcul: UFC /ml = numdarul de colonii
x (coeficientul dilugiei) x 10*/(volumul suspenziei utilizate — 1 ml).

Viabilitatea a fost calculata conform formulei BSR = (logBL/logAL) x 100, unde BSR este viabilitatea
tulpinii in %, logBL — logaritmul numarului UFC pana la liofilizare si logAL — logaritmul numarului UFC
dupa liofilizare sau pastrare [19,20].

Viabilitatea tulpinii dupa liofilizare in % VB = (logDL / logiL) x 100, unde: VB este raportul logaritmului
numdrului de celule fungice prezente in suspensie DL la numirul de celule viabile IL inmultit cu 100%.

Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul programului MS Office Excel 2010.

50



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2020, nr.6(136)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.49-53

Rezultate si discutii

Conform datelor obtinute, in experientele montate cu scaderea treptatd a temperaturii de congelate pana
la -50°C (congelarea treptatd), in variantele cu NP de ZnO in concentratii mici, viabilitatea tulpinii P. Funicu-
losum CNMN FD 11 dupa liofilizare a fost aproape sau la nivelul variantei martor, iar cu majorarea concen-
tratiei NP viabilitatea a scazut semnificativ (Fig.1). Astfel, la concentratia NP de ZnO de 0,1 mg/l viabilita-
tea a fost de 83,6%, iar in varianta martor — de 83,7%, comparativ cu titrul initial al suspensiei de spori su-
puse liofilizarii, insa la concentratia NP de ZnO de 10mg/l — de doar 75,6% log. La utilizarea NP de Fe,Os si
de Fe2ZnO, viabilitatea maxima a tulpinii a fost obtinuta la concentratii mari (5-10 mg/l). Concentratiile mici
ale acestor NP au actionat negativ asupra viabilitatii tulpinii date, iar odata cu marirea concentratiei de NP in
mediul lioprotector viabilitatea s-a majorat semnificativ. Astfel, viabilitatea tulpinii in varianta cu NP de
Fe20z3 in concentratie de 5 mg/1 a constituit 87,4% , iar in varianta cu NP de Fe,ZnO4 In aceeasi concentratie
(5mg/l) — 84,2%. Marirea in continuare a concentratiei de NP in mediul lioprotector a dus la diminuarea

viabilitatii tulpinii.
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Fig.1. Viabilitatea tulpinii P. funiculosum CNMN FD 11 dupa liofilizare, in varianta cu scdderea lentd a
temperaturii de congelare pana la -50°C.

in experientele cu utilizarea temperaturii initiale de congelare -50°C (congelarea rapidal) rezultatele obti-
nute au demonstrat aceeasi legitate (Fig.2). Utilizarea NP de ZnO 1n concentratii mici (0,1-0,5mg/l) actioneaza
benefic, stimuldnd nesemnificativ viabilitatea comparativ cu varianta martor, iar cu majorarea concentratiei
(1-10mg/1) viabilitatea scade semnificativ. La fel si in variantele cu NP de Fe2Os si de FeaZnOs, in concentratii
mici, acestea actioneaza ca inhibitori, iar in concentratii mari (5-10mg/l) contribuie la stimularea viabilitatii
tulpinii dupa liofilizare comparativ cu varianta martor. Viabilitatea maxima a tulpinii P. funiculosum CNMN
FD 11 dupa liofilizare a fost obtinuta in variantele experimentale cu NP de FeOs, si de Fe2ZnQO4 in concentratie
de 5 mg/1 si constituie 88,7% si, respectiv, 86% comparativ cu concentratia initiala a sporilor supusi liofilizarii.
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Fig.2. Viabilitatea tulpinii P. funiculosum 11 dupa liofilizare, congelata la temperatura initiala de -50°C.

51




STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2020, nr.6(136)

Seria “Stiinte reale si ale naturii”  ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.49-53

Astfel, putem constata ca modalitatea de congelare (treptata sau rapidad) a suspensiei de spori supusa liofi-
lizarii nu a influentat semnificativ asupra viabilitatii tulpinii dupa liofilizare. Viabilitatea tulpinii P. funiculosum
CNMN FD 11 dupa liofilizare depinde atét de natura NP, cat si de concentratia acestora suplimentata in mediul
liopotector.

Conform datelor din literaturd, nanoparticulele de ZnO au capacitatea de a distruge rapid membranele
celulare, iar in unele cazuri concentratiile mici pot actiona benefic asupra celulei microbiene [17,21]. Aceasta ar
putea explica efectul NP de ZnO asupra culturii studiate.

Putem presupune cd nanoparticulele de Fe;Os si de FeoZnOs, patrunzand in lichidul biologic al celulei,
intrd in contact cu componentele celulare, determinand accelerarea proceselor biosintetice precum enzimele
oxidative, care protejeaza celula de socul termic in procesul de congelare.

Concluzii

1. Viabilitatea tulpinii P. funiculosum CNMN FD 11, liofilizata in medii de protectie suplimentate cu NP,
depinde de natura nanoparticulelor si de concentratia acestora.

2. Nanoparticulele de ZnO suplimentate in mediul de protectie in concentratii mici (0,1- 0,5 mg/l)
actioneaza pozitiv sau neutru, iar in concentratii mari (5-10mg/l) actioneaza negativ asupra viabilitatii
tulpinii studiate, indiferent de modalitatea de congelare.

3. Nanoparticulele de Fe;Os si de Fe.ZnO4 suplimentate in mediul lioprotector in concentratie de 5 mg/I,
indiferent de modalitatea de congelare, pot stimula viabilitatea tulpinii dupa liofilizare.
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