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Ultima etapă importantă a liofilizării este rehidratarea, care exercită o influenţă majoră asupra viabilităţii micro-

organismelor. În calitate de medii de rehidratare a micromicetelor liofilizate sunt folosite diferite medii nutritive, laptele 

degresat, apa distilată etc. În acest studiu, pentru rehidratarea tulpinilor liofilizate de micromicete a fost utilizată apa 

distilată și soluțiile de nanoparticule (NP) Fe2O3 și Fe2ZnO4 în concentrație de (mg/l): 0,05; 0,1; 1,0. Rezultatele obținute 

au demonstrat că soluțiile de NP Fe2O3, și de NP Fe2ZnO4, în concentrație de 0,1 mg/l și de 0,05 mg/l, au influențat diferit 

asupra viabilității micromicetelor. La unele tulpini din genul Penicillium s-a înregistrat o stimulare a viabilității de 7-8%, 

iar la altele o diminuare de 6-9%, față de varianta martor. Viabilitatea tulpinilor din genurile Aspergillus și Trichoderma 

a diminuat cu 5-10% la utilizarea NP în concentrație de 0,05 mg/l, iar la concentrația de 0,1 mg/l a variat în limitele ± 2-3%, 

comparativ cu varianta martor.   

Cuvinte-cheie: micromicete, mediu de rehidratare, nanoparticule, liofilizare, viabilitate.  

 

STUDY OF THE ACTION OF REHYDRATION MEDIA ON THE BASIS OF NANOPARTICLES  

      ON THE VIABILITY OF LYOPHILISED MICROMYCETES 
The last important stage of lyophilisation is rehydration, which has a major influence on the viability of microorganisms. 

Various nutrient media, skim milk, distilled water, etc. are used as rehydration media for lyophilised micromycetes. In this 

study, distilled water and nanoparticle (NP) solutions Fe2O3 and Fe2ZnO4 in a concentration of (mg/l): 0.05; 0.1; 1.0 were 

used for the rehydration of lyophilised strains of micromycetes. The obtained results showed that the solutions of NP 

Fe2O3, and NP Fe2ZnO4, in a concentration of 0.1 mg/and 0.05 mg/l, had a different influence on the viability of micromycetes. In 

some strains of the genus Penicillium there was a stimulation of viability of 7-8%, and in others a decrease of 6-9%, 

compared to the control variant. The viability of strains of the genus Aspergillus and Trichoderma decreased by 5-10% 

when using NP at a concentration of 0.05 mg/l, and at a concentration of 0.1 mg/l varied within ± 2-3%, compared to the 

control variant. 

Keywords: micromycetes, rehydration medium, nanoparticles, lyophilisation, viability. 

 

 

Introducere 

În ultimele decenii metoda de liofilizare este tot mai des utilizată în instituţiile care sunt specializate în 
conservarea şi păstrarea microorganismelor. Ea constă în uscarea în vid a celulelor microbiene aflate în stare 

congelată, prin evitarea fazei lichide [1-6].  

Pe parcursul liofilizării, microorganismele sunt supuse diferitor factori de stres: temperaturi şi presiuni 
joase, deshidratare, rehidratare etc., în rezultatul cărora pot apărea modificări ale structurii, modificarea per-

meabilității membranei celulare; modificarea pH-ului soluțiilor; cristalizarea polizaharidelor; stresul osmotic; 
deteriorarea structurilor celulare și moleculare etc. Reacțiile oxidative în preparatele cu celule liofilizate mo-

difică compoziția și structura lipidelor, proteinelor, acizilor nucleici și, în consecință, reduc numărul de celule 
vii în timpul depozitării [7-10]. Toate acestea necesită eficientizarea metodei de păstrare a microorganismelor 

în stare liofilizată, fiind necesară standardizarea mediilor optime de protecţie şi regenerare a culturilor [11-16]. 
Ultima etapă importantă a liofilizării este rehidratarea. Procedeele de rehidratare şi condiţiile de regenerare a 

microorganismelor după liofilizare exercită o influenţă majoră asupra viabilităţii acestora. Rehidratarea include 
trei procese simultane: absorbția apei în materialul uscat, umflarea și readucerea la forma inițială a materiale-

lor solubile, amploarea cărora depinde de gradul de afectare a structurii celulare și de modificările chimice 
cauzate de deshidratare. Acest proces se produce cu degajarea căldurii, majorarea concentraţiei de electroliţi, 

oscilaţii necontrolate ale pH-ului, astfel încât mediile de regenerare utilizate, temperatura şi viteza de hidratare 
sunt factori esenţiali deloc neglijabili vis-à-vis de păstrarea viabilităţii microorganismelor studiate [17-20]. 

Un rol important îl joacă şi tempratura de rehidratare. Astfel, Ray şi colaboratorii săi au ajuns la concluzia că 
numărul celulelor viabile rehidratate la temperatura de 15-250C este mult mai mare decât a celor rehidratate 
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la 35 şi 450C [21]. Cele mai bune rezultate ale viabilităţii bacteriilor, fungilor, actinobacteriilor au fost obţinute 
la temperatura de 18-28ºC, iar temperaturile >30°C sunt sugerate pentru celulele mai mari, cum ar fi drojdiile 

[6,22–25]. 

Conform datelor ştiinţifice prezentate în numeroase publicații, rezultatul maxim pentru obţinerea celulelor 

viabile poate fi atins prin adăugarea treptată a cantităţii de 0,2-1,0 ml de apă distilată sau din robinet, de ase-

menea pot fi folosite: bulionul de carne, peptonă, laptele degresat, soluţii de acizi organici, trehaloza, diverse 

medii nutritive etc. [7,17,26-28].  

În calitate de supliment în mediile de rehidratare sunt folosite și principii bioactive de origine cianobacteriană 

și vegetală. Spre exemplu, la rehidratarea actinobacteriilor liofilizate a fost testat extractul cianobacterian 

(BioR şi Psh*ZnS), dar şi principii bioactive de origine vegetală din plantele sălbatice Linaria şi Verbascum. 

S-a demonstrat că utilizarea substanțelor bioactive de origine cianobacteriană şi vegetală în calitate de rehidratanţi 

majorează nesemnificativ viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, maximum cu 2,07-18,7% [29]. 

Actualmente, un interes deosebit prezintă aplicaţiile multiple ale nanoparticulelor metalice în diverse do-

menii: medicină, agricultură, ecologie, industria alimentară etc. Numeroase cercetări demonstrează acţiunea 

benefică a nanoparticulelor asupra celulelor vii, însă, ca și orice tehnologie nouă, aceasta prezintă un risc 

deosebit cu privire la posibilele efecte adverse, precum modificarea ADN-ului, accelerarea proceselor de 

îmbătrânire şi moartea celulelor etc. [30-33]. Conform rezultatelor din diverse publicaţii ştiinţifice, efectul 

nanoparticulelor asupra activităţii biosintetice a microorganismelor variază în funcţie de compoziţia chimică, 

mărimea şi concentraţia particulelor, precum şi de particularităţile fiziologo-biochimice ale tulpinilor luate în 

studiu [28,34,35]. Astfel, a fost demonstrat că efectul nanoparticulelor (NP) de Fe3O4 şi Fe(0) asupra creşterii 

micromicetelor din genurile Penicillium şi Trichoderma, atât în lipsa, cât şi în prezenţa trifluralinei (TF), depinde 

de dimensiunile şi concentraţiile utilizate. S-a stabilit că NP de Fe3O4 cu mărimea de 20-25 nm, în concentraţii 

mici (1-10 mg/l), stimulează creşterea micromicetelor în prezenţa trifluralinei [36]. De asemenea, s-a demonstrat 

că NP de Fe3O4 sporesc activitatea antifungică a micromicetelor din genurile Trichoderma şi Penicillium 

cultivate în prezenţa TF [37]. S-a constatat că nanoparticulele Fe3O4, în concentrații de 0,5–30,0 mg/l, nu 

modifică semnificativ producția de biomasă celulară, însă schimbă compoziția biochimică a levurii Rhodotorula 

gracilis CNMNY-30, micşorând conținutul de carbohidrați și proteine, iar în concentraţii mari provoacă de-

reglări semnificative în activitatea catalazei [38]. Nanoparticulele TiO2 în concentraţii de 0,5-15,0 mg/l nu 

modifică în mod semnificativ multiplicarea şi producţia de biomasă la Saccharomyces cerevisiae CNMNY-20, 

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, Rhodotorula gracilis II/6, dar determină scăderea conţinutului de 

proteine în biomasa levurilor genului Saccharomyces şi acumularea de proteine la tulpina de levuri pigmentate 

Rhodotorula gracilis II/ 6 [39].  

Astfel, scopul cercetărilor a constat în studierea acțiunii mediilor de rehidratare în baza nanoparticulelor 

de Fe2O3 şi Fe2ZnO4 asupra viabilității tulpinilor de micromicete după liofilizare.  

Material și metode 

În calitate de obiect de studiu au fost utilizate 20 de tulpini de micromicete ce se păstrează în Colecția 

Națională de Microorganisme Nepatogene (CNMN) în stare liofilizată. Mediul de protecție utilizat la liofilizarea 

tulpinilor de micromicete a fost laptele degresat + 7% glucoză.  

În calitate de mediu de rehidratare a tulpinilor liofilizate s-a utilizat apa distilată (H2O) (varianta martor – M) 

și 2 variante suplimentate cu nanoparticule (NP): H2O+NP Fe2O3; H2O + NP Fe2ZnO4. Au fost testate 3 con-

centrații de naoparticule (mg/l): 0,05; 0,1; 1,0. Dimensiunile NP utilizate de Fe2O3 – 2-10 nm și ale Fe2ZnO4 – 

8-15 nm. 

Pentru rehidratarea culturilor liofilizate, în fiecare flacon cu cultura liofilizată a fost introdus câte 1 ml apă 

distilată, sterilă, sau una dintre soluțiile cu nanoparticule menționate. Rehidratarea a fost efectuată la tempe-

ratura de 28oC timp de 2 ore. După 2 ore de rehidratare și efectuarea diluțiilor succesive suspensia a fost in-

oculată în cutii Petri pe mediul Czapek, iar după incubarea la 28°C timp de 4-10 zile au fost numărate celu-

lele formatoare de colonii (UFC). Numărul de celule viabile a fost exprimat prin log10 a unităţilor formatoare 

de colonii (UFC) în 1,0 ml de suspensie, apoi calculată în % comparativ cu varianta martor [40,41]. 

Rezultate și discuții 

Rezultatele obținute în acest studiu au demonstrat că mediul de rehidratare suplimentat cu nanoparticule 

acționează diferit asupra viabilității tulpinilor liofilizate. 
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La prima etapă a fost determinată concentrația optimă a soluțiilor de NP Fe2O3 și de Fe2ZnO4, utilizate în cali-
tate de mediu de rehidratare. Au fost montate 3 variante cu NP de Fe2O3 și Fe2ZnO4 în trei concentrații (mg/L): 
0,05; 0,1; 1,0 și varianta martor (H2O distilată), luându-se în studiu 3 tulpini de micromicete, din genurile: 
Penicillium, Aspergillus, Trichoderma (a se vedea Tabelul).  

Tabel  
Viabilitarea tulpinilor de micromicete după liofilizare în dependență de concentrația de nanoparticule 

utilizată în mediul de rehidratare 

 

Tulpina 
Nanoparticulele în mediul de rehidratare 

Fe2O3 (mg/l) Fe2ZnO4 (mg/l) 
0,05 0,1 1,0 0,05 0,1 1,0 

Penicillium viride 
CNMN FD 09 

99,4±0,6 94,4± 1,1 92,8±1,1 101,4±1,5 100,4±1,2 99,7 ± 1,3 

Aspergillus fumigatus  
CNM FA 04 

99,4±0,6 94,4± 1,1 92,8±1,1 101,4±1,5 100,4±1,2 99,7 ± 1,3 

Trichoderma harzianum 
CNMN FD 16 

98,1±1,1 100,2±1,0 98,1±1,1 98,1±1,1 99,2±0,9 97,5 ± 1,6 

  

Conform datelor prezentate în Tabel, putem constata că viabilitatea tulpinilor P. viride FD 09 și A. fumigatus 
FA 04 după rehidratare în variantele cu concentrația NP Fe2O3 de 0,1mg/l și de 1,0 mg/l  a fost mai mică 
comparativ cu viabilitatea obținută în varianta martor, iar a tulpinii T. harzianum FD 16 a fost aproape de 
nivelul martorului. Numai în varianta cu concentrația NP de 0,05 mg/l viabilitatea celor 3 tulpini studiate a 
fost aproape de nivelul martorului (98-100%, comparativ cu M). 

La suplimentarea în mediul de rehidratare a NP de Fe2ZnO4 viabilitatea tulpinilor studiate a variat în limi-
tele variantei martor, cu mici devieri (± 1-2%).   

Potrivit rezultatelor obținute, mai benefic asupra viabilității tulpinilor au acționat totuși NP Fe2O3 și 
Fe2ZnO4, suplimentate în mediul de rehidratare, în concentrație de 0,05 și de 0,1mg/l. Astfel, în a doua etapă 
pentru rehidratarea tuturor tulpinilor luate în studiu au fost utilizate concentrațiile NP de 0,05 și de 0,1 mg/l. 

La rehidratarea tulpinilor din genul Penicillium cu soluții de NP Fe2O3 în concentrație de 0,05 și de 0,1 mg/l 
la unele tulpini au fost observate devieri semnificative ale viabilității comparativ cu varianta martor (Fig.1). 
Astfel, la utilizarea soluției de 0,5 mg/l NP Fe2O3, diminuări semnificative ale viabilității de 7-9% au manifestat 
3 din cele 10 tulpini testate: P. funiculosum CNM FP 01, P. funiculosum CNMN FD 11 și P. camemberti 
CNM FP 03, iar 2 tulpini au manifestat o stimulare cu 5-7,5%, comparativ cu M. La restul tulpinilor, precum 
și în variantele cu concentrația NP de 0,1 mg/l, viabilitatea după rehidratare a variat în limitele ±3%, 
comparativ cu M(H2O).  
 

 
Fig.1. Viabilitatea tulpinilor de Penicillium rehidratate cu soluții de NP Fe2O3. 
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În cazul rehidratării tulpinilor din genul Penicillium cu soluții de NP Fe2ZnO4 în concentrație de 0,05 mg/l au 

fost observate diminuări semnificative cu 6-10% la două tulpini (P. funiculosum CNM FP 01 și P. viride CNMN 

FD 04) (Fig.2), iar la două tulpini (P. corylophilum CNMN FD 20 în varianta cu 0,05 mg/l NP Fe2ZnO4 (107,3%) 

și P. corylophilum CNM FP 04 în ambele variante testate (0,05 și 0,1 mg/l NP) au fost înregistrate stimulări ale 

viabilității ce depășesc martorul cu 7,3-8,2%. Viabilitatea celorlalte tulpini după rehidratare, cu soluții de NP 

Fe2ZnO4, în concentrație de 0,05 sau de 0,1 mg/l, variază în limitele ± 3%, comparativ cu M(H2O). 

 
Fig.2. Viabilitatea tulpinilor de Penicillium rehidratate cu soluții de NP Fe2ZnO4. 

În cazul rehidratării tulpinilor din genurile Aspergillus și Trichoderma (Fig.3) cu soluția de NP Fe2O3 în 

concentrație de 0,05 mg/l și de 0,1 mg/l, viabilitatea tulpinilor s-a reflectat în mod diferit. Astfel, utilizarea în 

calitate de rehidratant a soluției de NP Fe2O3 în concentrație de 0,05 mg/l a acționat negativ asupra a 8 tulpini 

studiate, diminuând viabilitatea acestora cu 3-7% față de varianta martor, iar la 2 tulpini viabilitatea a fost la 

nivelul martorului. În variantele cu utilizarea soluției de NP Fe2O3 în concentrație de 0,1 mg/l diminuări semni-

ficative de 7-8% au fost înregistrate la 2 tulpini din genul Aspergillus (A. alliaceus FA 01 și A. niger FA 03), iar 

la 2 tulpini din acest gen fiind înregistrată o stimulare de 3-4%, comparativ cu varianta martor. Viabilitatea 

tulpinilor din genul Trichoderma, în variantele cu concentrația NP Fe2O3 de 0,1 mg/l, variază în limitele ± 1-2% 

față de varianta martor.  

 

Fig.3. Viabilitarea tulpinilor din genurile Aspergillus și Trichoderma după liofilizare și rehidratate cu soluții de NP Fe2O3. 
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Fig.4. Acțiunea NP Fe2ZnO4 utilizate în calitate de rehidratant asupra viabilității tulpinilor  

din genurile Aspergillus și Trichoderma. 

În variantele cu utilizarea soluțiilor de 0,05 mg/l și de 0,1 mg/l NP Fe2ZnO4 au fost înregistrate diminuări 

semnificative de 5-10% la 2 tulpini din genul Aspergillus (A. niger CNM FA 03 și A. alliaceus CNM FA 01) și 

de 3-7% la 2 tulpini din genul Trichoderma (T. koningii CNMN FD 15 și T. harzianum CNMN FD 16) în varianta 

cu concentrația NP de 0,05 mg/l. În cazul celorlalte tulpini studiate din genurile Aspergillus și Trichoderma 

viabilitatea, în ambele variante montate, a variat în limitele ± 1-2% față de varianta martor.  

Concluzii 

Acțiunea soluțiilor de NP Fe2O3 sau de Fe2ZnO4, în calitate de rehidratant la revitalizarea tulpinilor liofilizate 

de micromicete, a fost diferită în dependență de concentrația soluției de NP utilizată, precum și de cultura testată. 

Astfel, la unele tulpini din genul Penicillium s-a înregistrat o stimulare (mai semificativă în variantele cu NP 

de Fe2ZnO4) a viabilității cu 7- 8%, iar la altele o diminuare cu 6-9% față de martor. În rezultatul rehidratării 

tulpinilor din genurile Aspergillus și Trichoderma, cu soluții de NP Fe2O3 sau de Fe2ZnO4, în concentrație de 

0,05 mg/l, s-a înregistrat o diminuare de 5-10% la majoritatea tulpinilor testate, iar la concentrația de 0,1mg/l 

viabilitatea acestora a variat în limitele ± 2-3 %, față de varianta martor, cu unele excepții (A. alliaceus CNM 

FA 01 și A. niger CNM FA 03).   
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