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Rezumat
In articol sunt expuse rezultatele referitor la unele particularititi ale raspunsului microalgei
Porphyridium cruentum la actiunea nanoparticulelor de argint si aur cu dimensiunile de 10
nm si 20 nm, stabilizate 1n citrat. A fost stabilit ca nanoparticulele testate, suplimentate la
mediul de cultivare a microalgei P. cruentum la inceputul fazei de latentd, nu modifica
esential productivitatea pe durata unui ciclu de cultivare. Efectul acestui tip de nanoparticule
asupra sintezei clorofilei a si p - carotenului pe durata unui ciclu de cultivare a
porfiridiumului se manifesta in functie de dimensiunile si concentratiile aplicate.
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Introducere

Nanoparticulele diferitor metale sunt printre cele mai studiate si discutate obiecte
ale ultimelor decenii. Datoritd proprietatilor lor chimice, fizice, optice si biologice,
nanoparticulele metalice atribuie noi insusiri materialelor si proceselor si ocupa diverse
arii de utilizare: de la produsele de consum zilnic, la parti componente ale tehnologiilor
industriale [8, 12].

Din varietatea de nanoparticule metalice explorate in prezent, nanoparticulele de
argint (AgNP) si de aur (AuNP) se remarca printr-0 functionalitate multipla si proprietati
unice. Efectele antibacteriene ale AgNP au determinat utilizarea lor in ambalajele pentru
produsele alimentare si pansamente, in produsele cosmetice, ca agenti de curatare si
aditivi alimentari, in diverse electronice si dispozitive medicale [4]. AuNP, la fel, sunt
cunoscute pentru diverse aplicatii medicale si activitdti biologice [5].

Dezvoltarea nanomaterialelor in diverse scopuri a conditionat utilizarea, in ultimii
ani, a cianobacteriilor si microalgelor in calitate de matrice pentru biosinteza
nanoparticulelor, cat si in calitate de modele pentru aprecierea toxicitatii lor [10, 20].
Pornind de la unele proprietati biologice distincte ale nanoparticulelor, au fost initiate
cercetari pentru a stabili oportunitatea incadrarii lor in calitate de stimulatori in
tehnologiile de cultivare a cianobacteriilor si microalgelor [3, 8, 10, 12, 17, 23].
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Cianobacteriile si microalgele prezintd interes si in calitate de agenti pentru
biofunctionalizarea nanoparticulelor de sinteza inginereasca in scopul reducerii
toxicitdtii acestora pentru organismele vii. Spre exemplu, nanoparticulele de argint
stabilizate in polietilen glicol biofunctionalizate cu ajutorul Spirulina platensis s-au
dovedit a fi mai putin toxice pentru sobolanii experimentali decat cele sintetice [16].

Toxicitatea nanoparticulelor are la bazad inducerea unui deficit al sistemului
fotosintetic microalgal, severitatea acestuia fiind dependenta de doza si dimensiunea
nanoparticulelor [20, 22]. Au fost inregistrate efecte de stimulare a sintezei pigmentilor
fotosintetici fara afectarea productivitatii culturii microalgale [8]. Raspunsul celular la
prezenta nanoparticulelor in mediul de cultivare depinde si de cultura microalgala.
Microalga rosie Porphyridium cruentum face parte din potentialul ficobiotehnologic de
interes tehnologic industrial. Porphyridium cruentum este sursa si producator recunoscut
al unor astfel de compusi biologic activi valorosi ca ficobiliproteinele, acizii grasi
polienici omega-3, polizaharidele sulfatate s.a. Cu referire la interactiunea
porfiridiumului cu nanoparticulele, in studii realizate anterior S-a demonstrat, ca aceasta
cultura microalgala poate servi drept matrice pentru biosinteza verde a nanoparticulelor
de argint [1]. A fost stabilit efectul stimulator ale nanoparticulelor de selenid de cadmiu
asupra procesului de producere a biomasei, prin implicarea, probabil, a unui sistem
hibrid dintre aceste nanoparticule si pigmentul ficoeritrina, care capteaza eficient lumina
[18]. De asemenea, s-a demonstrat lipsa toxicitatii nanoparticulelor de aur cu
dimensiunea de 5 nm si 10 nm asupra porfiridiumului, confirmatd prin pastrarea unui
nivel adecvat al productivitdtii si a cantitatii de proteine, sporirea sintezei de
ficobiliproteine si polizaharide in biomasa [2, 17].

In acest studiu ne-am propus drept scop evidentierea unor particularititi ale
raspunsului microalgei Porphyridium cruentum la actiunea nanoparticulelor de argint si
de aur cu dimensiunile de 10 nm si 20 nm, stabilizate in citrat.

Materiale si metode

Cercetarile au fost efectuate pe tulpina Porphyridium cruentum CNMN-AR-01
(porfiridium), depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene
(Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, Chisindu, Republica Moldova).
Porfiridiumul a fost cultivat pe mediul mineral Brody cu urméitoarea compozitie:
macroelemente (in g/L): KCI - 16,04; NaCl-12,52; KNOs - 1,24; MgSO.-7H,0 - 2,5;
CaCl; - 0,118; K;HPO4:3H:0 - 0,5; Kl - 0,05; KBr - 0,05; 1ml solutie de microelemente
ce contine (mg/L (mediu): H3BO3-2,86; MnCl,-4H,0 - 1,81; CuSO45H,0 - 0,08; M0Os
- 0,015); FEEDTA - 0,5ml/L. Pe durata de cultivare experimentala au fost respectati
parametrii specifici pentru cultura data: cantitatea de cultura start — 0,55 - 0,6 g/L BAU;
temperatura de cultivare - 25-28°C, pH-ul optim al mediului 6,8-7,2, iluminarea continua
de 50 - 57 pumol photons m? s, Cultivarea a fost efectuata in baloane Erlenmayer de
100 mL, cu volumul de lucru de 50 mL; Durata ciclului de cultivare 14 zile.

Au fost utilizate nanoparticulele de argint (AgNP) si de aur (AuNP) cu dimensiunea
de 10 nm si 20 nm, stabilizate in citrat (Ctr) (Merck).

Continutul de biomasa microalgala a fost determinat spectrofotometric in baza
absorbantei suspensiei colorate si stabile cu recalculul biomasei absolut uscate conform
curbei de calibrare [20]. Pigmentii clorofila a si B -carotenul au fost cuantificati in
biomasa de porfiridium prin determinarea valorilor maximale ale absorbantei, specifice
pentru extractul etanolic de pigmenti (clorofila a si B -carotenul) cu calculul cantitativ in
baza formulei cu aplicarea coeficientului de extinctie [14, 21].
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Rezultate si discutii

Nanoparticulele de argintstabilizate in citrat - AGNP(Ctr) de ambele dimensiuni
testate au fost suplimentate la mediul de cultivare a microalgei P. cruentum in
concentratii de la 0,01 uM pana la 0,5 uM. Pentru nanoparticulele de Au au fost selectate
concentratii diferite n dependenta de dimensiunea lor care a determinat numarul lor in
suspensiile utilizate. Astfel, nanoparticulele de aur stabilizate in citrat - AuNP(Ctr) cu
dimensiunea de 10 nm au fost aplicate in concentratii de la 0,005 pana la 0,1 nM, iar cele
cu dimensiunea de 20 nm - in concentratii de la 0,0025 pana la 0,025 nM. Ambele tipuri
de nanoparticule au fost suplimentate la mediul nutritiv din prima zi de cultivare a
microalgei. La finele ciclului de cultivare au fost stabilite si analizate modificarile
produse in continutul de biomasa si a pigmentilor clorofila a si - carotenul.

Productivitatea microalgei nu s-a modificat semnificativ la prezenta in mediul de
cultivare a AgNP(Ctr) si AuNP(Ctr), osciland in limita proprietatilor fiziologice ale
tulpinii date de microalga cu valori cuprinse intre 1,9 si 2,6 g/L biomasa (fig. 1). Au fost
determinate unele oscilari in acumularea de biomasa in probele experimentale fatd de
probele control in dependenta de concentratiile nanoparticulelor utilizate.
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Figura 1. Modificarea continutului de biomasi, produsa de citre microalga P. cruentum la
actiunea (a) AgNP(Ctr) si (b) AuNP(Ctr) cu dimensiunile de 10 nm si 20 nm in limita
concentratiilor aplicate, C - proba control

Continutul de biomasa microalgala a crescut, astfel, cu 10 - 11% peste limitele
probei control in cazul aplicarii AgNP(Ctr) de 10 nm in concentratiile de 0,05 si de 0,125
UM si a AuNP(Ctr) cu dimensiunea de 20 nm in concentratia de 0,25 nM. O reducere cu
11% a continutului de biomasa de P. cruentum, s-a inregistrat in variantele
experimentale cu utilizarea AgNP(Ctr) cu dimensiunea de 20 nm in concentratia de 0,5
uM, AuUNP (Ctr) cu dimensiunea de 10 nm in concentratiile cuprinse intre 0,025 si 0,1
nM si a celor cu dimensiunea de 20 nm, aplicate in concentratia de 0,01 nM. Un efect
similar a fost stabilit pentru nanoparticulele de Ag stabilizate in polietilen glicol -
AgNP(PEG). Concentratiile de 0,01 — 0,25 uM AgNP(PEG) cu dimensiunea de 12 nm
au indus un spor cu 10 - 11% a cantitatii de biomasa de P. cruentum. Pentru concentratiile
de 0,5 - 1,0 a fost stabilitd o tendinta de reducere a continutului de biomasa microalgala
[3]. Un efect de neutralitate a nanoparticulelor de Ag fatd de producerea de biomasa a
fost inregistrat la cultivarea microalgei Chlamydomonas reinhardtii in prezenta
concentratiilor de la 10 la 300 pg/L. Contactul culturii microalgale cu nanoparticulele a
fost de scurta durata, de 24 ore [20]. Pentru nanoparticulele de argint stabilizate in citrat,
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a fost stabilit, ca acestea in concentratia de 46 uM provoaca inhibitia cresterii microalgei
Chlamydomonas reinhardtii in lag faza. Nanoparticulele de aur stabilizate cu citrat au
provocat reducerea cu circa 50% cresterea microalgelor Chlorella autotrophyca,
Nannochloris atomus si Phaeodactylum tricornutum [10, 12]. Cercetdrile impactului
nanoparticulelor asupra productivitatii microorganismelor acvatice au ca scop
evidentierea efectului toxic, care In mare masurd, depinde de dimensiunea si concentratia
lor. Concentratiile de 10 - 300 pg/L AgNP cu dimensiunile de 2 nm si 15 nm au redus
drastic producerea de biomasa in culturile de microalge Chlamydomonas reinhardtii si
Phaeodactylum tricornutum. in acelasi timp, AgNP cu dimensiunile de 30 - 50 nm in
concentratiile de 10 - 150 pg/L au accelerat cresterea microalgei Phaeodactylum
tricornutum [20]. Nanoparticulele de argint cu dimensiunea de 12 nm, in invelis din
polietilen glicol in concentratiile cuprinse intre 0,025 si 0,5 uM au favorizat cresterea
biomasei de Spirulina platensis cu 24-36%. Un spor cu 29 - 36% al productivitatii
cianobacteriei a fost stabilit pentru aceleasi concentratii de AuNP(PEG) de 5 nm. [3].
AgNP(PEG) cu dimensiunea de 5 nm, suplimentate la mediul mineral in concentratiile
de 0,054 - 0,108 mg/L au stimulat cu 12-33% acumularea de biomasd de Dunaliella
salina AUNP(PEG) fiind inerte pentru productivitatea microalgei [8]. Pentru AgNP cu
dimensiunea de 12,65 nm in aceleasi concentratii a fost stabilit efectul de inhibitie a
cresterii microalgei D. salina [6].

Figura 2 prezintd modificarile instalate in cantitatea de clorofila a in biomasa de P.
cruentum pe durata cultivarii lui in prezenta AgNP si AuNP (in concentratiile aplicate)
stabilizate in citrat.
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Figura 2. Modificarea cantititii de clorofila a in biomasa de P. cruentum la actiunea (a)
AgNP si (b) AuNP cu dimensiunea de 10 nm si 20 nm stabilizate cu citrat in limita
concentratiilor aplicate, C - proba control

Concentratiile mici de 0,01 - 0,125 uM ale AgNP(Ctr) cu dimensiunea de 10 nm
au indus scaderea cu 7 - 16 % a cantitatii de clorofila a in biomasa microalgei. Un tablou
similar a fost stabilit si in cazul aplicarii concentratiilor de 0,01 - 0,05 uM AgNP(Ctr) cu
dimensiunea de 20 nm. Scaderea continutului de clorofila a fiind cu 9% sub nivelul
martorului nu este una semnificativa, dar a fost stabilita tendinta de reducere a
continutului de pigment, ceea ce, posibil, este rezultatul unui proces de perturbare a
activitatii fotosintetice a culturii. Pentru AuNP (Ctr) cu dimensiunea de 10 nm in
concentratiile aplicate au fost determinate reduceri cu 9 - 18% a cantitatii de clorofila a.
Scéderea acestui indice in biomasa algald a prezentat o dependentd inversa fata de
concentratia de nanoparticule suplimentate la mediul de cultivare. AuNP (Ctr) cu
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dimensiunea de 20 nm au influentat sinteza clorofilei a in concentratiile de la 0,005 pana
la 0,025 nM.

Prin urmare, AgNP si AuNP stabilizate in citrat, 1si manifestd efectele asupra
acumularii de clorofila a in biomasa microalgei P. cruentum in functie de dimensiunile
si concentratiile acestora. Un efect inhibitor a fost determinat pentru nanoparticulele de
Au cu dimensiunea de 10 nm.

Impactul dimensiunii nanoparticulelor asupra cantitatii de clorofila a a fost stabilit
si in alte cercetari. Astfel, nanoparticulele de argint cu dimensiunile de 2 nm si 15 nm au
redus cantitatea de clorofila a in biomasa microalgelor Chlamydomonas reinhardtii si
Phaeodactylum tricornutum. Nanoparticulele de argint cu dimensiunile 30 - 50 nm au
stimulat sinteza clorofilei a in cultura de Phaeodactylum tricornutum si nu au modificat
cantitatea pigmentului in biomasa Chlamydomonas reinhardtii [20]. O alta
particularitate a raspunsului culturii microalgale prin dinamica clorofilei a, la actiunea
nanoparticulelor este concentratia utilizata a lor. Astfel, concentratiile de 5 si 20 pg/L a
nanoparticulelor de argint nu au modificat cantitatea de clorofildi a in biomasa
Scenedesmus sp., iar la concentratiile de 100 si 200 pg/L cantitatea acestui pigment S-a
redus cu peste 21%. In acelasi timp, pentru concentratiile de la 90 pana la 1440 pg/L a
nanoparticulelor de argint a fost stabilitd o crestere cu 80% a cantitatii de clorofild a in
biomasa Chlorella vulgaris [22].

Prezintd interes pentru viabilitatea culturii P. cruentum dinamica pigmentului
fotosintetic B - carotenul care are rolul de antioxidant cu efect accentuat reducator [11].
Modificarea cantitdtii de B - caroten in biomasa de porfiridium s-a modificat similar
cantitatii de clorofild a in aceastd biomasa (fig. 3).

0.55  EAgNP(Ctr) 10 nm OAgNP(Ctr) 20 nm 0.55 @mAuUNP(Ctr) 10 nm @ AUNP(Ctr) 20 nm
0.5 0.5 i
g 0.45 g 0.45 E
S 04 R 04
g 3
8 035 5035
5 S 03
g 03 2 0
0.25 0.25
02 0.2
\ N
C 001 0,025 0,05 0,125 0,25 05 © & 09@ S Q@b S
Q-
a
AgNP, uM b AUNP, nM

Figura 3. Modificarea cantititii de p - caroten in biomasa de P. cruentum la actiunea (a)
AgNP (Ctr) si (b) AuNP (Ctr) cu dimensiunile de 10 nm si 20 nm in limita concentratiilor
aplicate, C - proba control

Concentratia de 0,05 pM a AgNP (Ctr) cu dimensiunea de 10 nm, care a
determinat o retinere a sintezei clorofilei @, a redus cu 15 % cantitatea de 3 - caroten in
biomasa de porfiridium. Cantitatea de - caroten s-a micsorat cu 20 % in varianta
experimentala cu aplicarea concentratiei de 0,25 uM a AgNP (Ctr) cu dimensiunea de
20 nm, concentratie la care s-a redus cu 20% in biomasa microalgala si cantitatea de
clorofild a. In seria experimentald cu aplicarea AuNP (Ctr) cu dimensiunea de 20 nm a
fost identificata concentratia de 0,025 nM, la care cantitatea [ - carotenului s-a micsorat
cu 16% sub nivelul valorii probei control.
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Astfel, ca si in cazul clorofilei a, rdspunsul microalgei P. cruentum prin sinteza si
respectiv, cantitatea de B - caroten acumulata la actiunea AgNP si AuNP stabilizate in
citrat, se manifesta in functie de dimensiunile si concentratiile aplicate. Aceasta
dependentd a cantitatii de p - caroten sintetizate de dimensiunile si concentratia
nanoparticulelor a fost stabilita si pentru alte culturi algale. Spre exemplu, in prezenta
AUNP cu dimensiunea de 5 nm, cantitatea - carotenului in biomasa Chlorella
zofingiensis a crescut cu 30%, pe cand in prezenta acestor nanoparticule cu dimensiunile
de 15 nm si 30 nm, cantitatea de pigment nu s-a modificat [7]. Atat AgNP, cat si AuNP
cu dimensiunea de 5 nm stabilizate in polietien glicol, aplicate in concentratiile de la
0,05 panala 0,5 mg/L la cultivarea microalgei Dunaliella salina, au determinat cresterea
cu 20 - 36% a cantitatii de p - caroten [8].

Asadar, pentru nanoparticulele de argint si aur stabilizate 1n citrat, cu dimensiunile
si in concentratiile aplicate nu este caracteristic un efect toxic vizibil asupra functionarii
sistemului fotosintetic al P. cruentum. In acest caz, se poate presupune, despre
functionalizarea spontana a nanoparticulelor de argint si de aur prin fixarea lor in
componentele structurale si functionale ale culturii microalgale. Un rezultat similar a
fost obtinut in cazul cultivarii A. platensis (spirulina) in prezenta nanoparticulelor de
argint si de aur stabilizate in polietilen glicol. Efectul toxic al nanoparticulelor a fost
evitat prin modificarea varstei culturii si reducerea timpului de contact a culturii cu
nanoparticulele aplicate [15]. Biofunctionalizarea spontana presupune activarea unor
sisteme celulare de protectie antioxidanta. In acest studiu, au fost stabilite unele
concentratii ale nanoparticulelor aplicate care au fost aparent toxice pentru cultura de P.
cruentum. Efectul negativ al acestor concentratii a fost exprimat prin reducerea
continutului de biomasa microalgald sau a cantitatii de pigmenti fotosintetici si poate
constitui rezultatul unei supracompensari care este depasitd la dozele mai mari de
nanoparticule.

Unul dintre indicatorii care permit aprecierea functionalitatii activitatii
fotosintetice la culturile algale este raportul clorofila / caroten. Valoarea acestui raport
difera de la o specie la alta si depinde de starea fiziologicd a celulelor fotosintetice.
Valoarea scdzutd a raportului dintre cantitatea de clorofila si cantitatea de caroten in
biomasa microalgald este consideratd un indicator al stresului instalat. Modificarea
acestui raport, calculat pentru cultura de P. cruentum, crescuta in prezenta AgNP (Ctr)
si AUNP (Ctr) de 10 nm si 20 nm este redata in figura 4.
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Figura 4. Modificarea raportului clorofili / caroten, determinat in biomasa de P.
cruentum la actiunea (a) AgNP (Ctr) si (b) AuNP (Ctr) cu dimensiunile de 10 nm si 20 nm
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In cazul AgNP (Ctr) cu dimensiunea de 10 nm, raportul clorofild / caroten
prezintd pentru majoritatea concentratiilor, valori mai mari comparativ cu martorul,
datorita cantitatilor crescute de clorofila in biomasa microalgald. Pe durata ciclului de
cultivare a porfiridiumului, aceste nanoparticule, ca rezultat a integrarii lor in
componentele functionale celulare, au sporit continutul de clorofild in biomasa. Pentru
AgNP (Ctr) cu dimensiunea de 20 nm, raportul clorofild / caroten, determinat pentru
concentratia de 0,5 uM este orientat spre reducere, ca dovada a afectarii sistemului
fotosintetic sub actiunea concentratiilor mai mari de nanoparticule. Valoarea raportului
clorofila / caroten in cazul aplicarii AUNP (Ctr) de 20 nm indica asupra unui efect de
stimulare asupra sintezei si respectiv, a cantitatii de clorofila acumulate in biomasa, cu
conturarea acestui efect pentru concentratiile mai mari a acestui tip de nanoparticule.
AUNP (Ctr) cu dimensiunea de 10 nm si-au manifestat efectul stimulator in cazul
concentratiilor mari din sirul dozelor aplicate. Valorile crescute ale raportului clorofila /
caroten au fot stabilite pentru cultura S. platensis cultivata in prezenta nanoparticulelor
de Ag si de Au stabilizate cu polietilen glicol si care coreleaza cu valorile crescute ale
continutului de biomasa [3].

Concluzii

AgNP si AuNP cu dimensiunile de 10 nm si 20 nm, stabilizate in citrat,
suplimentate la mediul de cultivare a microalgei P. cruentum la inceputul fazei de
latentd, nu modifica substantial productivitatea pe durata unui ciclu de cultivare.
Cantitatea de biomasa produsd cuprinde valori in limitele fiziologice ale culturii
microalgale.

Pentru nanoparticulele de argint si de aur cu dimensiunile de 10 nm si 20 nm,
stabilizate in citrat, nu este caracteristic un efect toxic vizibil asupra functionarii
sistemului fotosintetic al P. cruentum. Efectul acestui tip de nanoparticule asupra
producerii de clorofila a si p - caroten pe durata cultivarii porfiridiumului este orientat
spre mentinerea functionalitatii sistemului fotosintetic, oscilatiile cantitative
manifestindu-se in functie de dimensiunile si concentratiile aplicate.

Rezultatele expuse in aceastd lucrare sunt parte a proiectului de cercetare
20.80009.5007.05 ,, Nanoparticule metalice biofunctionalizate — obtinerea cu ajutorul
cianobacteriilor §i microalgelor” din cadrul Programului de Stat (2020-2023),
Prioritatea Strategica Materiale, tehnologii si produse inovative.
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