Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr2(344) 2021 Microbiologie si Biotehnologie

https://doi.org/10.52388/1857-064X.2021.2.12

UNELE ASPECTE ALE APLICARII NANOPARTICULELOR
DE AUR IN BIOTEHNOLOGIA MICROALGEI
Porphyridium cruentum

Rudi Ludmila, Cepoi Liliana, Chiriac Tatiana, Valuta Ana, Djur Svetlana,
Miscu Vera, Dumbriveanu Veronica, Codreanu Liviu, Tasca Ion, Rotari Ion,
Rudic Valeriu

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie

Rezumat
Articolul prezintd rezultatele obtinute la investigarea actiunii nanoparticulelor de aur
(AuNP) asupra productivitatii microalgei rosii Porphyridium cruentum si continutului unor
compusi biologic activi de interes tehnologic in biomasa pe durata unui ciclu de cultivare.
Au fost utilizate AuNP stabilizate in citrat, cu dimensiunile de 5 nm 1n concentratii de la 0,5
la 1,5 nM, si de 10 nm in concentratii cuprinse intre 0,005 si 0,1 nM. Rezultatele obtinute
demonstreaza lipsa toxicitatii nanoparticulelor respective, confirmatd prin pastrarea unui
nivel adecvat al productivitatii microalgei si a continutului de proteine in biomasa. Pentru
fiecare dintre AuNP aplicate au fost stabilite concentratiile, care asigurd o acumulare sporita
a ficobiliproteinelor in biomasa de porfiridium.
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Introducere

Nanotehnologia reprezintd un domeniu al cercetdrii in continud dezvoltare. O
directie noud in cadrul nanotehnologiei este studiul procesului de obtinere a
nanoparticulelor functionalizate si de stabilire a proprietatilor acestora. Din varietatea de
nanoparticule explorate in prezent in diverse cercetari, nanoparticulele de aur (AuNP)
sunt extrem de remarcabile datoritd functionalitatii lor multiple si proprietatilor unice [1,
21].

Se stie, cd nanoparticulele din mediul acvatic pot modifica rata cresterii
microalgelor si valoarea nutritivd a biomasei (diverse macromolecule biologice si
compusi fenolici) care este apreciaté in calitate de supliment alimentar [9].

Aurul, fiind un element coloidal, este folosit de ani de zile ca vector in terapia
tumorala. AuNP sunt utilizate in producerea de conductoare si catalizatori, in calitate de
componente pentru cosmetice anti — imbatranire; in producerea de coloranti; producerea
dispozitivelor de memorie [8, 18, 27]. AuNP sunt cunoscute si pentru diverse aplicatii
medicale si activitati biologice [6].

Aurul este considerat a fi un metal mai putin toxic pentru organisme, cu exceptia
dimensiunilor nano, despre care se cunoaste ca sporesc toxicitatea lui [18].

S-a stabilit, cd toxicitatea nanoparticulelor pentru microalge depinde de natura lor
(dimensiunea particulelor, starea de oxidare, structura cristalind), dar si de concentratia,

126



Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr2(344) 2021 Microbiologie si Biotehnologie

mediile si conditiile de cultivare, precum si de caracteristicile de specie ale microalgelor.
In cazul microorganismelor acvatice, toxicitatea AuNP depinde de natura invelisurilor
si de capacitatea acestora de a forma conglomerate [10]. S-a demonstrat, ca
nanoparticulele de aur cu dimensiuni mici, nefunctionalizate, sunt mai toxice pentru
unele specii de microalge de apa dulce, astfel ca Chlamydomonas reinhardtii, dar si
marine, precum Phaeodactylum tricornutum [17, 23].

Cu toate acestea, au fost initiate cercetari de evaluare a efectelor stimulatoare ale
nanoparticulelor in cultivarea microalgelor in scopul intensificarii activitatii lor
biosintetice [26]. Spre exemplu, aplicarea AuNP stabilizate cu polietilenglicol de
dimensiuni mici la cultivarea in conditii de laborator a microalgei halofile Dunaliella
salina, a condus la stimularea cu circa 21% a productivitatii si cu circa 20 - 36% a
continutului de B-caroten In biomasa [14]. Efectul de stimulare a productivitatii a fost
caracteristic si pentru AuNP stabilizate in polivinilpirolidona (PVP) cu dimensiunile
cuprinse ntre 20 - 50 nm, la aplicarea lor In concentratia de 0,014 mg/ml la cultivarea
microalgei Raphidocelis subcapitata [5].

Dimensiunile mici si invelisul din polietilenglicol au determinat un nivel scazut de
toxicitate pentru AuNP utilizate In procesul de cultivare In volume mici i in sistem
inchis a cianobacteriei Spirulina platensis. A fost obtinuta o crestere cu 29,4 - 35,8% a
continutului de biomasa la cultivarea spirulinei in prezenta concentratiilor de 0,025 - 0,5
uM a acestor nanoparticule [3].

Microalga rosie Porphyridium cruentum este cunoscuta in calitate de producator al
unui sir de compusi biologic valorosi, printre care proteinele, ficobiliproteinele, acizii
grasi polienici omega-3, polizaharidele sulfatate, ultimele cu actiune antivirala
pronuntata prin inhibarea replicarii retrovirusurilor [7, 12, 13].

in calitate de stimulatori ai proceselor biosintetice la porfiridium au fost propuse
diferite substante — compusi organici, compusi minerali si coordinativi ai 3-d metalelor
[4, 12]. Sunt putine lucrari, care descriu rezultatele interactiunii porfiridiumului cu
nanoparticulele. Spre exemplu, a fost demonstrat ca aceasta microalga poate servi drept
matrice pentru biosinteza nanoparticulelor metalice [2]. De asemenea, a fost demonstrat
ca nanoparticulele de CdSe, in concentratii de 4,0 — 8,0 mg/1, asigurd o crestere cu 18,4
- 47% a cantitatii de biomasa — efect datorat, probabil, formarii unui sistem hibrid ,,NP
— ficoeritrind”, care capteaza foarte eficient lumina [20].
de dimensiuni mici (5 - 10 nm) in calitate de stimulatori in biotehnologia microalgei
Porphyridium cruentum.

Material si metode

In studiul dat au fost utilizate nanoparticule de aur (AuNP) cu dimensiunile de 5
si 10 nm (TEM), stabilizate in citrat (Merk).

In calitate de obiect de studiu a fost utilizata tulpina microalgei rosii Porphyridium
cruentum CNMN-AR-01 depozitatd in Colectia Nationalda de Microorganisme
Nepatogene (Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, Chisindu, Republica
Moldova). Pentru cresterea porfiridiumului s-a utilizat mediul nutritiv mineral Brody.
Conditiile de cultivare au fost urmatoarele: cantitatea de inoculum — 0,55 — 0,6 g/l
biomasa absolut uscatd (BAU); temperatura de 25 - 28°C, pH-ul mediului 6,8 - 7,2,
iluminarea continud de 50 - 57 umol photons m? s. Cultivarea microalgei a fost
realizatd in baloane Erlenmeyer de 100 ml, cu volumul experimental de 50 ml in regim
de agitare periodica lenta. Durata ciclului de cultivare — 14 zile.
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Cantitatea de biomasa a fost determinata prin inregistrarea absorbantei suspensiei
microalgale la lungimea de unda de 565 nm si recalculul cantitativ in baza curbei de
calibrare. Continutul de ficobiliproteine in biomasa a fost determinat in extractul hidric
in baza formulelor de calcul [24], iar cel de proteine — prin metoda Lowry [11].

Rezultate si discutii

AuNP cu dimensiunile de 5 nm stabilizate in citrat au fost adaugate Tn mediul de
cultivare al P. cruentum in concentratii de la 0,5 la 1,5 nM, iar cele cu dimensiunea de
10 nm - in concentratii de la 0,005 la 0,1 nM. Cultura de porfiridium a fost In contact cu
nanoparticulele pe durata intregului ciclu de cultivare. La final, biomasa microalgala a
fost colectata, determinata cantitatea ei si In aceasta, continutul unor compusi biochimici
de interes — proteine si ficobiliproteine.

Cantitatea de biomasa produsd de catre P. cruentum pentru fiecare varianta
experimentald de aplicare a AuNP este prezentata in figura 1.
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Figura 1. Cantitatea de biomasa produsa la cultivarea P. cruentum in prezenta AuNP
stabilizate in citrat

Concentratiile mici ale AUNP cu dimensiunile de 5 nm stabilizate cu citrat, nu au
influentat procesul de acumulare a biomasei de porfiridium. Cantitatea de biomasa
produsa de cdtre microalga a fost la limita de jos a valorilor specifice pentru tulpina
utilizata in acest studiu. O reducere cu 11% a cantitatii de biomasa a fost stabilita in
varianta experimentala cu utilizarea AUNP cu dimensiunile de 10 nm aplicate in
concentratiile 0,025 - 0,1 nM.

Astfel, rezultatele obtinute demonstreaza lipsa unui efect toxic al AUNP stabilizate
cu citrat. Se considera, ca compusii organici sau bioorganici aplicati in calitate de
stabilizatori pentru acoperirea nucleelor metalice ale nanoparticulelor, pot influenta in
mod diferit culturile de microalge si cianobacterii [25]. Pana in prezent nu a putut fi
demonstrat rolul invelisurilor organice In calitate de factor care ar modifica clar efectul
toxic al lor. Unii autori afirma ca stabilizatorii reduc toxicitatea nanoparticulelor, in timp
ce altii demonstreaza efectul lor invers. Astfel, AUNP nestabilizate, cu dimensiunile de
42 - 44 nm au inhibat cu 50% productivitatea algei D. subspicatus, in concentratia de
0,028 mg/ml si cea a algei R. subcapitata, in concentratia de 0,014 mg/ml. in cazul AuNP
stabilizate cu polivinilpirolodona (PVP), o reducere cu 50% a productivitatii microalgale
a fost stabilita la concentratia nanoparticulelor de 0,4823 mg/ml [4]. AUNP stabilizate in
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polietilenglicol, suplimentate la mediul mineral in concentratii de 0,054 — 0,135 mg/l au
stimulat cu circa 16 - 21% acumularea de biomasa a microalgei D. salina [14]. AUNP
stabilizate cu manoza, n concentratii mici au indus agregarea celulara in cultura
microalgei C. reinhardtii, iar AUNP stabilizate cu citrat au provocat o inhibitie a cresterii
microalgelor C. autotrophyca, N. atomus si P. tricornutum [17, 18]. in studiul realizat,
concentratiile AUNP stabilizate in citrat, in limitele aplicate, nu au modificat semnificativ
cantitatea de biomasa produsa de catre P. cruentum, care la sfarsitul ciclului de cultivate
a fost in limita valorilor specifice tulpinii date. In acest caz, nu este evident un patern
specific de actiune, dar se poate afirma, cd AuNP cu dimensiunile de 5 si 10 nm
stabilizate in citrat, in limitele de concentratii testate, nu sunt toxice pentru aceasta
cultura microalgala.

Continutul de proteine este unul dintre parametrii biochimici importanti, care
caracterizeaza calitatea biomasei microalgale. Acest parametru a fost monitorizat in
cadrul cercetarii, iar rezultatele obtinute pot fi urmarite in figura 2.
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Figura 2. Continutul de proteine (%) in biomasa produsa la cultivarea P. cruentum in
prezenta AuNP stabilizate in citrat

in majoritatea variantelor experimentale studiate, continutul de proteine in
biomasa de porfiridium a oscilat in limitele caracteristice martorului. Astfel, pentru
ambele tipuri de nanoparticule studiate, in limita concentratiilor aplicate, nu a fost
caracteristic nici efectul de stimulare, nici cel de reducere, clar conturate pentru sinteza
proteinelor.

Unii autori sugereaza ideea acumularii proteinelor in prezenta concentratiilor mici
de nanoparticule, ca rezultat al includerii mecanismelor de detoxifiere [15, 16]. in cazul
nostru, in baza lipsei modificarii continutului de proteine in biomasa microalgala poate
fi presupusa lipsa efectului toxic pentru concentratiile aplicate de AuNP stabilizate in
citrat.

Ficobiliproteinele sunt printre compusii biologic activi importanti ai
porfiridiumului si s-a demonstrat, ca sinteza si respectiv, acumularea lor este dependenta
de diferiti factori, printre care prezenta metalelor in mediul de cultivare. Spre exemplu,
pentru aceastd microalga a fost stabilitd o stimulare a sintezei ficobiliproteinelor la
cultivarea ei in prezenta fierului si cobaltului in concentratii de 3,15 si 6,30 ppm. A fost
demonstratd corelarea directd dintre acumularea metalelor in biomasa si sporul de
ficobiliproteine [19].

Nanoparticulele metalice pot fi utilizate in calitate de stimulatori ai sintezei
ficobiliproteinelor la diverse cianobacterii si microalge. Spre exemplu, aplicarea
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nanoparticulelor de oxid de titan in procesul de cultivare a cianobacteriei Synechocystis
sp. a condus la stimularea sintezei ficobiliproteinelor la cultura data, sporind cu 33,8 -
55% continutul acestor pigmenti in biomasa [28].

Figura 3 prezinta datele obtinute referitor la modificarile induse de AuNP incluse
in acest studiu asupra procesului de acumulare a ficobiliproteinelor In biomasa
Porphyridium cruentum.
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Figura 3. Continutul de ficobiliproteine in biomasa produsa la cultivarea P.cruentum in
prezenta AuNP stabilizate in citrat

Toate concentratiile de AuNP stabilizate in citrat si cu dimensiunile de 5 nm
aplicate la mediul de cultivare a porfiridiumului au indus o stimulare a sintezei
ficobiliproteinelor. Nu a fost determinata o corelare dintre concentratia nanoparticulelor
si valorile acestor proteine - pigmenti in biomasa de porfiridium (r=0,217). O crestere cu
circa 13 - 32% a continutului de ficobiliproteine in biomasa, a fost stabilita la aplicarea
concentratiilor de 0,5 - 1,5 nM, maximumul efectului de stimulare fiind caracteristic
pentru concentratiile de 0,75 nM si de 1,5 nM a AuNP stabilizate in citrat. In cazul AUNP
stabilizate in citrat de 10 nm, concentratiile de 0,005 — 0,025 nM ale lor nu au modificat
continutul de ficobiliproteine in biomasa microalgala.

Concentratiile de 0,05 - 0,1 nM ale AuNP stabilizate in citrat de 10 nm au sporit
cu circa 27 - 28% valorile ficobiliproteinelor in cultura microalgala. A fost stabilita
corelarea directa puternicd dintre concentratiile acestor nanoparticule si valorile
ficobiliproteinelor (r=0,812).

Prin urmare, AuNP stabilizate in citrat, cu dimensiunile de 5Snm si 10 nm, aplicate
la cultivarea microalgei P. cruentum se manifestd ca stimulatori ai sintezei
ficobiliproteinelor, iar efectul exercitat depinde de dimensiunea si concentratia
nanoparticulelor.

Concluzii

AuNP stabilizate in citrat si cu dimensiuniule de 5 nm si 10 nm aplicate in procesul
de cultivare dirijata a P. cruentum, nu induc modificéri in productivitatea microalgei si
continutul de proteine in biomasa, iar mentinerea acestor parametri la un nivel acceptabil
din punct de vedere biotehnologic demonstreaza lipsa efectului toxic al nanoparticulelor
studiate, In limita concentratiilor aplicate.

Concentratia nanoparticulelor reprezinta factorul principal, care determina
modificarile in componenta continutului de ficobiliproteine in directia stimularii sintezei
acestor pigmenti de catre cultura de porfiridium. Un screening detaliat al concentratiilor
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de nanoparticule de dimensiuni mici stabilizate in citrat poate evidentia concentratiile
lor optimale pentru dirijarea proceselor biosintetice la aceastda cultura microalgala in
scopul obtinerii biomasei cu Un continut biochimic programat.

In baza rezultatelor obtinute se contureazi posibilitatea dezvoltarii unor tehnologii
de cultivare a microalgei P. cruentum, in care AuNP stabilizate in citrat si de dimensiuni
mici au rol de stimulatori care asigura o acumulare dirijata a anumitor compusi biologic
activi de interes tehnologic in biomasa.

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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