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Inventia se refet la nanobiotehnologie, in special la procedeelstdgilire a toxicitii nanoparticulelor cu ajutorul
indicatorilor biologici in baza activitii antioxidante a biomasei poate fi utilizas in calitate de parte compongiat
sistemelor de monitorizare a cafit mediului si a inofensivititii proceselor tehnologice de sinteg utilizare a
nanoparticulelor.

Dezvoltarea nanotehnologiei care se inregisiréaailtimele decenii a Tnregistrat deosebite sueces special la
nivelul nanomaterialelor, care se caracterizgain eminei atat din punct de vedere al cusieaii fundamentale,
catsi din punct de vedere al apiidlor practice.

Paralel cu dezvoltarea acestei ramuri de perspegtitintei, crete riscul expunerii omuluii a mediului la agunea
nanomaterialelor. Deoarece mediul acvatic estetdoaunlnerabil fga¢ de contaminarea diréctsau indirect cu
nanoparticule, studiul regitor de raspuns a organismelor acvatice lati@mea acestor materiale este foarte
oporturi.

Sistemele hibride nanomateriatemicroorganismele, oférposibilitatea de a efectua un studiu perfect silcttitii
nanoparticulelor asupra organismujuial posibilelor efecte benefice ale lor.

Microalgele prezirit obiecte foarte comodg reprezentative, care ofefacilitati enorme in modelarea diferitor
efectesi stabilirea mecanismelor detame a diferitor compgi asupra proceselor vitale din celutle aceea anume
aceste obiecte acvatice sunt obiecte model foarteode pentru stabilirea posibilelor efecte toxice.

Tn prezent mai multe specii de microalge (Chlamydoas reinhardtii, Euglena gracilis, Chlorella vulga
Scenedesmul sg.a.) sunt utilizate in calitate de modele pentabititea toxicititii diferitor tipuri de nanomateriale.
Tn calitate de repere se apredialiferiti indicatori fiziologici, biochimicisi genetic moleculari.

Este cunoscut procedeul de stabilire a toxicihanoparticulelor cu utilizarea microalgei Chllaevulgaris, care
presupune efectuarea testului de infeba craterii algei. Procedeul presupune expunerea cultlgiimicroalg,
aflati la etapa de cgtere expongimla, agiunii nanomaterialelor in diferite concenrasi calcularea ratei de
inhibitie a craterii In baza relgei matematice: Rl(rata de inhilg)=(1-N/N0o)x100%, unde N numirul de celule
ntr-un ml de suspensie cu adaos de nanomateidal®o — numirul de celule intr-un ml de suspensie a culturii
control [1].

Neajunsul acestui procedeu cdngt faptul @& difererte semnificative in rata de gtere a microalgei la diferite
concentrdi de nanoparticule pot fi Tnregistrate la cekipur2 ore de la expunere. Astfel, durata totalcultivirii
clorelei este de minimum 8 zile, ceea ce tidiemnificativ costul apligii procedeului dat. Bspunsul cu referire la
nivelul de toxicitate al nanoparticulelor, de asee® poate fi ginut nu mai devreme decét in acest termen.

Mai este cunosciltsi aplicarea testelor antioxidante Tn scopul stebtbxicitatii diferitor substate pentru culturile
microalgale. Astfel, pentru a aprecia toxicitaté@ritor substate pentru Euglena gracilis in calitate de reper sunt
aplicate atat teste de stabilire a aciiitantioxidante, cati teste de microscopie. Acest test include cuamtiéa
radicalului OHstabilirea activittii antioxidante totale, testul microscopic de viagbie cu aplicarea diacetatului de
fluorescein [2]. Acest test este recomandat Tn calitate debiesogic in vitro pentru stabilirea toxiaifi poluartilor
acvatici.

Neajunsul acestui tip de testare carist faptul & procedura este una foarte laborigasare necegitaplicarea
tehnicilor sofisticate de anatiz(gaz-cromatografie, microscopie fluores@ndi investiii materialesi de timp
substariale.

Cea mai apropiatsoluie de obiectul revendicat constituie procedeul dluare a toxicittii nanoparticulelor cu
utilizarea algei verzi Chlamydomonas reinhardticeat model include aprecierea stegii culturii, nivelul de
peroxidare lipidia, transcripia genelor cat, sodl, gpx, ptox2. In cadrul acestoidel unul din teste este cel de
determinare a nivelului de dialdehidnalonic (DAM) in biomasa microalgal Esena acestui model corisin
aplicarea in ansamblu a acestor teste specifice [3]

Neajunsul acestui procedeu cdnst faptul & pentru a stabili nivelul de toxicitate al nanoarelor este necesar
de a efectua mai multe teste costisitoare. Caaitaialdehidei malonice Tn biomasa de clamidomaraeste,
atingadnd maximum la 12 ore de contact al celuleornanoparticulele, ddpcare scade esgal. Microalga
Chlamydomonas reinhardtii apare in cadrul acedudis ca un obiect incomod pentru aplicarea testdk
cuantificare a dialdehidei malonice in aprecieresdglui de toxicitate al nanoparticulelor. Aceasigese din lipsa
corelgiei Intre cantitatea de dialdeBidhalonic Tn biomas la etapele incipiente detamesi cantitatea de biomas
oktinuta la finele ciclului de crgere a microalgei.

Problema pe care o rezalprezenta invegie const in elaborarea unui procedeu sigur, eficient, répetibil, rapid

si usor de realizat, de stabilire a toxigit nanoparticulelor cu utilizarea microalgesiidPorphyridium cruentum.
Esena inveniei consi in aceea & se propune un procedeu de apreciere a taicitanoparticulelor pentru
microalge, care corsfn cultivarea microalgei @ Porphyridium cruentum timp de 6 ore pe un meditritiv cu
adaugarea peste o »dupi inocularea microalgei a nanoparticulelor in dieegoncentrgi, dupa care in biomasa
algak se determia cortinutul de dialdehid malonic, totodaf sunt considerate toxice concefiita de
nanoparticule care provaacresterea cotinutului de dialdehid malonic in biomas.
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Rezultatul tehnic al inveiei const Tn faptul & nivelul de toxicitate al nanoparticulelor poatetbilit in termen de
8 ore, rezultatele fiind sigurg reproductibile.

Rezultatul tehnic giinut se datoredizfaptului & biomasa de Porphyridium cruentum tina cantititi mari de acizi
grasi polinesaturg, care sunt supil peroxidirii Tn cazul agunii toxice a xenobioticelor. Rega de &spuns la
agiunea substgrlor stiine este una promptcare se manifestdin primele ore de interdane. Nivelul de DAM,
inregistrat in primele ore de intetame a microalgei Porphyridium cruentum cu xendbéde, coreleaz cu
cantitatea de biomada finele ciclului vital al culturii. Astfel deca&dnecesitatea de a reproduce ciclul vital integral
pentru a observa efectul de inhibare a produdtivittoxicitatea fiind exprimat prin creterea nivelului de
dialdehidi malonici.

Exemple de realizare a invygzi

Exemplul 1

Stabilirea toxicitii nanoparticulelor de ZnSe

Se prepar mediul nutritiv cu urritoarea componeh g/l: NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSO3-7H20- 1,8;
Ca(NO3)-4H20- 0,15; KBr- 0,05; Kl - 0,05; K2HPO4- 0,2si 1,0 ml/l solgie de microelemente, ce qoe,
mg/l: FeClI3-6H2G- 2,7; NaVO3- 0,05; ZnS04-5H2G 0,02; CuS0O4-5H26 0,05; MnSO4-5H2G 0,3; H3BO3
- 0,6; MoO3- 0,02. in mediul preparat se adaligoculum de Porphyridium cruentum in cantitateOg@ g/l
biomag absolut uscat Cultura este expada temperatura de 220C, la iluminare congtal® 3000 Ix cu agitare
periodic.

Peste o ar dupi inocularea microalgei la suspensia celulse adauynanoparticule de ZnSe (cu dimensiunea de
3...5 nm) in cantiiti de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l. Proba martoreeskpug la condiii similare n lipsa
nanoparticulelor. Dup6 ore de interaiune probele se segiain dodi. Din prima potie biomasa de microaigeste
separat de mediul nutritiv prin centrifugare, &ptd cu solgie izotonica de acetat de amonii standardizdt la
concentrga de 10 mg/l. Tn biomasa ibuta a fost determinatcantitatea de dialdehidnalonici.

Pentru aceasta la probele de bioindsml biomag standardiza) se adaug1 ml acid tiobarbituric 0,67%i 1 ml
acid tricloracetic 15%, duipcare probele sunt supuse inguabpentru 1 o la 950C. Probele séigesc pe ghea
timp de 5 mirsi se centrifughediztimp de 15 min la 3000 g. Concentsadialdehidei malonice seasoat la 532
nm, iar calculul se efectuegazu utilizarea coeficientului extitiei molare a complexului dialdehidei malonice
calculat la proteilnsau % inhikje fata de proba martor pozitiv. Formula de calcul aplicste:

C=Abs-f/K, unde:

C - concentréia dialdehidei malonice, mol/ml;

Abs - absorbata probei la lungimea de uade 532 nm;

f — coeficientul de diltie;

K - coeficientul de extinge DAM (1,56-105M-1 cm-1).

Valorile calculate pentru probele experimentalet saportate la valoarea DAM in proba marbse exprind in %
M.

Sunt considerate toxice conceite de nanoparticule de ZnSe care provoaesterea veridia din punct de vedere
statistic a cotinutului de dialdehid malonic in biomas.

Pentru a confirma rezultatele totute prin aplicarea procedeului propus cea dewmgmarte a probelor estesht
pentru a parcurge intregul ciclu de dezvoltare leugy iar la Tnceputul etapei gianare de crgere se apreciaz
cantitatea de biomashinuta.

Rezultatele sunt prezentate in tab. 1.

Tabelul 1

Nivelul de dialdehid malonia si cantitatea de biomasie Porphyridium cruentum latamea diferitor concenttia
de nanoparticule de ZnSe

Indicatorul Concentrgia nanoparticulelor de ZnSe, mg/I
monitorizat 0,1 0,5 1,0 1,5 2,0
Biomasa, % M 102,2:3,1 78,23,0* 54,62 ,4* 51,6:3,2* 47,6:3,0*
DAM, % M 100,%*2,6 1242,6* 132,21,8* 135,33,0* 135,%2,6*
* - p<0,01

Datele din tab. 1 demonstréaz cresterea cotinutului de DAM in biomasa de microdlgdupi 6 ore de contact cu
nanopatrticulele de ZnSe in concetiirde la 0,5 mg/l in sus, se asociazi o sa@dere a cantitii de biomag care se
acumuleaz la finele ciclului de crgere a culturii. Rezultatele prezentate confinosibilitatea aprecierii precoce a
nivelului de toxicitate al nanoparticulelor in baeatului de determinare a produselor peraxidipidelor.
Aprecierea cantitii de biomas la finele ciclului de cultivare a culturii de Poigidium cruentum a fost efectdat
doar pentru a confirma veridicitatea testului decajere a DAM in biomdssi nu reprezirt o parte componehta
procedeului propus.

Exemplul 2

Stabilirea toxiciitii nanoparticulelor de ZnS

Se prepar mediul nutritiv cu urmitoarea componegiy in g/l: NaCl- 7,0; KCI - 7,5; MgS0O3-7H20- 1,8;
Ca(NO3)-4H20- 0,15; KBr- 0,05; Kl - 0,05; K2HPO4- 0,2si 1,0 ml/l solgie de microelemente, ce qore,
mg/l: FeClI3-6H2G- 2,7; NaVO3- 0,05; ZnS0O4-5H2G 0,02; CuS0O4-5H26 0,05; MnSO4-5H2G 0,3; H3BO3
- 0,6; MoO3- 0,02. in mediul preparat se adalgoculum de Porphyridium cruentum in cantitate0g@ g/l
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biomag absolut uscat Cultura este expada temperatura de 220C, la iluminare congtat@ 3000 Ix cu agitare
periodic.

Peste o ar dupi inocularea microalgei la suspensia celulse adaugynanoparticule de ZnS (cu dimensiunea de
30...35 nm) in cantiti de 2, 4, 6, 8, 10 mg/l. Proba martor este expaisondiii similare n lipsa nanoparticulelor.
Dupa 6 ore de interaune probele se segéin dou.. Din prima potie biomasa de microalgeste separaide mediul
nutritiv prin centrifugare, gati cu solygie izotonic de acetat de amongustandardizdtla concentrga de 10 mg/I.
Tn biomasa ofinuti a fost determinatcantitatea de dialdehidnalonici. Pentru aceasta la probele de biair@sml
biomas standardiza) se adauy1l ml acid tiobarbituric 0,67% 1ml acid tricloracetic 15%, ddpcare probele sunt
supuse inculrii timp de 1 o& la temperatura de 950C. Probele deesc pe ghea timp de 5 minsi se
centrifugheaz timp de 15 min la 3000 g. Concentsadialdehidei malonice seasoa# la lungimea de uridde 532
nm, iar calculul se efectuegazu utilizarea coeficientului extitiei molare a complexului dialdehidei malonice
calculat la proteifnsau % de inhibie fata de proba martor pozitiv. Formula de calcul utitiza

C=Abs-f/K, unde:

C - concentréia dialdehidei malonice, mol/ml;

Abs - absorlia probei la lungimea de uade 532 nm;

f — coeficientul de diltie;

K - coeficientul de extinge DAM (1,56-105M-1 cm-1).

Valorile calculate pentru probele experimentalet saportate la valoarea DAM din proba margiose exprind in %
M.

Pentru a confirma rezultateletotute in cadrul procedeului propus cea de a dou® paprobelor estésdat pentru
a parcurge intregul ciclu de dezvoltare a cultiaii,la Tnceputul etapei stanare de crgere se aprecidazantitatea
de bioma3s ohginuta.

Rezultatele sunt prezentate in tab 2.

Tabelul 2

Nivelul de dialdehid malonia si cantitatea de biomasie Porphyridium cruentum latamea diferitor concenttia
de nanoparticule de ZnS

Indicatorul Concentrgia nanoparticulelor de ZnS, mg/I
monitorizat 2 4 6 8 10
DAM,% M 114,5%2,6 126,#3,0* 134,22,7* 135,&2,5* 145,¢2,1*
Biomasa, % M 82,3t2,6 60,#1,7* 53,6:2,4* 50,%3,3* 45,13,0*
* - p<0,01.

Datele din tab. 2 denbtcid cregterea cotinutului de DAM in biomasa de microaglupi 6 ore de contact cu
nanoparticulele de ZnS in concegiiraare depsesc valoarea de 4 mg/l se asotiam 0 séidere a cantitii de
biomag care se acumuleada finele ciclului de crgere a culturii. Rezultatele prezentate confirposibilitatea
aprecierii precoce a nivelului de toxicitate al oparticulelor in baza testului de determinare adpselor
peroxidirii lipidice.

Aprecierea cantitii de biomas la finele ciclului de cultivare a culturii de Péryridium cruentum a fost efectéat
doar pentru a confirma veridicitatea testului decajgre a DAM in biomdissi nu reprezint o parte componehta
procedeului propus.



