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Rezumat
În articol sunt prezentate rezultatele studiului influenţei nanoparticulelor unor oxizi 
metalici (MgO, ZnO, nanocompoziţia ZnO/MgO, TiO2, Fe3O4) asupra biosintezei 
lipazelor exocelulare la tulpina de micromicete Rhizopus arrhizus CNMN-FD-03 
la cultivarea în profunzime. A fost stabilită modificarea nivelului activităţii lipolitice 
şi perioadei de sinteză maximă a lipazelor exocelulare în funcţie de compoziţia, 
dimensiunile şi concentraţia nanooxizilor, cât şi pH-ul iniţial al mediului de cultivare. 
Efectul biostimulator maximal a fost determinat de nanooxidul Fe3O4, cu dimensiunea de 
70 nm în concentraţii de 5 şi 10 mg/L. La cultivarea producătorului pe mediul nutritiv cu 
valoarea iniţială a pH-ului 8,0 activitatea lipolitică depăşeşte de 3 ori nivelul martorului, 
constituind 95576-101068 u/ ml faţă de 30000 u/ml în varianta martor. 
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Введение
Для повышения биосинтетических способностей штаммов микромицетов 

- продуцентов гидролаз используются классические подходы в сочетании с 
новыми технологическими и физико-химическими решениями как, например, 
применение электромагнитных волн низких частот, координационных 
соединений переходных металлов [1-4]. В настоящее время возрастающее 
внимание уделяется перспективам использования материалов в диапазоне 
размеров до 100 нм, которые по своим физическим, химическим и биологическим 
свойствам отличаются от тех же веществ микронного и более крупного размера. 
Уникальные свойства наноматериалов и их биологическая активность находят 
широкое применение в микроэлектронике, энергетике, строительстве, химико-
фармацевтической, косметической, пищевой промышленности, в биологии и 
медицине [5, 6]. Неоднократно доказана эффективность применения наночастиц 
биогенных металлов в качестве стимуляторов роста, развития и продуктивности 
растений [7-10] 

Ряд авторов в своих работах отмечают выраженные свойства наночастиц 
стимулировать рост и биосинтез вторичных метаболитов у микроорганизмов-
продуцентов, что открывает перспективу их использования для управляемого 
культивирования микроорганизмов [11-15]. В особенности это относится к 
металлам и их нано соединениям. Отличительной особенностью наночастиц 
металлов является их меньший токсический эффект по сравнению с солями 
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металлов и способность активизировать физиологические и биохимические 
процессы в живой клетке. Высокая активность наночастиц специфически 
обусловлена их малыми размерами и высокоразвитой межфазной поверхностью, 
высокими адсорбционными свойствами, наличием ненасыщенных валентностей 
металла и образованием большого набора хелатных соединений [11, 16, 19-22].

Целью данной работы было изучить влияние нано-окислов некоторых металлов 
на биосинтетические способности микромицета Rhizopus arrhizus CNMN-FD-03 
– активного продуцента внеклеточных липолитических ферментов.

Материал и методы
Объектом исследований служил штамм микромицета Rhizopus arrhizus 

CNMN-FD-03, отобранный как перспективный продуцент внеклеточных 
ферментов липолитического действия [23]. Штамм хранится в Национальной 
коллекции непатогенных микроорганизмов Республики Молдова при Институте 
микробиологии и биотехнологии АНМ.

Культивирование штамма осуществлялось при температуре 28-30°С в 
конических колбах Эрленмейера объемом на 500 мл со 100 мл питательной 
среды, на качалках (180-220 об/мин.), на среде ранее подобранного состава, (г/л): 
соевая мука – 35,0; (NH4)2SO4 – 1,0; K2HPO4 – 5,0; pH – 8,0 и 4,0. В качестве 
посевного материала использовалась водная суспензия спор 30-и дневной 
культуры, выращенной на скошенной сусло-агаровой среде, в количестве 10% 
от инокулированного объема в концентрации 106 спор/мл. Культивирование 
продуцента производилось в течение 1-4 суток.

Было изучено влияние окислов металлов: MgO (10,2 нм); ZnO/MgO в 
соотношении 1:4 (11,7/10,2 нм); ZnO (11,7 нм); TiO2 (30 нм); Fe3O4 (10 нм, 30 нм, 
70 нм и 80-90 нм). Наночастицы вносились в питательные среды в различных 
концентрациях (2,5; 5,0; 10,0; 15,0 мг/л) одновременно с посевным материалом. 
В качестве контроля использовалась среда, не содержащая наночастицы. 

Липолитическую активность определяли по расщеплению оливкового 
масла до олеиновой кислоты, используя модифицированный метод Ота-Ямада, 
с использованием в качестве субстрата 40% эмульсию оливкового масла в 
поливиниловом спирте [24, 25].

Результаты и их обсуждение
На первых этапах исследования было проведено тестирование вышеназванной 

группы наночастиц по степени их влияния на энзиматическую активность липаз, 
синтезируемых микромицетом Rhizopus arrhizus CNMN-FD-03. Наночастицы 
окислов металлов вносились в питательную среду в концентрации 2,5 мг/л. 
Полученные результаты представлены в таблице 1 и показывают, что активность 
липолитических ферментов в экспериментальных вариантах с использованием 
наночастиц MgO, смеси ZnO/MgO (1:4) и ZnO сохраняется на уровне активности 
в контрольном варианте: 23437 ед/мл, 24062 ед/мл и 24375 ед/мл, соответственно, 
по сравнению с 25625 ед/мл в контроле. 

Интересные результаты получены при использовании наночастиц TiO2 и 
Fe3O4. В этих вариантах наблюдается увеличение активности внеклеточных липаз 
на 34,15% и 47,55%, соответственно, по сравнению с контролем. 
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Таблица 1. Изменение липолитической активности микромицета Rhizopus 
arrhizus CNMN-FD-03 под влиянием наночастиц окислов металлов (концентрация 
2,5 мг/л; 2 суток культивирования).

Наночастицы Размеры (нм)
Липолитическая активность
ед/мл %

MgO 10,2 23437±0,02 91,46
ZnO/MgO (1:4) 10,2/11,7 24062±0,03 93,90

ZnO 30 24375±0,03 95,12
TiO2 30 34375±0,01 134,15
Fe3O4 30 37812±0,02 147,55

контроль - 25625±0,01 100,0

Одним из ключевых параметров наночастиц, определяющим их физико-
химические и биологические свойства, являются их размеры. Для определения 
биологических свойств в зависимости от размеров, было изучено влияние 
наночастиц с разными размерами (10 нм, 30 нм, 70 нм и 80-90 нм) на 
липолитическую активность микромицета Rhizopus arrhizus CNMN-FD-03, в 
динамике его глубинного культивирования (1, 2, 3 сутки). 

Из результатов, представленных в таблице 2 и на рис. 1 видно, что 
в контрольном варианте липолитическая активность штамма составила  
13125 ед/мл (1 сутки), 30000 ед/мл (2 сутки) и 22500 ед/мл (3 сутки). То есть, 
максимум накопления внеклеточных липаз в контрольном варианте наблюдается 
на 2 сутки культивирования продуцента.

Таблица 2. Изменение липолитической активности микромицета Rhizopus 
arrhizus CNMN-FD-03 под влиянием наночастиц Fe3O4 с разными размерами.

Размеры
наночастиц

Конц.,
мг/л

1 сутки
ед/мл

2 сутки 
ед/мл 

3 сутки 
ед/мл

10 нм
2,5 21875±0,01 42500±0,02 28542±0,01
5,0 21146±0,01 42083±0,04 27500±0,04
10,0 22604±0,03 42916±0,01 30000±0,02

30 нм
2,5 18375±0,02 42500±0,01 31667±0,03
5,0 17937±0,01 40000±0,01 23542±0,01
10,0 15750±0,01 37500±0,02 23750±0,02

70 нм
2,5 13296±0,03 36639±0,00 78450±0,00
5,0 13387±0,01 37107±0,02 95576±0,01
10,0 13565±0,01 37188±0,01 101068±0,00

80-90 нм
2,5 11943±0,04 26172±0,03 24729±0,00
5,0 11650±0,02 26952±0,04 25844±0,00
10,0 12298±0,03 28125±0,04 26442±0,01

контроль - 13125±0,02 30000±0,01 22500±0,02

Результаты полученные в экспериментальных вариантах показывают, 
что тестированные наночастицы, в зависимости от размеров и концентраций, 
оказывают различное воздействие на биосинтез липолитических ферментов 
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изучаемого штамма. Использование наночастиц Fe3O4 с малой размерностью  
(10 нм), уже в первые сутки культивирования штамма приводит к возникновению 
стимулирующего эффекта, который, в зависимости от концентрации, составляет 
61,11-72,22%, по сравнению с контролем того же дня (13125 ед/мл). На вторые 
сутки стимулирующий эффект несколько ниже и составляет 40,27-43,05%, по 
сравнению с контролем того же дня (30000 ед/мл), представляющим максимум 
для контроля. На третьи сутки наблюдается cнижение стимулирующего эффекта 
до 22,22-33,34% по отношению к контролю (22500 ед/мл). Варьирование 
активности липаз в зависимости от концентрации представляется не столь 
значительным, однако все же можно отметить, что при использовании наночастиц 
с малой размерностью (10 нм) наибольший стимулирующий эффект получен при 
концентрации наночастиц 10 мг/л.

Рисунок 1. Изменение липолитической активности микромицета Rhizopus 
arrhizus CNMN-FD-03 под влиянием наночастиц Fe3O4 с разными размерами и 
концентрациями.( 2,5; 5,0; 10 мг/л).

Воздействие наночастиц с более крупными размерами (30 нм) на биосинтез 
липаз осуществляется несколько по-другому. В первые сутки, как и при 
использовании наночастиц с размерами в 10 нм, возникает стимулирующий 
эффект, но он значительно ниже и с повышением концентрации от 2,5 мг/л до 
10 мг/л снижается от 40,0% до 20,0%, по отношению к контролю (13125 ед/мл).  
На вторые сутки культивирования эта зависимость сохраняется. Стимулирующий 
эффект снижается от 41,66% до 25,0% по отношению к контролю  
(30000 ед/мл). Оптимальной для наночастиц Fe3O4 с размерами 30 нм является  
концентрация 2,5 мг/л. 

Воздействие наночастиц Fe3O4 с размерами 70 нм осуществляется 
в замедленном режиме, очевидно, в связи с большей затрудненностью 
их прохождения через цитоплазматическую мембрану. В первые сутки 
культивирования штамма эффект от использования наночастиц практически 
нейтральный 1,10-3,35% (контроль 13125 мг/л). На вторые сутки наблюдается 
нарастание стимулирующего эффекта, колебания которого в зависимости от 
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использованной концентрации незначительные и составляют 22,13-23,96% по 
отношению к максимальному контролю (30000 ед/мл). Наилучшие результаты 
получены на третьи сутки культивирования продуцента. Активность липаз в 
зависимости от использованной концентрации составляет 78450-101068 ед/мл, 
то есть увеличивается на 248,67-349,19% по отношению к контролю третьих 
суток (22500 ед/мл) и на 161,18-236,89% по сравнению с максимальным  
контролем (30000 ед/мл). 

В вариантах эксперимента с наночастицами Fe3O4 с самыми крупными 
размерами (80-90 нм) в первые и вторые сутки культивирования продуцента 
отмечено незначительное снижение активности липаз по сравнению с 
соответствующими контролями. Активности липаз в оптимизированных 
вариантах составляет 87,24-93,75% по сравнению с контролями того же дня 
и только на 3 сутки культивирования штамма наблюдается незначительное 
увеличение ферментной активности на 9,91% (конц. 2,5 мг/л), 14,86% (конц. 5 
мг/л) и 17,52% (конц. 10 мг/л) по сравнению с контролем того же дня (22500 ед/
мл). Повышение концентрации наночастиц Fe3O4 до 15 мг/л приводит к снижению 
липолитической активности во всех вариантах, независимо от размеров. 
Например, при применении наночастиц Fe3O4 с размерами 70 нм, в концентрации 
15 мг/л, активность липаз снижается от 101068 ед/мл (конц. 10 мг/л) до 55665 ед/
мл и составляет 185,55% от максимального контроля (30000 ед/мл). 

Таким образом, установлено, что наибольший стимулирующий эффект 
получен при использовании наночастиц с размерами 70 нм, в концентрации 5,0 и 
10,0 мг/л, что обеспечивает увеличение активности внеклеточных липаз штамма 
более, чем в 3 раза по сравнению с контролем. В настоящее время в литературе 
недостаточно сведений о взаимосвязи биосинтеза внеклеточных ферментных 
белков микроорганизмов и состоянии внутриклеточного обмена продуцентов. 
Однако, известно, что ионы железа оказывают положительное воздействие на 
функционирование электронно-транспортной системы, обеспечивая увеличение 
пула АТФ. Учитывая этот факт, можно предположить, что стимуляция биосинтеза 
внеклеточных липаз при применении наночастиц Fe3O4 с размерами 10-70 нм 
может быть обусловлена повышением энергообеспеченности этого процесса, 
который является весьма энергоемким – на создание одной пептидной связи 
затрачивается 16,9 калорий [26-28].

Более значительный стимулирующий эффект, установленный при 
использовании наночастиц Fe3O4 с размерами 70 нм, может быть обеспечен тем, 
что в отличие от размеров 80-90 нм, наночастицы с размерами 10-70 нм, благодаря 
меньшим размерам, могут свободно пройти через цитоплазматическую мембрану 
микромицета и принять прямое участие в происходящих в клетке процессах, как 
биосинтез ферментных белков и их переход из неактивного предшественника 
в активное состояние путем придания глобулярной конфигурации с помощью 
образования дисульфидных мостиков.

Внеклеточные липазы, синтезируемые микромицетом Rhizopus arrhizus 
CNMN-FD-03, относятся к серин-гистидиновым ферментам, для проявления 
каталитической активности которых необходимо образование 6 дисульфидных 
мостиков [24, 29-30]. Следовательно, наночастицы Fe3O4 в клетке могут играть 
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роль не микроэлементов, а поставщиков энергии. Этим можно объяснить 
увеличение числа каталитически активных молекул внеклеточных липаз более 
чем в 3 раза, по сравнению с максимальным контролем, при использовании 
наночастиц Fe3O4 с размерами 70 нм, а также, проявление максимума накопления 
внеклеточных липаз изучаемого штамма на сутки позже (3 суток в отличие от 2 
суток в контроле).

Следующим этапом исследований было проведение экспериментов 
по глубинному культивированию микромицета Rhizopus arrhizus CNMN-
FD-03 при использовании наночастиц Fe3O4 с оптимальными размерами 
(70 нм) и оптимальными концентрациями (5,0 и 10,0 мг/л) в расширенном 
диапазоне некоторых технологических параметров: 4 суток культивирования  
(1, 2, 3, 4 сутки) и различные значения исходной кислотности среды – щелочной 
(рН 8,0) и кислой (рН 4,0). Целью эксперимента было выявить влияние исходного 
значения рН среды на биологические свойства наночастиц и подобрать 
оптимальные условия глубинного культивирования продуцента в присутствии 
наночастиц Fe3O4 с размерами 70 нм. Результаты, представленные в таблице 3 и 
на рис. 2, показывают, что в контрольных вариантах, полученных при исходном 
щелочном значении рН питательной среды (рН 8,0) уровень липолитической 
активности колеблется в пределах, полученных в предыдущих опытах: 13083 
ед/мл (1 сутки); 28750 ед/мл (2 сутки); 21625 ед/мл (3 сутки) и 12125 ед/мл  
(4 сутки). Максимум активности наблюдается на 2 сутки культивирования 
штамма. Величины липолитической активности продуцента в контрольных 
вариантах, полученных при кислом (рН 4,0) значении рН исходной кислотности 
среды, были значительно ниже, чем при щелочном (рН 8,0) значении: 4812 ед/мл 
(1 сутки); 14916 ед/мл (2 сутки); 12250 ед/мл (3 сутки) и 9875 ед/мл (4 сутки). 

Таблица 3. Изменение липолитической активности микромицета Rhizopus 
arrhizus CNMN-FD-03 под влиянием наночастиц Fe3O4 с оптимальными размерами (70 
нм) в динамике культивирования на средах с различной исходной кислотностью.

Исходный pH 
среды

конц.,
мг/л

1 сутки 2 сутки 3 сутки 4 сутки
ед/мл ед/мл ед/мл ед/мл

pH 8,0
5,0 13445±0,01 35916±0,03 90667±0,01 15250±0,01
10,0 13591±0,01 35833±0,01 95208±0,00 15791±0,01

контроль 13083±0,01 28750±0,02 21625±0,02 12125±0,01

рН 4,0
5,0 4803±0,06 14167±0,01 12416±0,01 8958±0,03
10,0 4696±0,03 14083±0,01 11875±0,02 9583±0,02

контроль 4812±0,09 14916±0,03 12250±0,02 9875±0,02

Результаты показывают, что изменение исходного значения рН среды в кислую 
сторону (рН 4,0) приводит к уменьшению липолитической активности штамма 
по сравнению со значениями при рН 8,0, в контрольных вариантах в 2,73 раза  
(1 сутки); 1,92 раза (2 сутки); 1,76 раз (3 сутки) и 1,23 раза (4 сутки). Причем видно, 
что к 4-ым суткам культивирования штамма разрыв в величинах активности, 
получаемых при разных значениях исходной рН среды, постепенно уменьшается. 
В оптимизированных вариантах, полученных при исходном щелочном значении 
(рН 8,0) питательной среды, получены результаты, подтверждающие результаты 
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предыдущих экспериментов и свидетельствующие о возможности получения 
значительного стимулирующего эффекта при использовании наночастиц Fe3O4 с 
размерами 70 нм, взятых в концентрациях 5,0 и 10,0 мг/л.

В данном эксперименте, на 3 сутки культивирования продуцента в этих 
условиях, получено увеличение липолитической активности штамма более, 
чем в 3 раза по сравнению с максимальным контролем (2 сутки): 90667 ед/мл  
(конц. 5 мг/л) и 95208 ед/мл (конц. 10 мг/л) по сравнению с 28750 ед/мл  
в контроле.

При исходном кислом значении рН (рН 4,0) среды в экспериментальных 
вариантах происходит резкое снижение липолитической активности микромицета 
практически до уровня контрольных вариантов, полученных при этом же кислом 
значении рН среды. Отмеченные колебания активности липаз находятся в 
интервале: 92,33% - 101,67% от соответствующих контролей. При этом почти 
полностью исчезает стимулирующий эффект наночастиц, отмеченный при 
щелочном рН 8,0.

Рисунок 2. Изменение липолитической активности микромицета Rhizopus 
arrhizus CNMN-FD-03 под влиянием наночастиц Fe3O4 с оптимальными размерами 
(70 нм) в концетрациях 5 и 10 мг/л.

Полученные результаты позволяют предположить, что изменение исходной 
кислотности питательных сред от щелочного рН 8,0, оптимального для 
биосинтеза липаз для изучаемого штамма, в кислую сторону (рН 4,0) приводит 
как к изменению уровня ферментообразования штамма Rhizopus arrhizus  
CNMN-FD-03, так и к изменению биологических свойств наночастиц Fe3O4, что 
может быть связано с изменением их второго, не менее важного параметра, как 
дзета-потенциал, который возникает при перемещении наночастиц между слоем 
ионов на поверхности частиц и слоем ионов среды, окружающей частицы. 

ζ-Потенциал обуславливает способность частицы сорбироваться на 
поверхности и зависит от рН окружающей среды. Различный ζ-потенциал также 
может быть причиной наличия или отсутствия токсичности наночастиц [16, 31].
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Выводы
Использование наночастиц Fe3O4, отобранных по результатам проведенного 

скрининга, при глубинном культивировании микромицета Rhizopus 
arrhizus CNMN-FD-03 – перспективного продуцента внеклеточных липаз, 
провоцирует возникновение стимулирующего эффекта, уровень которого 
варьирует в значительных пределах в зависимости от размеров наночастиц 
(10 нм, 30 нм, 70 нм, 80-90 нм) и использованной концентрации (2,5; 5,0; 10,0;  
15,0 мг/л), а также к изменению периода проявления максимума накопления 
липолитических ферментов.

Наибольший стимулирующий эффект получен при использовании наночастиц 
Fe3O4 с размерами 70 нм, взятых в концентрациях 5,0 и 10,0 мг/л, что обеспечивает 
увеличение липолитической активности продуцента в более чем в 3 раза по 
сравнению с контролем.

Изменение исходного значения кислотности питательной среды от 
оптимального (рН 8,0) для изучаемого штамма в кислую сторону (рН 4,0) 
приводит как к изменению уровня ферментообразования у продуцента, так и 
биологических свойств наночастиц Fe3O4.
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