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(54)  Procedeu de apreciere a toxicităţii nanoparticulelor cu ajutorul microalgei 
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Rezumat 

(57) Rezumat: 
1                                                                                        2 

Invenţia se referă la nanobiotehnologie, in 

special la un procedeu de apreciere a toxicităţii 

nanoparticulelor pentru microalge şi poate fi 

utilizată în calitate de parte componentă a 

sistemelor de monitorizare a calităţii mediului 

şi a inofensivităţii proceselor tehnologice de 

sinteză şi utilizare a nanoparticulelor. 

Procedeul, conform invenţiei, include culti-

varea microalgei roşii Porphyridium cruentum 

timp de 6 ore pe mediu nutritiv, cu adăugarea 

peste o oră după inocularea microalgei a 

nanoparticulelor în diferite concentraţii, după 

care în biomasa algală se determină conţinutul 

de dialdehidă malonică, totodată sunt consi-

derate toxice concentraţiile de nanoparticule 

care provoacă creşterea conţinutului de 

dialdehidă malonică în biomasă. 

Revendicări: 1 
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(54)  Method for assessing the toxicity of nanoparticles by means of red 
microalga Porphyridium cruentum     

 
(57) Abstract: 

1                                                                                        2 
The invention relates to nanobiotechno-

logy, in particular to a method for assessing the 

toxicity of nanoparticles to algae and can be 

used as component part of the systems for 

monitoring the environment quality and safety 

of nanoparticle utilization and synthesis 

technological processes. 

The method, according to the invention, 

comprises the cultivation of red microalga 

Porphyridium cruentum for 6 hours on a 

nutrient medium with addition in an hour after 

microalga inoculation of nanoparticles in 

different concentrations, afterwards in the alga 

biomass is determined the content of malonic 

dialdehyde, at the same time are considered 

toxic the concentrations of nanoparticles that 

cause the enhancement of malonic dialdehyde 

content in the biomass. 

Claims: 1 

 
 
 
 

(54)  Способ оценки токсичности наночастиц при помощи красной 
микроводоросли Porphyridium cruentum     

 
(57) Реферат: 

1                                                                                        2 
Изобретение относится к нанобио-

технологии, в частности к способу оценки 

токсичности наночастиц для микроводо-

рослей и может быть использованo в 

качестве составной части систем мони-

торинга качества среды и безопасности 

технологических процессов синтеза и 

использования наночастиц. 

Способ, согласно изобретению, вклю-

чает культивирование красной микро-

водоросли Porphyridium cruentum в течение 

6 часов на питательной среде, с добав-

лением через час после инокуляции 

микроводоросли наночастиц в  разных 

концентрациях, после чего в биомассе 

водоросли определяется количество мало-

нового диальдегида, при этом считаются 

токсичными концентрации наночастиц 

которые способствуют повышению коли-

чества малонового диальдегида в биомассе. 

П. формулы: 1 
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Descrie re

Descriere: 

Invenţia se referă la nanobiotehnologie, in special la procedeele de stabilire a 
toxicităţii nanoparticulelor cu ajutorul indicatorilor biologici în baza activităţii 
antioxidante a biomasei şi poate fi utilizată în calitate de parte componentă a sistemelor 
de monitorizare a calităţii mediului şi a inofensivităţii proceselor tehnologice de sinteză şi 5 
utilizare a nanoparticulelor. 

Dezvoltarea nanotehnologiei care se înregistrează în ultimele decenii a înregistrat 
deosebite succese, în special la nivelul nanomaterialelor, care se caracterizează prin 
eminenţă atât din punct de vedere al cunoaşterii fundamentale, cât şi din punct de vedere 
al aplicărilor practice. 10 

Paralel cu dezvoltarea acestei ramuri de perspectivă a ştiinţei, creşte riscul expunerii 
omului şi a mediului la acţiunea nanomaterialelor. Deoarece mediul acvatic este foarte 
vulnerabil faţă de contaminarea directă sau indirectă cu nanoparticule, studiul reacţiilor de 
răspuns a organismelor acvatice la acţiunea acestor materiale este foarte oportună. 

Sistemele hibride nanomateriale  microorganismele, oferă posibilitatea de a efectua 15 
un studiu perfect al toxicităţii nanoparticulelor asupra organismului şi al posibilelor efecte 
benefice ale lor. 

Microalgele prezintă obiecte foarte comode şi reprezentative, care oferă facilităţi 
enorme in modelarea diferitor efecte şi stabilirea mecanismelor de acţiune a diferitor 
compuşi asupra proceselor vitale din celulă, de aceea anume aceste obiecte acvatice sunt 20 
obiecte model foarte comode pentru stabilirea posibilelor efecte toxice. 

In prezent mai multe specii de microalge (Chlamydomonas reinhardtii, Euglena 
gracilis, Chlorella vulgaris, Scenedesmul sp. ş.a.) sunt utilizate în calitate de modele 
pentru stabilirea toxicităţii diferitor tipuri de nanomateriale. În calitate de repere se 
apreciază diferiţi indicatori fiziologici, biochimici şi genetic moleculari. 25 

Este cunoscut procedeul de stabilire a toxicităţii nanoparticulelor cu utilizarea 
microalgei Chlorella vulgaris, care presupune efectuarea testului de inhibiţie a creşterii 
algei. Procedeul presupune expunerea culturii de microalgă, aflată la etapa de creştere 
exponenţială, acţiunii nanomaterialelor în diferite concentraţii şi calcularea ratei de 
inhibiţie a creşterii în baza relaţiei matematice: RI(rata de inhibiţie)=(1-N/No)x100%, 30 
unde N  numărul de celule intr-un ml de suspensie cu adaos de nanomateriale, iar No  
numărul de celule într-un ml de suspensie a culturii control [1]. 

Neajunsul acestui procedeu constă în faptul că diferenţe semnificative în rata de 
creştere a microalgei la diferite concentraţii de nanoparticule pot fi înregistrate la cel puţin 
72 ore de la expunere. Astfel, durata totală a cultivării clorelei este de minimum 8 zile, 35 
ceea ce ridică semnificativ costul aplicării procedeului dat. Răspunsul cu referire la 
nivelul de toxicitate al nanoparticulelor, de asemenea, poate fi obţinut nu mai devreme 
decat in acest termen. 

Mai este cunoscută şi aplicarea testelor antioxidante în scopul stabilirii toxicităţii 
diferitor substanţe pentru culturile microalgale. Astfel, pentru a aprecia toxicitatea 40 
diferitor substanţe pentru Euglena gracilis in calitate de reper sunt aplicate atat teste de 
stabilire a activităţii antioxidante, cât şi teste de microscopie. Acest test include 
cuantificarea radicalului OH, stabilirea activităţii antioxidante totale, testul microscopic 
de viabilitate cu aplicarea diacetatului de fluoresceină [2]. Acest test este recomandat in 
calitate de test biologic in vitro pentru stabilirea toxicităţii poluanţilor acvatici. 45 

Neajunsul acestui tip de testare constă în faptul că procedura este una foarte 
laborioasă, care necesită aplicarea tehnicilor sofisticate de analiză (gaz-cromatografie, 
microscopie fluorescentă) şi investiţii materiale şi de timp substanţiale. 

Cea mai apropiată soluţie de obiectul revendicat constituie procedeul de evaluare a 
toxicităţii nanoparticulelor cu utilizarea algei verzi Chlamydomonas reinhardtii. Acest 50 
model include aprecierea creşterii culturii, nivelul de peroxidare lipidică, transcripţia 
genelor cat, sodl, gpx, ptox2. In cadrul acestui model unul din teste este cel de 
determinare a nivelului de dialdehidă malonică în biomasa microalgală. Esenţa acestui 
model constă în aplicarea în ansamblu a acestor teste specifice [3]. 

Neajunsul acestui procedeu constă în faptul că pentru a stabili nivelul de toxicitate al 55 
nanoparticulelor este necesar de a efectua mai multe teste costisitoare. Cantitatea 
dialdehidei malonice în biomasa de clamidomonadă creşte, atingând maximum la 12 ore 
de contact al celulelor cu nanoparticulele, după care scade esenţial. Microalga 
Chlamydomonas reinhardtrii apare in cadrul acestui studiu ca un obiect incomod pentru 
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aplicarea testului de cuantificare a dialdehidei malonice in aprecierea gradului de 
toxicitate a nanoparticulelor. Aceasta reiese din lipsa corelaţiei între cantitatea de 
dialdehidă malonică în biomasă la etapele incipiente de acţiune şi cantitatea de biomasă 
obţinută la finele ciclului de creştere a microalgei. 

Problema pe care o rezolvă prezenta invenţie constă în elaborarea unui procedeu sigur, 5 
eficient, reproductibil, rapid şi uşor de realizat, de stabilire a toxicităţii nanoparticulelor 
cu utilizarea microalgei roşii Porphyridium cruentum. 

Esenţa invenţiei constă în aceea că se propune un procedeu de apreciere a toxicităţii 
nanoparticulelor pentru microalge, care constă în cultivarea microalgei roşii 
Porphyridium cruentum timp de 6 ore pe un mediu nutritiv cu adăugarea peste o oră după 10 
inocularea microalgei a nanoparticulelor în diferite concentraţii, după care în biomasa 
algală se determină conţinutul de dialdehidă malonică, totodată sunt considerate toxice 
concentraţiile de nanoparticule care provoacă creşterea conţinutului de dialdehidă 
malonică în biomasă. 

Rezultatul tehnic al invenţiei constă în faptul că nivelul de toxicitate al nano-15 
particulelor poate fi stabilit în termen de 8 ore, rezultatele fiind sigure şi reproductibile. 

Rezultatul tehnic obţinut se datorează faptului că biomasa de Porphyridium cruentum 
conţine cantităţi mari de acizi graşi polinesaturaţi, care sunt supuşi peroxidării în cazul 
acţiunii toxice a xenobioticelor. Reacţia de răspuns la acţiunea substanţelor străine este 
una promptă, care se manifestă din primele ore de interacţiune. Nivelul de MDA 20 
(dialdehidă malonică), înregistrat în primele ore de interacţiune a microalgei 
Porphyridium cruentum cu xenobioticele, corelează cu cantitatea de biomasă la finele 
ciclului vital al culturii. Astfel decade necesitatea de a reproduce ciclul vital integral 
pentru a observa efectul de inhibare a productivităţii, toxicitatea fiind exprimată prin 
creşterea nivelului de dialdehidă malonică. 25 

Exemple de realizare a invenţiei 
Exemplul 1 
Stabilirea toxicităţii nanoparticulelor de ZnSe 
Se prepară mediul nutritiv cu următoarea componenţă, g/l: NaCl  7,0; KCl  7,5; 

MgSO3·7H2O  1,8; Ca(NO3)·4H2O  0,15; KBr  0,05; KI  0,05; K2HPO4  0,2 şi 1,0 30 
ml/l soluţie de microelemente, ce conţine, mg/l: FeCl3·6H2O  2,7; NaVO3  0,05; 
ZnSO4·5H2O  0,02; CuSO4·5H2O  0,05; MnSO4·5H2O  0,3; H3BO3  0,6; MoO3  
0,02. În mediul preparat se adaugă inoculum de Porphyridium cruentum in cantitate de 
0,6 g/l biomasă absolut uscată. Cultura este expusă la temperatura de 22oC, la iluminare 
constantă de 3000 lx cu agitare periodică. 35 

Peste o oră după inocularea microalgei la suspensia celulară se adaugă nanoparticule 
de ZnSe (cu dimensiunea de 35 nm) în cantităţi de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l. Proba 
martor este expusă la condiţii similare în lipsa nanoparticulelor. După 6 ore de 
interacţiune probele se separă în două. Din prima porţie biomasa de microalgă este 
separată de mediul nutritiv prin centrifugare, spălată cu soluţie izotonică de acetat de 40 
amoniu şi standardizată la concentraţia de 10 mg/l. În biomasa obţinută a fost determinată 
cantitatea de dialdehidă malonică. 

Pentru aceasta la probele de biomasă (1 ml biomasă standardizată) se adaugă 1 ml acid 
tiobarbituric 0,67% şi 1 ml acid tricloracetic 15%, după care probele sunt supuse incubării 
pentru 1 oră la 95oC. Probele se răcesc pe gheaţă timp de 5 min şi se centrifughează timp 45 
de 15 min la 3000 g. Concentraţia dialdehidei malonice se măsoară la 532 nm, iar calculul 
se efectuează cu utilizarea coeficientului extincţiei molare a complexului dialdehidei 
malonice calculat la proteină sau % inhibiţie faţă de proba martor pozitiv. Formula de 
calcul aplicată este: 

C=Abs·f/K, unde: 50 
C  concentraţia dialdehidei malonice, mol/ml; 
Abs  absorbanţa probei la lungimea de undă de 532 nm; 
f  coeficientul de diluţie; 
K  coeficientul de extincţie MDA (1,56·105M-1 cm-1). 
Valorile calculate pentru probele experimentale sunt raportate la valoarea MDA in 55 

proba martor şi se exprimă în % M. 
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Sunt considerate toxice concentraţiile de nanoparticule de ZnSe care provoacă 
creşterea veridică din punct de vedere statistic a conţinutului de dialdehidă malonică în 
biomasă. 

Pentru a confirma rezultatele obţinute prin aplicarea procedeului propus cea de a doua 
parte a probelor este lăsată pentru a parcurge întregul ciclu de dezvoltare a culturii, iar la 5 
începutul etapei staţionare de creştere se apreciază cantitatea de biomasă obţinută.  

Rezultatele sunt prezentate in tab. 1. 
Tabelul 1 

 
Nivelul de dialdehidă malonică şi cantitatea de biomasă de Porphyridium cruentum la 10 

acţiunea diferitor concentraţii de nanoparticule de ZnSe 
 

Concentraţia nanoparticulelor de ZnSe, mg/l Indicatorul 
monitorizat 0,1 0,5 1,0 1,5 2,0 

Biomasa, % M 102,23,1 78,73,0* 54,62,4* 51,63,2* 47,63,0* 
MDA, % M 100,92,6 1242,6* 132,21,8* 135,33,0* 135,92,6* 

* - p<0,01 
Datele din tab. 1 demonstrează că creşterea conţinutului de MDA în biomasa de 

microalgă, după 6 ore de contact cu nanoparticulele de ZnSe în concentraţii de la 0,5 mg/l 15 
în sus, se asociază cu o scădere a cantităţii de biomasă care se acumulează la finele 
ciclului de creştere a culturii. Rezultatele prezentate confirmă posibilitatea aprecierii 
precoce a nivelului de toxicitate al nanoparticulelor in baza testului de determinare a 
produselor peroxidării lipidelor. 

Atenţie! Aprecierea cantităţii de biomasă la finele ciclului de cultivare a culturii de 20 
Porphyridium cruentum a fost efectuată doar pentru a confirma veridicitatea testului de 
apreciere a MDA în biomasă şi nu reprezintă o parte componentă a procedeului propus. 

Exemplul 2 
Stabilirea toxicităţii nanoparticulelor de ZnS 
Se prepară mediul nutritiv cu următoarea componenţă, în g/l: NaCl  7,0; KCl  7,5; 25 

MgSO3·7H2O  1,8; Ca(NO3)·4H2O  0,15; KBr  0,05; KI  0,05; K2HPO4  0,2 şi 1,0 
ml/l soluţie de microelemente, ce conţine, mg/l: FeCl3·6H2O  2,7; NaVO3  0,05; 
ZnSO4·5H2O  0,02; CuSO4·5H2O  0,05; MnSO4·5H2O  0,3; H3BO3  0,6; MoO3  
0,02. In mediul preparat se adaugă inoculum de Porphyridium cruentum in cantitate de 
0,6 g/l biomasă absolut uscată. Cultura este expusă la temperatura de 22oC, la iluminare 30 
constantă de 3000 lx cu agitare periodică. 

Peste o oră după inocularea microalgei la suspensia celulară se adaugă nanoparticule 
de ZnS (cu dimensiunea de 3035 nm) în cantităţi de 2, 4, 6, 8, 10 mg/l. Proba martor 
este expusă la condiţii similare în lipsa nanoparticulelor. După 6 ore de interacţiune 
probele se separă în două. Din prima porţie biomasa de microalgă este separată de mediul 35 
nutritiv prin centrifugare, spălată cu soluţie izotonică de acetat de amoniu şi standardizată 
la concentraţia de 10 mg/l. În biomasa obţinută a fost determinată cantitatea de dialdehidă 
malonică. Pentru aceasta la probele de biomasă (1 ml biomasă standardizată) se adaugă 1 
ml acid tiobarbituric 0,67% şi 1ml acid tricloracetic 15%, după care probele sunt supuse 
incubării timp de 1 oră la temperatura de  95oC. Probele se răcesc pe gheaţă timp de 5 min 40 
şi se centrifughează timp de 15 min la 3000 g. Concentraţia dialdehidei malonice se 
măsoară la lungimea de undă de 532 nm, iar calculul se efectuează cu utilizarea 
coeficientului extincţiei molare a complexului dialdehidei malonice calculat la proteină 
sau % de inhibiţie faţă de proba martor pozitiv. Formula de calcul utilizată: 

C=Abs·f/K, unde: 45 
C  concentraţia dialdehidei malonice, mol/ml; 
Abs  absorbţia probei la lungimea de undă de 532 nm; 
f  coeficientul de diluţie; 
K  coeficientul de extincţie MDA (1,56·105M-1 cm-1). 
Valorile calculate pentru probele experimentale sunt raportate la valoarea MDA din 50 

proba martor şi se exprimă în % M. 
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Pentru a confirma rezultatele obţinute în cadrul procedeului propus cea de a doua 
parte a probelor este lăsată pentru a parcurge întregul ciclu de dezvoltare a culturii, iar la 
începutul etapei staţionare de creştere se apreciază cantitatea de biomasă obţinută. 

 Rezultatele sunt prezentate in tab 2. 
Tabelul 2 5 

 
Nivelul de dialdehidă malonică şi cantitatea de biomasă de Porphyridium cruentum la 

acţiunea diferitor concentraţii de nanoparticule de ZnS 
 

Concentraţia nanoparticulelor de ZnS, mg/l Indicatorul 
monitorizat 2 4 6 8 10 

MDA,% M 114,52,6 126,73,0* 134,22,7* 135,62,5* 145,02,1* 
Biomasa, % M 82,32,6 60,71,7* 53,62,4* 50,93,3* 45,13,0* 

* - p<0,01. 10 
Datele din tab. 2 denotă că creşterea conţinutului de MDA în biomasa de microalgă 

după 6 ore de contact cu nanoparticulele de ZnS în concentraţii care depăşesc valoarea de 
4 mg/l se asociază cu o scădere a cantităţii de biomasă care se acumulează la finele 
ciclului de creştere a culturii. Rezultatele prezentate confirmă posibilitatea aprecierii 
precoce a nivelului de toxicitate al nanoparticulelor in baza testului de determinare a 15 
produselor peroxidării lipidice. 

Atenţie! Aprecierea cantităţii de biomasă la finele ciclului de cultivare a culturii de 
Porphyridium cruentum a fost efectuată doar pentru a confirma veridicitatea testului de 
apreciere a MDA în biomasă şi nu reprezintă o parte componentă a procedeului propus.  

 20 
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Procedeu de apreciere a toxicităţii nanoparticulelor pentru microalge, care constă 
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concentraţii, după care în biomasa algală se determină conţinutul de dialdehidă 
malonică, totodată sunt considerate toxice concentraţiile de nanoparticule care 
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