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si separarea prin centrifugare a debriurilor celulare,
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PROCEDEU DE BIOSINTEZA A SUSPENSIILOR STABILE DE
NANOPARTICULELE DE SELENIU

Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unor suspensii stabile
de nanoparticule biogene de seleniu zerovalent, care sunt destinate Tn special aplicarii
ca biostimulanti pentru plante.

Sunt cunoscute diferite procedee pentru obtinerea nanoparticulelor biogene de
seleniu. Nanoparticulele de seleniu elementar (zerovalent), datorita raportului lor
ridicat suprafatd — volum, functioneaza ca rezervor de eliberare treptata a speciilor
chimice bioactive, ioni de seleniura, selenit si/sau selenat (Skalickova et al. 2017,
Nutrition, 33: 83-90). Astfel de specii de seleniu actioneaza asupra plantelor de cultura
ca biostimulanti anorgarnici (du Jardin, 2015, Scientia Horticulturae, 196: 3-14), pentru
marirea rezistentei la factorii de stres abiotici, amplificarii preluérii si utilizarii nutrientilor
si cresterii calitatii recoltei.

Desi se considera ca seleniul nu este un element esential pentru plante, n
ultimele decade s-a demonstrat ca seleniul stimuleaza cresterea plantelor (Hartikainen
si Xue, 1999, Journal of Environmental Quality, 28: 1372-1375; Xue et al. 2001, Plant
and Soil, 237: 55-61), are rol in protectia plantelor fata de factorii de stres biotici, agenti
fitopatogeni (Hanson et al. 2003, New Phytologist, 159: 461-469) si daunatori
(Mechora, 2019, Plants, 8, 262) si fatd de factorii de stres abiotici, inclusiv seceta
(Ahmad et al. 2016, Journal of the Science of Food and Agriculture 96: 372-380) si
amplificd asimilarea azotului si metabolismul compusilor azotati (Rios et al. 2010,
Journal of the Science of Food and Agriculture, 90(11), 1914-1919).

Pentru tratamentul plantelor sunt utilizati compusi anorganici de seleniu.
Speciile anorganice de seleniu au o toxicitate care scade in ordinea selenat > selenit
> seleniura > seleniul elemental / zerovalent (Nuttall, 2006, Annals of Clinical &
Laboratory Science 36: 409-420). In timp ce selenatul are o toxicitate acuta pentru
sobolan mai ridicata decét cea a cianurii de potasiu, seleniul zerovalent are o toxicitate
cu doua ordine de marime mai redusa (Olson, 1986, Journal of the American College
of Toxicology 5: 45-70). Nanoparticulele de seleniu zerovalent (SeNPs) au dovedit o
toxicitate chiar si mai redusa decéat cea a seleriului elemental (Shakibaie et al. 2013,
Pharmaceutical Biology 51: 58-63). In acelasi timp, eficacitatea nanoparticulelor de
seleniu (SeNPs) in inducerea seleno-enzimelor este comparabila cu cea a celei mai

eficiente forme de seleniu organic, seleno-metil-seleno-cisteina (SeMeSeCys) (Zhang
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et al. 2008, Toxicological Sciences 101: 22-31). SeMeSeCys este Insa un compus cu
toxicitate similara cu a selenatului si care se obtine prin sinteze organice dificile, cu
randament mic (lwaoka et al. 2016, Proceedings of the National Academy of Sciences,
Section A. 86: 499-509). lar nanoparticulele de seleniu au, asa cum s-a mentionat deja,
o toxicitate similara cu cea a seleniului zerovalent.

Producerea chimica a nanoparticulelor de seleniu implica utilizarea unor conditii
dure si a acizilor minerali concentrati (Stroyuk et al. 2008, Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects 320: 169-174) sau a unor reactivi toxici
precum hidrazina (Mishra et al. 2005, The Journal of Physical Chemistry B109: 12718-
12723) sau lichidele ionice (Langi et al. 2010, Materials Research Bulletin 45: 668-
671). Biosinteza nanoparticulelor de seleniu se desfasoara Tn conditii blande
(Wadhwani et al. 2016, Applied Microbiology and Biotechnology 100: 2555-2566). In
general, SeNPs sintetizate biologic sunt cu pana la de zece ori mai putin toxice decat
nanoparticulele sintetizate chimic (Mal et al. 2017, Nanotoxicology 11: 87-97).

Intrucat nanoparticulele de seleniu biosintetizate au avantaje evidente, au fost
brevetate o serie de procedee de obtinere prin biosintezd a nanoparticulelor de
seleniu. Se ilustreaza aici doar prin cateva procedee. Brevetul RU2717997 descrie un
procedeu in care utilizeaza bifidobacterii Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 sau
bacterii propionice Propionibacterium freudenreichii Sh85 pentru producerea de
nanoparticule de seleniu. Mediul de cultivare este zer clarificat, iar sinteza
nanoparticuleleor se face dupa ce se adauga 1-2 mg/l selenit de sodiu. Cererea de
brevet CN 107881127 (A) protejeaza o tulpina de Bacillus amyloliquefaciens, Lxz-41,
depozitatd cu numarul M2016578 la China Center for Type Culture Collection
(CCTCC), si o metoda de preparare a nano-seleniului prin intermediul respectivei
tulpini. Procedeul de biosintezd a nanoparticulelor de seleniu implica urmatoarele
etape: cultivarea pe un mediu pe baza de glucoza si peptona care contine si un
surfactant, adaugarea unei sari de seleniu, de la inceput sau prin adaugare continua,
recoltarea culturii, ultrasonicarea bacteriilor si separarea nanoparticulelor formate in
interiorul celulelor bacteriene. Cererea de brevet CN105199979 (A) dezvaluie o tulpina
de Bacillus thuringiensis YLX-4, izolata din apele de percolare de la 0 mina de seleniu
(Enshi, provincia Hubei din China), depozitata cu numarul M2013674 la China Center
for Type Culture Collection (CCTCC). Tulpina are caracteristicile tipice ale seleno-
bacteriilor si este revendicata inclusiv pentru producerea de nano-seleniu. Cererea de

CA2723655A1 se refera la sinteza nanoparticulelor de seleniu de catre diferite

2



RO 135350 Ag%

microorganisme fotosintetizante, inclusiv Chlamydomonas reinhardtii (UTEX 90) si
Synechococcus leopoliensis (UTEX 2434).

Nanoparticulele produse prin (bio)sinteza in medii biologice au avantajul de a
isi forma o coroana cu stabilitate mai ridicata inca din faza de (bio)sinteza. Aceasta
coroana formata inca din faza de (bio)sinteza amplifica proprietatile nanoparticulelor.
De ex. nano-seleniu sintetizat in mediul de cultura al fungilor din genul Trichoderma
are efecte antifungice mai bune si determina o inhibare mai pronuntata a producerii de
micotoxine, de la Alternaria (83% TeA si 79% AOH), fumonisina B1 (63% FB1) si,
respectiv, deoxinivalenol - 76% DON. (Hu et al. 2019, Food Control, 106, 106748). De
asmenea nano-selenium biogen produs de ciupercile Trichoderma amplifica actiunea
acestor antagonisti fatd de fainarea produsa la mei, de Sclerospora graminicola
(Nandini et al. 2017, Scientific reports 7: 2612).

Un avantaj suplimentar al procedeelor de (bio)sinteza in medii biologice a
nanoparticulelor este ca aceste procedee sunt procedee "verzi”, care nu implica
temperaturi ridicate sau pH extrem. Totusi, datorita efectelor toxice ale seleniului,
formarea nanoparticulelor de seleniu zerovalent se face mai ales cu metabolitii din
mediile de cultura ale microorganismelor si nu prin biosinteza directd de catre
microorganisme. Spre deosebire de nanoparticulele sintetizate asistat de metabolitii
din mediul de cultura a microorganismelor, care pot avea diferite forme si distributii de
dimensiune pe un domeniu larg, de 20-550 nm (Vetchinkina et al. 2019, Industrial &
Engineering Chemistry Research, 58, 17207-17218), nanoparticulele biosintetizate de
catre microorganisme au preponderent forma sferica, cu o distribute mai restransa a
dimensiunii nanoparticulelor (Diko et al. 2020. Materials Chemistry and Physics, 246,
122583). lar coroana biopolimeri amfifili a nanoparticule biogene de seleniu zerovalent
sintetizate asistat de catre metabolitii din mediul de cultura al microorganismelor este
in mod evident mai putin dezvoltata decéat cea a nanoparticulelor biogene de seleniu
biosintetizate de catre microorganisme (Constantinescu-Aruxandei et al., 2018,
Nutrients, 10(10), 1466). O coroana de (bio)polimeri amfifili determina Tnsa o stabilitate
superioara a suspensiilor de nanoparticulelor biogene de seleniu zerovalent hidrofobe
in medii apoase, datorita formarii unui strat protector care stabilizeaza fortele sterice
si electrostatice de respingere dintre nanoparticule (Zhang et al. 2019, Biomaterials
Science, 7, 5112-5123, Tang et al. 2020. Journal of Food Engineering, 275, 109878).

Desi nanoparticulele biosintetizate de microorganisme sunt superioare celor

sintetizate asistat de metaboliti din mediul de culturd al microorganismelor,
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randamentul este scazut, datorita toxicitatii seleniului, iar nanoparticulele de seleniu
tind sa se agrege la concentrare. Solutia cultivarii microorganismelor pe medii in care
se introduc treptat concentratii limitate de saruri de seleniu, prin adaugare continua de
mici cantitatii de saruri solubile de seleniu (brevet US 4530846) sau prin eliberare
treptata, pe masura consumarii seleniului, din saruri insolubile ( brevet RO 112117 B1)
sau din complecsi (brevet RO 116770 B1) nu este aplicabila pentru sinteza de
nanoparticule de seleniu. Nanoparticulele de seleniu sunt sintetizate de
microorganisme pentru a detoxifia concentratile mari de seleniu din mediul lor de
crestere (Wadhwani et al. 2016, Applied Microbiology and Biotechnology, 100, 2555-
2566), deci concentratiile mici ar fi asimilate si nu reduse la seleniu zerovalent.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza un procedeu de
biosinteza a nanoparticulelor de seleniu prin care sa se reduca toxicitatea metabolica
a sarurilor de seleniu si prin care sa fie favorizatd biosinteza de nanoparticule cu
coroana de (bio)polimeri amfifili.

Solutia tehnica este de a realiza biosinteza suspensiilor de nanoparticule de
seleniu zero-valent intr-un mediu in care s-a adaugat vinasa rezultata de la fabricarea
drojdiei de panificatie. Autorii au descoperit ca adaugarea de vinasa de la fabricarea
drojdiei de panificatie reduce toxicitatea seleniului si favorizeaza formarea de suspensii
de nanoparticule de seleniu stabile.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:

- Realizarea unui mediul de cultura cu urmatoarea compozitie: 10 g/L zer praf cu
min. 12% proteind si min. 72% lactoza; 2% vinasa de la fabricarea drojdiei de
panificatie; NaHCO3 16,80 g/L; K2HPO4 0,50 g/L; NaNO3 1,875 g/L; K2SO4 1,00 g/L;
NaCl 1,00 g/L; MgSOs4 - 7H.O 0,20 g/L; CaCl2 - 2H2O 0,04 g/L, Solutie de
microelemente 1 mL/L; Solutie de Fe chelatat 5 mL/L.

- Adaugarea aseptica a unei solutii de selenit de sodiu 10 mM, sterilizata prin
ultrafiltrare pe filtru de 0,2 pm, n raport de 10 ml solutie selenit la 90 ml mediu;

- Inocularea mediului cu o suspensie de microorgariisme fotosintetizante, cu un
continut cuprins intre 108 si 10° microorganisme viabile per mL, in raport de 1 mL
suspensie inoculanta la 11 ml mediu;

- Incubarea culturii de microorganisme fotosintetizante la temperatura de 28-
30°C; iluminare 250 yEms, cu o fotoperioada / alternanta ciclu iluminare - intuneric
de 12:12 ore; administrare de amestec sintetic de gaze cu compozitia: 7% CO2, 14%

Oz si 79% N2 la un debit de 30 mL/min, corespunzand la o aerare cu 1 litru de amestec
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gazos cu 7% CO:2 pe min pe 100 litri de mediu, pana la atingerea unei densitati optice
corespunzatoare acumularii a 5 g la litru de mediu;

- Ultrasonarea culturii de microorganisme fotosintetizante — nanoparticule de
seleniu timp de 10 min la frecventa de 20 kHz si la o putere de 300 W si de separarea
prin centrifugare la 2500xg a debriurilor celulare;

- Omogenizarea supernatantului prin microfluidizare, 10 cicluri la 1500 bari,
urmata si concentrare prin ultrafiltrare tangentiala pe membrand de 0,1 pm a
suspensiei de nanoparticule, pana la o concentratie a nanoparticulelor de seleniu care
determina o densitate optica la 600 nm, DOsoo, de 0,8.

Vinasa de la fabricarea drojdiei de panificatie utilizata are un continut 15+1,4%
betaina, 3,0+ 0.2% azot total, 0,5+ 0,1% fosfor total, 7 + 0,3% potasiu total.

Solutia stoc de micronutrien{i confine urmatoarele cantitafi, exprimate in g/L:
H3BO3, 2,860; MnSO4 - 4H,0, 2,030; ZnS0O4 - 7H20 0,222; MoO3 (85%) 0,018; Cu SO4
- 5H20 0,079; Co(NO3)2- 6H20 0,494.

Solutia stoc de Fe chelatat se prepara dupa cum urmeaza: se dizolva in 80 ml
de apa distilata 0,69 g de FeSO4 - 7H20 si 0,93g Na,EDTA, se aduce la fierbere solutia
si se mentine timp de 5 min la fierbere, se raceste la temperatura camerei si se aduce
la volum final de 100 ml.

Procedeul conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

v Accelereaza metabolizarea seleniului intrucat betaina, ingredientul major al
vinasei, favorizeaza regenerarea adenosil-S-metioninei, donorul de metil implicat in
conversia sarurilor de seleniu in (metil)selenoaminoacizi ;

v Melanoidinele amfifile din componenta vinasei stabilizeaza suplimentar
nanoparticulele de seleniu sintetizate de catre microorganisme;

v Potenteaza actiunea biostimulantd asupra plantelor de cultura prin asocierea
nanoseleniului cu betaina.

In continuare se prezintd exemple de realizare care ilustreaza inventia fard a o
limita.

Exemplu 1. Se prepara 2,5 litri de mediu cu urmatoarea compozitie: 10 g/L
zer praf cu min. 12% proteina si min. 72% lactoza; 2% vinasa de la fabricarea drojdiei
de panificatie; NaHCO3 16,80 g/L; K2HPO4 0,50 g/L; NaNO3 1,875 g/L; K2SO4 1,00 g/L;
NaCl 1,00 g/L; MgSOs - 7H20 0,20 g/L; CaCl2 - 2H.O 0,04 g/L, Solutie de
microelemente 1 mL/L; Solutie de Fe chelatat 5 mL/L. Vinasa de la fabricarea drojdiei
de panificatie utilizata are un continut 15+1,4% betaina, 3,0+ 0.2% azot total, 0,5+ 0,1%
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fosfor total, 7 + 0,3% potasiu total. Solutia stoc de micronutrienti contine urmatoarele
cantitati, exprimate in g/L: HsBO3, 2,860; MnSO4 - 4H20, 2,030; ZnS04 - 7H20 0,222;
MoO3 (85%) 0,018; Cu SO4 - 5H20 0,079; Co(NO3)2: 6H20 0,494. Solutia stoc de Fe
chelatat se preapara dupa cum urmeaza: se dizolva in 80 ml de apa distilata 0,69 g de
FeSO4 - 7H20 si 0,93g NazEDTA, se aduce la fierbere solutia si se mentine timp de 5
min la fierbere, se raceste la temperatura camerei si se aduce la volum final de 100
ml. Mediul se sterilizeaza la 121°C, timp de 30 min. In mediul steril se adauga aseptic
o solutie de selenit de sodiu 10 mM, sterilizata prin filtrare pe filtru de 0,2 ym, in raport
de 10 ml solutie selenit la 90 ml supernatant, respective 250 mL. Cei 2,75 litri de mediu
steril se introduc intr-un fotobioreactor Biostat PBR 2S (Sartorius Stedim Biotech).

Mediul de crestere se inoculeazd cu 250 mi de inocul din cultura de
micoorrganisme fotosintetizante, tulpina Nannochloris sp 424-1, depusa sub numarul
CCAP 251/10 in Colectia de culturi de alge si protozoare (CCAP), min. 10° ufc/ml.
Conditii de crestere in fotobioreactor sunt volumul de mediu: 3 L; temperatura de lucru:
28°C; iluminare 250 yEms', cu o fotoperioada / alternanta ciclu iluminare : Tntuneric
de 12:12 ore; administrare de amestec sintetic de gaze cu compozitia: 7% COz2, 14%
O2si 79% N2 la un debit de 30 ml/min, corespunzand la o aerare cu 1 litru de amestec
gazos cu 7% CO2 pe min pe 100 litri de mediu; viteza pompei de recirculare a pompei
peristaltice 70%, respectiv un debit de recirculare de 3500 ml/min; se programeaza din
softul bioreactorului masurarea automata a parametrilor de lucru respectiv: pH,
turbiditate (OD), temperatura, lumina, viteza de recirculare, debit de CO2 / aerare cu
amestec sintetic de gaze.

Se incuba pana la atingerea unei densitati optice corespunzatoare acumularii a
5 g la litru de mediu. Suspensia recoltata se ultrasoneaza prin introducerea unei sonde
cu diametrul de 10 mm la o adéncime de 5cm in solutia de procesat si aplicarea de
ultrasunete pentru 10 min la o frecventa de 20 kHz si la o putere de 300 W. Se trec
microalgele dezagregate, impreuna cu mediul de cultura in flacoane de centrifuga
sterile de 500 mL. Tuburile se centrifugheaza intr-o centrifuga Eppendorf 5810
(Eppendorf, Hamburg, Germania) cu rotor batant A-4-81, in care se introduc céte 4
flacoane, echilibrate 2 cate 2. Se centrifugheaza la viteza de 3525 rpm, care
corespunde, n cazul rotorului batant A-4-81, cu oraza de 18 cm, la o forta centrifugala
relativa de 2500 x g.

Supernatantul rezultat, in care sunt incluse nanoparticulele de seleniu, se

omogenizeaza prin microfluidizare (LM20 Microfluidizer, Microfluidics, Westwood,
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MA), 10 cicluri la 1500 bari. Omogenatul se concentreaza pana la DOsoo de 0,8 prin
ultrafiltrare tangentiala pe un sistem de ultrafiltrare tangentiala Prostak (Merck Group,
Darmstad, Germania), prevazut cu o membrana de 0,1 uym din polisulfona hidrofila.

Nanoparticulele din suspensia rezultatd sunt analizate prin imprastierea
dinamica a luminii (DLS, Zetasizer Nano ZS, Malvern Panalytical, Malvern, Marea
Britanie) si prin electronomicroscopie de transmisie (Tecnai™ G2 F20 TWIN, FEI —
Thermo Fisher, Hillsboro, OR, SUA). Se obtin nanoparticule de seleniu sferice, cu o
valoare medie a dimensiunii de 142 * 47 nm, si o valoare a potentialului zeta de
-23,2mV.

Exemplul 2. Se lucreaza la fel ca Tn Exemplul 1, cu urmatoarele diferente. Se
foloseste tulpina Chlorella homosphaera, depozitatéa sub numarul CCAP 211/121, in
Colectia de culturi de alge si protozoare (CCAP). Incubarea tulpinii se realizeaza la
30°C. Se obtin nanoparticule de seleniu sferice, cu o valoare medie a dimensiunii de
135 + 42 nm si o valoare a potentialului zeta de 27,4 mV.

Exemplu 3. Se lucreaza la fel ca in Exemplu 1, cu urmatoarele diferente. Nu se
mai introduce vinasa in mediul de cultura al algelor. Nu se poate realiza concentrarea
prin ultrafiltrare tangentiald pana la DOsoo de 0,8 pentru ca nanoparticulele de seleniu
precipita. Se limiteaza concentrarea pana la DO600 de 0,4. Nanoparticulele nu sunt
sferice, ci pseudosferice, si nu li se poate determina dimensiunea exacta. Valoarea
potentialului zeta este crescuta la -2,4 mV.

Exemplu 4. Se lucreaza la fel ca in Exemplu 2, cu urmatoarele diferente. Nu se
mai introduce vinasa in mediul de cultura al algelor. Nu se poate realiza concentrarea
prin ultrafiltrare tangentiala pana la DO600 de 0,8 pentru ca nanoparticulele de seleniu
precipitéa. Se limiteaza concentrarea pana la DO600 de 0,5. Nanoparticulele sunt sub
forma de nanobaghete. Valoarea potentialului zeta este crescuta la — 4,7 mV.

Exemplul 5. A fost determinat efectul tratamentelor foliare cu nanoparticule
realizate conform Exemplele 1-4 asupra inducerii enzimelor specifice raspunsuiui de
aparare din plantele de grau. Plante de grau (Triticum aestivum L. cv. Pajura) au fost
cultivate in conditi de camera climatica (Economic Lux, Snijders Labs, Tilburg,
Olanda), in tavi cu 4 kg continand un substrat de crestere imbogatit cu nutrienti pentru
primele saptamani de crestere (Canna Terra Professional Plus, Canna International
BV, Oosterhout, Olanda). Tavile au fost mentinute la 22+2°C in timpul perioadei de
lumina si la 17£2°C in timpul perioadei de intuneric, cu o fotoperioada de 12 ore, cu o
iluminare cu intensitatea de 360 mE/m?/s, provenita din tuburi cu neon. Substratul
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continea rezerve de nutrienti initiale, astfel Tncat plantele nu au fost fertilizate.
Umiditatea in tavi a fost mentinuta prin udare zilnica. Dupa 21 zile de la germinare au
fost aplicate tratamente cu suspensii de nanoparticule de seleniu, diluate la echivalent
DOsoo = 0,2 si aplicate intr-o doza echivalenta la 20 mL/m?2. Aplicarea s-a realizat prin
stropire, cu un atomizor de sticla cu dop metalic gi paréa de cauciuc (model 15-RD,
DeVilbiss Helathcare, Somerset, PA, SUA). La doua saptamani de la aplicare s-au
prelevat plantele de grau, in care s-a determinat activitatea enzimelor specifice
inducerii raspunsului de aparare pe calea acidului salicilic, SA (peroxidaza, EC
1.11.1.7, polifenoloxidaza, EC 1.10.3.1) (Kang si Guo 2014, Acta Physiologiae
Plantarum, 36: 2287-2297) si pe calea acidului jasmonic, JA (lipoxigenaza E.C.
1.13.11) (Motallebi et al. 2015, Acta Physiologiae Plantarum, 37: 1-11).

Frunzele de grau au fost mojarate in prezenta azotului lichid, La 0,2 g frunze
mojarate s-au adaugat 10 ml de tampon fosfat (0,1 mol, pH-ul 6.1) Dupa agitare pentru
o ora la frigider, solutia a fost centrifugat la 13.000 g timp de 15 minute, la 4°C.
Supernatantele (extractele enzimatice) au fost apoi utilizate pentru determinarea
activitatii  diferitelor oxidaze, induse diferentiat pe calea SA sau JA. Activitatile
peroxidazei, POx, si polifenoloxidazei, PPO, au fost determinate spectrofotometric,
prin cresterea densitatii optice (DO), DOa47o i, respectiv, DOa20. Substraturile utilizate
pentru POx si PPO au fost guiacol / H20z2, i respectiv, catecol. 0,3 ml de extract s-au
adaugat peste 1,7 ml de substrat 1 mM in tampon 0,1 M Tris-HCI, pH 7.8.(Gomes et
al. 2005, Scientia Agricola, 62: 547-551). Activitatea LOx a fost masurata la 234 nm.
Solutia de substrat care continea acid linoleic (Sigma, Sigma Aldrich, St.Louis, MO,
SUA ) a fost pregatitd conform metodei Bohland et al. 1997 (Plant Physiology, 114:
679-685), purjata cu azot si stocata la -20°C, in parti alicote. Pentru determinarea
activitatii LOx s-au diluat 60 ul de extract la 1 ml de tampon fosfat-citrat 0,1 M, pH 6.2,
s-a adaugat 0,1 ml de solutie substrat, si s-a incubat timp de 15 min la 30°C.

Citirile pentru determinarea activitatii POx si PPO au fost efectuate in modul
dinamic, in fiecare secunda, timp de 2 minute pe un spectrofotometru CLARIOstar
(BMG Labtech, Ortenberg, Germania). Activitatile enzimatice au fost exprimate in
unitati per gram de substanta proaspata (U/g). O unitate enzimatica POx si PPO a fost
definita ca fiind acea cantitate de enzima care determina o crestere de 0.1 unitati DO
per minut per mi de extract. O unitate enzimaticad LOx este acea cantitate de enzima
care determina o crestere a absorbantei cu 0,001 unitati per minut per ml de extract.
Martorii de reactivi utilizati ca referinta pentru citirile spectrofotometrice au fost
tampoanele de extractie si de reactie. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1.
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Tab. 1. Activitatea enzimelor specifice inducerii raspunsului de aparare pe calea

acidului salicilic (peroxidaza, POx, polifenoloxidaza, PPQO) si pe calea acidului

jasmonic (lipoxigenaza LOx) in plantele de grau tratate cu nanoparticule de seleniu.

Varianta experimentala

Activitatea POx
(U/g substanta
proaspata)

Activitatea POx
(U/g substanta
proaspata

Activitatea POx j
(U/g substanta
proaspata

Martor, netratat cu
nanoparticule de seleniu

127 + 27¢

137 + 25¢

15+ 3b

Sol tratat cu nanoparticule de
seleniu conf. Ex.1, DO600 =
0,2, doza echivalentd la 20
mlL/m?

241 + 29a

256 * 24a

28 + 3a

Sol tratat cu nanoparticule de
seleniu conf. Ex.2, DO600 =
0,2, doza echivalentd la 20
mlL/m?

234 + 35a

241 + 28a

31+ 3a

Sol tratat cu nanoparticule de
seleniu conf. Ex.3, DO600 =
0,2, doza echivalenta la 20
mL/m?

161 £ 32b

171 + 35b

21+3b

Sol tratat cu nanoparticule de
seleniu conf. Ex.4, DO600 =
0,2, doza echivalenta la 20
mlL/m?

167 £+ 24b

152 + 41bc

17 + 5bc

Rezultatele obtinute demonstreaza o inducerea echilibratd a réaspunsului de

aparare din plantele de gréu, sub actiunea tratamentului foliar realizat cu

nanosuspensii de seleniu realizate conform Exemplu 1 si Exemplu 2.
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Revendicari

1. Procedeu de biosintezéd a suspensiilor stabile de nanoparticulele de seleniu,
conform inventiei, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape:
realizarea unui mediul de culturd cu urméatoarea compozitie: 10 g/L zer praf cu min. 12%
proteind si min. 72% lactoza; 2% vinasa de la fabricarea drojdiei de panificatie; NaHCO3
16,80 g/L; K2HPO4 0,50 g/L; NaNOs3 1,875 g/L; K2S04 1,00 g/L; NaCl 1,00 g/L; MgSOs -
7H20 0,20 g/L; CaCl; - 2H20 0,04 g/L, Solutie de microelemente 1 mL/L; Solutie de Fe
chelatat 5 mL/L; addugarea aseptica a unei solutii de selenit de sodiu 10 mM, sterilizata
prin ultrafiltrare pe filtru de 0,2 ym, in raport de 10 ml solutie selenit la 90 ml mediu;
inocularea mediului cu o suspensie de microorganisme fotosintetizante, cu un continut
cuprins intre 108 si 10° microorganisme viabile per mL, in raport de 1 mL suspensie
inoculantd la 11 ml mediu; incubarea culturii de microorganisme fotosintetizante la
temperatura de 28-30°C; iluminare 250 yEm2s', cu o fotoperioada / alternanta ciclu
iluminare - intuneric de 12:12 ore; administrare de amestec sintetic de gaze cu
compozitia: 7% COz2, 14% Oz si 79% N2 la un debit de 30 mL/min, corespunzéand la o
aerare cu 1 litru de amestec gazos cu 7% CO2 pe min pe 100 litri de mediu, pana la
atingerea unei densitati optice corespunzatoare acumularii a 5 g la litru de mediu;
ultrasonarea culturii de microorganisme fotosintetizante — nanoparticule de seleniu timp
de 10 min la frecventa de 20 kHz si la o putere de 300 W si de separarea prin centrifugare
la 2500xg a debriurilor celulare; omogenizarea supernatantului prin microfluidizare, 10
cicluri la 1500 bari, urmata si concentrare prin ultrafiltrare tangentiala pe membrana de
0,1 um a suspensiei de nanoparticule, pana la o concentratie a nanoparticulelor de
seleniu care determina o densitate optica la 600 nm, DOeoo, de 0,8.

2. Procedeu de biosinteza a suspensiilor stabile de nanoparticulele de seleniu,
conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca vinasa de la fabricarea drojdiei de
panificatie utilizatd are un continut 15+1,4% betaina, 3,0+ 0.2% azot total, 0,5+ 0,1%
fosfor total, 7 £ 0,3% potasiu total.

3. Procedeu de biosinteza a suspensiilor stabile de nanoparticulele de seleniu,
conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca solutia stoc de micronutrienti contine
urmatoarele cantitafi, exprimate in g/L: H3BOs, 2,860; MnSO4 - 4H20, 2,030; ZnSO, -
7H20 0,222; MoOs3 (85%) 0,018; Cu SO4 - 5H20 0,079; Co(NO3)2' 6H20 0,494.
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4. Procedeu de biosinteza a suspensiilor stabile de nanoparticulele de seleniu,
conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca solutia stoc de Fe chelatat se prepara
dupa cum urmeaza: se dizolva in 80 ml de apa distilata 0,69 g de FeSO4 - 7H20 si 0,93g
Na:EDTA, se aduce la fierbere solutia si se mentine timp de 5 min la fierbere, se raceste
la temperatura camerei si se aduce la volum final de 100 ml.

5. Procedeu de biosinteza a suspensiilor stabile de nanoparticulele de seleniu,
conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca microorganismele fotosintetizante
folosite sunt:  Nannochloris sp 424-1 CCAP 251/10 si Chlorella homosphaera CCAP
211/121.
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