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ADNOTARE

Cepoi Liliana, ,,Stresul oxidativ in ficobiotehnologie — mecanisme si procedee de
reglare”, teza de doctor habilitat in stiinte biologice, specialitatea 167.01 — Biotehnologie,
bionanotehnologie, Chisinau, 2023

Structura tezei: Teza contine introducere, 7 capitole, concluzii si recomandari,
bibliografie cu 502 titluri, 8 anexe, 268 pagini text de baza, 98 figuri, 16 tabele. Rezultatele sunt
reflectate in 75 publicatii stiintifice.

Cuvintele cheie: stres oxidativ, microalge, cianobacterii, biomasa, markeri ai stresului,
componentd biochimica, ultrastructurd, expresia genelor asociate stresului, intensitatea stresului.

Scopul lucrarii: elucidarea elementelor comune ale raspunsului microalgelor si
stresului Tn calitate de instrument biotehnologic n ficobiotehnologie si elaborarea tehnologiilor
ficologice bazate pe raspunsul la stres indus.

Obiectivele lucrarii: Evidentierea particularitatilor de manifestare a stresului oxidativ
indus de factorii fizici si chimici la cianobacterii si microalge de interes biotehnologic;
biomasei ficologice cu componentd prognozata; Estimarea implicdrii stresului oxidativ in
procesele de bioremediere de catre microalge si cianobacterii a apelor contaminate cu metale, in
sisteme iterative; Conturarea principiilor de realizare a nanobiosintezei si biofunctionalizarii
nanoparticulelor cu ajutorul microalgelor si cianobacteriilor, in baza mecanismelor de protectie
stresul oxidativ in calitate de instrument in ficobiotehnologie; Elaborarea procedeelor ficologice,
bazate pe aplicarea raspunsului la stresul oxidativ indus.

Noutatea si originalitatea stiintifici: In aceasta lucrare raspunsul la stresul oxidativ in
ficobiotehnologie a fost abordat in calitate de instrument util in dirijarea proceselor biosintetice
la microalge si cianobacterii de interes biotehnologic, precum si in aplicarea microalgelor si
cianobacteriilor in procesele de biosinteza si biofunctionalizare a nanoparticulelor si de
bioremediere a mediului ambiant. Au fost identificate mecanismele si procedeele de reglare a
proceselor generate de stresul oxidativ indus Th scopuri biotehnologice.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante
cianobacteriilor la stresul oxidativ indus in calitate de instrument biotehnologic, ceea ce a condus
la elaborarea procedeelor originale de biosintezd a nanoparticulelor, inclusiv a celor
biofunctionalizate; de obtinere a biomasei ficologice calitative si sigure, cu un continut dirijat de
compusi bioactivi; de bioremediere a efluentilor contaminati cu metale grele, ceea ce a conturat 0
directie noua de cercetare: stresul ca instrument in ficobiotehnologie.

Semnificatia teoretica: au fost identificate mecanismele de instalare a stresului oxidativ
indus, precum si elementele comune ale reactiilor de rdspuns a microalgelor si cianobacteriilor la
starea de stres; au fost evidentiate componentele lantului reactiilor de raspuns a microalgelor si
cianobacteriilor, actionarea carora asigura reglarea proceselor de interes la obiectele ficologice;
au fost evidentiati indicatorii siguri ai stresului oxidativ si parametrii de control ai proceselor
biotehnologice.

Valoarea aplicativi a lucriirii: In baza cunostintelor noi acumulate au fost elaborate
tehnologii bazate pe raspunsul microalgelor si cianobacteriilor la stres oxidativ indus, orientate
spre obtinerea de biomasa ficologica pretioasd, spre indepartarea/acumularea metalelor grele din
mediul contaminat; spre biosinteza si biofunctionalizarea nanomaterialelor.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Tehnologiile elaborate au fost implementate la
intreprinderea de producere cu profil biotehnologic si farmaceutic FICOTEHFARM (3 acte de
implementare).



AJTHOTALIMS

Yemnoii JInanana, ,,OKucJauTe/bHbIN cTPpece B (PUKOOMOTEXHOJIOTMHA — MEXAHU3MbI U
CIoCco0BI ero peryjsinuu”’, 1MccepTanus Ha CONCKAHME YUYCHOM CTelleHH JOKTOpa
0MoIOrnYecKHX HAYK, cienuaJbHocTh 167.01 — BuotexHoorusi, GMOHAHOTEXHOJIOTHS,
Kumunes, 2023

Crpykrypa amccepraumm: Jlucceprauusi COCTOMT U3 BBEAEHUS, [ TIJIaB, BBIBOJIOB U
pekoMenaanuii, oudmuorpapudeckoro crnucka u3 502 HazBanus, 8 npuinoxenuit, 268 cTpanui
OCHOBHOTO TeKcTa, 98 prucyHka, 16 Tabnui. Pe3ynprarel n3n0xkeHsl B 75 HayYHBIX padoTax.

KirueBble cjI0Ba: OKHCIMTEIbHBI CTpecC, MHKPOBOAOPOCIH, LHMaHOOAKTEpuUH,
O6uomacca, Mapkepsl cTpecca, OMOXUMHUYECKUI COCTaB, YJIbTPACTPYKTypa, HKCIPECCHsI T'€HOB,
ACCOLMMPOBAHHBIX CO CTPECCOM, MHTEHCUBHOCTB CTpECCa.

Ilenr padoTbl: BbIIBICHME OOLIUMX 3JIEMEHTOB OTBETa MHUKpPOBOJOpPOCIEH U
[IUaHOOAKTepUil Ha pas3auyHble BUIBl HMHIYLMPOBAHHOTO  OKHCIUTEIBHOIO  CTpecca,
000CHOBaHNE BO3MOYKHOCTH MCIIOJIb30BaHMs CTpecca Kak OMOTEXHOJOTMYECKOr0 HHCTPYMEHTa B
(UKOOMOTEXHONIOTHMH M pPa3paboTka (PUKOJOTMYECKHX TEXHOJOTUH, OCHOBAaHHBIX Ha OTBET
MUKPOBOJIOPOCIIEH U IMaHOOAKTEpUI Ha MHTyLIMPOBAHHbBIN OKHCIUTENbHBIN CTpecC.

3agaum palotbl: BrisiBieHHe OCOOEHHOCTEH MPOSBICHHUS OKHMCIMTEIBHOIO CTpecca,
UHAYIMPOBAHHOTO (U3MYECKMMH H XMMHUYECKMMH (akTopamH, Yy IMaHOOakTepuil u
MUKpPOBOJIOPOCJIEH,  IPEACTaBISAIOUIMX  OMOTEXHOJIOIMYECKUH  UHTepec;  BrlsicHeHue
BO3MOXXHOCTH TNPUMEHEHHUS] pEeakUMM Ha WHAYLUPOBAHHBIM OKHUCIUTENBHBIM cTpecc IS
NOJy4YeHUs (UKOJIIOTHYECKOM OMoMacchl MpOrHo3upyemMoro cocrtaBa; OLeHKa yd4acTus
OKHCIUTENIBHOTO  CTpecca B  Ipoleccax  OuopeMenuanuy  MHUKPOBOJOPOCISAMU U
UaHOOAKTEPUSIMU BOJ, 3arpsA3HEHHBIX METAaUIaMU, B UTEPATHUBHBIX cHCTEMax; BbIABUTH
OPUHLMIBI ~ HAHOOMOCHMHTE3a M OMOQYHKIMOHAIM3alMM  HAHOYACTUI[ C  [OMOILBIO
MHUKPOBOJIOPOCIIEH U IMaHOOAKTEepHii, OCHOBAHHBIE HA MEXaHU3MaX 3aILUThl OT OKUCIUTEIHHOIO
crpecca; OOOCHOBaHME BO3MOXKHOCTU W TIpaHUI] NPUMEHEHHs peaklUM Ha OKUCIUTEJIbHBIN
CTpecC KaKk HWHCTpyMeHTa B (QukoOmorexHonoruu; Pa3paborka (HUKOOMOTEXHOIOTHUECKUX
IpoIEelyp, OCHOBAaHHBIX HA IPUMEHEHUH OTBETA HA MHIYLUPOBAHHbIN OKUCIUTENbHBIN CTpeCC.

Hay4yHasi HOBH3Ha M OPUIMHAJBHOCTb: B 5Toil paGoTe OoTBeT MHKpOBOaopocieil u
[IMaHOOAKTepUil Ha OKHCIUTEIbHBIH CTPECC pacCMaTpUBAcTCd B KauyecTBE IIOJE3HOIO
MHCTpYMEHTA I YIpaBiIeHUs] OMOCUHTETUUECKUMHU MPOIECCAMHU, a TaKXKe JUIsl OCYIIECTBICHUS
MHUKPOBOJOPOCISIMU 1 [IMAHOOAKTEPUSIMH TPOILIECCOB OMOCHMHTE3a M OMO(PYHKIIMOHATH3AIUN
HAHOYACTHI] U OnopemMenualy OKpysKaromiel cpesbl. bbuin BBISBICHBI MEXAHU3MBI U CIIOCOOBI
yIpaBJIeHUs MPOLIECCAMHU, BBI3BAHHBIMU OKHCIUTEIBHBIM CTPECCOM, B (PUKOOMOTEXHOJIOTHH.

ITosryyeHHbIe pe3yJIbTaThl, CIIOCOOCTBYIOIIHE PellIeHUI0 BA’KHOI HAY4YHOIl NPo0JieMbl,
3aKJII0YAIOTCS B JIOKA3aTEJIbHOM OOOCHOBaHMM BO3MOKHOCTH TNPUMEHEHHUS peakIuu Ha
UH/YLIMPOBAHHBIA OKHCIUTEIBHBIN CTpecC B KayecTBE OMOTEXHOJIOTMUECKOT0 HHCTPYMEHTA, YTO
IpHUBEJI0 K pa3pabdOTKe OpPUTHHAIBHBIX CHOCOOOB OMOCHHTE3a HAHOYACTHIl, B TOM YHCIIE
01O YHKIIMOHAIM3UPOBAHHBIX; IOJIYYEHHUIO KayeCTBEHHOW U Oe3omacHOM Ouomacchl C
IPOTHO3UPYEMBIM COJIEp’)KaHHMEM OMOJIOTHYECKH AaKTUBHBIX COEIMHEHM; OuopeMeananuu
CTOKOB, 3arpsS3HEHHBIX TSDKEIBIMH METaUlaMH, 4YTO OOO3HAYWJIO HOBOE HAalpaBJICHUE
UCCIIEIOBAHUI: cmpecc KaKk uHCmpymeHm 6 (pukoouomexHoio2uu.

Teopernueckasi 3HAYUMOCTB. BBISBICHBl MEXAaHU3Mbl IOSBICHUS MHAYLUPOBAHHOIO
OKHCIUTEIBHOTO CTpecca, a TakXkKe OOIIUe 3JIEMEHThl OTBETHBIX PEaKIMii MUKPOBOAOPOCIEH U
[IM1aHOOAKTEepPUl Ha CTPECCOBOE COCTOSHUE; OIpEEeNIeHbl 3B€HbsI OTBETHON PEaKLIMOHHOM Lenu
MUKpPOBOJIOpOCIIE M IUaHOOAKTEpHil, BO3JEHCTBHE Ha KOTOPbIE OOECIEUMBAET PETYISIUIO
pa3IMYHBIX MPOLIECCOB; BBIABIECHBl HAJEKHBIE HWHAUKATOPHl OKHUCIMTENBHOIO CTpecca U
napaMeTpbl KOHTPOJISI KauecTBa OMOTEXHOJIOTHUECKUX MTPOIIECCOB.

IIpukaagnass 3HAYMMOCTB: TIPU TOMOIIM HOBBIX HAKOIUIGHHBIX 3HaHUM ObuIH
pa3paboTaHbl TEXHOJIOTMM IOJIyYEHUsI LIEHHOH OuoMmacchl, yAajJeHUs/HAKOTUIEHUS TSKENbIX
METaJUIOB M3 3arps3HCHHOW Cpelbl; OMOCHMHTE3a W OMO(YHKIIMOHATU3AIMH HAHOMAaTepPHAJIOB,
OCHOBaHHbIE Ha IPUMEHEHNN UHAYLIUPOBAHHOIO OKUCIUTEIBHOTO CTpECCa.

BHeapeHue Hay4yHbIX pe3yJbTaToB: Pa3paOoTaHHbIE TEXHOJOTMM  BHEIPEHBI
MPOU3BOACTBEHHOMN KOMITaHHEN OUKOTEX®APM, CIIeLIMATM3UPOBAHHON Ha
OMOTEXHOJIOTHUYECKON U (papManeBTUIeCKOi MPOayKIHH (3 aKTa 0 BHEIPECHUH).



ANNOTATION

Cepoi Liliana, “Oxidative stress in phycobiotechnology — mechanisms and methods
of its regulation”, dissertation for the degree of Doctor habilitatus of Biological Sciences,
specialty 167.01 — Biotechnology, bionanotechnology, Chisinau, 2023

Dissertation structure: The dissertation consists of an introduction, 7 chapters,
conclusions and recommendations, a bibliographic list of 502 titles, 8 appendices, 268 pages of
the main text, 98 figures, 16 tables. The results are presented in 75 published scientific papers.

Keywords: oxidative stress, microalgae, cyanobacteria, biomass, oxidative stress
markers, biochemical composition, ultrastructure, stress-associated gene expression.

Purpose of the work: Elucidating the common elements of specific responses of
microalgae and cyanobacteria to various types of induced oxidative stress, substantiating the
potential application of stress as a biotechnological tool in phycobiotechnology, and developing
phycological technologies based on induced stress responses.

Objectives of the work: Highlighting the specific characteristics of the manifestation of
oxidative stress induced by physical and chemical factors in cyanobacteria and microalgae;
elucidating the potential application of induced oxidative stress responses for the production of
phycological biomass with predicted composition; assessing the involvement of oxidative stress
in bioremediation processes of contaminated waters with metals by microalgae and
cyanobacteria in iterative systems; outlining the principles of nanobiosynthesis and
biofunctionalization of metallic nanoparticles using microalgae and cyanobacteria, based on
oxidative stress protection mechanisms; substantiating the possibilities and limitations of
applying oxidative stress response as a tool in phycobiotechnology; developing phycological
procedures based on the application of induced oxidative stress.

Scientific novelty and originality: In this work, oxidative stress was considered as a
useful tool for controlling biosynthetic processes in microalgae and cyanobacteria, as well as for
the biosynthesis and biofunctionalization of nanoparticles and bioremediation of the environment
by microalgae and cyanobacteria.

The obtained results, which contribute to addressing the important scientific
problem, consist of providing evidence for the possibility of applying induced oxidative stress
as a biotechnological tool, leading to the development of original procedures for the biosynthesis
of nanoparticles, including biofunctionalized ones; production of high-quality and safe
phycological biomass with a directed content of bioactive compounds; bioremediation of
effluents contaminated with heavy metals. This has led to the emergence of a new research
direction: stress as a tool in phycobiotechnology.

Theoretical significance: the mechanisms of induced oxidative stress, as well as general
elements of the responses of microalgae and cyanobacteria to a stressful state, were revealed; the
links of the response reaction chain of microalgae and cyanobacteria were determined, the
impact on which ensures the regulation of various processes; reliable indicators of oxidative
stress and quality control parameters of biotechnological processes have been identified.

Applied significance: technologies based on induced oxidative stress, focused on
obtaining valuable biomass, on the removal/accumulation of heavy metals from a polluted
environment; on the biosynthesis and biofunctionalization of nanomaterials have been
developed.

Implementation of scientific results: The developed technologies were implemented by
the production company FICOTECHPHARM, specialized in biotechnological and
pharmaceutical products (3 acts of implementation).
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industriala
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Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonica in biomasa de
Arthrospira platensis in conditii de stres termic pe durata ciclului vital.
Activitatea enzimelor antioxidante Tn biomasa de Arthrospira platensis in
conditii de stres termic/laborator pe durata ciclului vital

Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehidd malonicd in biomasa de
Arthrospira platensis in conditii de stres de iluminare pe durata cilului vital.
Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Arthrospira platensis in
conditii de stres de iluminare pe durata cilului vital.

Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonica Tn biomasa de
Arthrospira platensis la diferite concentratii de NaCl in mediu.

Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonica Tn biomasa de
Nostoc linckia la diferite concentratii de NaCl Th mediu.

Activitatea enzimelor antioxidante la Arthrospira platensis in conditii de
nivel diferit de salinitate.

Activitatea enzimelor antioxidante la Nostoc linckia in conditii de nivel
diferit de salinitate

Activitatea antioxidantd si continutul de dialdehidd malonica in biomasa de
Arthrospira platensis in prezenta cuprului si zincului.

Activitatea antioxidantd si continutul de dialdehidd malonica in biomasa de
Nostoc linckia in prezenta cuprului si zincului.

Activitatea antioxidantd si continutul de dialdehidd malonica in biomasa de
Porphyridium cruentum in prezenta cuprului si zincului.

Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Arthrospira platensis in
prezenta cuprului si zincului

Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Nostoc linckia in prezenta
cuprului si zincului.

Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Porphyridium cruentum in
prezenta cuprului si zincului.

Modificarea continutului unor componente in biomasa de Arthrospira
platensis pe durata nanobiosintezei

Activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa de Arthrospira platensis
in procesul de nanobiosintezd a AgNP

Modificarea continutului unor componente in biomasa de Nostoc linckia si
a activitatii antioxidante pe durata nanobiosintezei

Modificarea continutului unor componente in biomasa de Dunaliella salina
si a activitatii antioxidante pe durata nanobiosintezei

Modificarea continutului unor componente in biomasa de Porphyridium
cruentum si a activitatii antioxidante pe durata nanobiosintezei

Modificarea continutului unor componente in biomasa de Arthrospira
platensis si a activitatii antioxidante pe durata biosintezei nanoparticulelor
de seleniu

Modificarea continutului unor componente in biomasa de Nostoc linckia si
a activitatii antioxidante pe durata biosintezei nanoparticulelor de seleniu
Efectul nanoparticulelor CdSe asupra cantitdtii de biomasa, activitatii
antioxidante si continutului de dialdehida malonica la Arthrospira platensis
Efectul nanoparticulelor ZnSe asupra cantititii de biomasa, activitatii
antioxidante si continutului de dialdehida malonica la Arthrospira platensis
Efectul nanoparticulelor ZnS asupra cantititii de biomasd, activitatii

106

108

113

116

122

123

124

125

128

129

130

131

132

133

141

142

143

145

147

149

151

154

155

156



Figura 5.11
Figura 5.12
Figura 5.13
Figura 5.14
Figura 5.15
Figura 5.16

Figura 5.17

Figura 5.18

Figura 5.19

Figura 5.20

Figura 5.21

Figura 5.22

Figura 5.23

Figura 5.24

Figura 5.25

Figura 5.26

Figura 5.27

Figura 5.28

antioxidante si continutului de dialdehida malonica la Arthrospira platensis
Biomasa de Porphyridium cruentum (% fata de proba martor) crescuta in
prezenta nanoparticulelor de CdSe

Dialdehida malonica (% fata de martor) in biomasa de Porphyridium
cruentum la cultivare in prezenta nanoparticulelor de CdSe

Biomasa de Porphyridium cruentum (% fata de martor) obtinuta la crestere
in prezenta nanoparticulelor de ZnSe

Dialdehida malonica (% fatd de martor) in biomasa de Porphyridium
cruentum la cultivare in prezenta nanoparticulelor de ZnSe

Biomasa de Porphyridium cruentum (% fatd martor) obtinuta in prezenta
nanoparticulelor de ZnS (0,01-0,6 mg/l)

Dialdehida malonica (% fata de martor) in biomasa de Porphyridium
cruentum la crestere in prezenta nanoparticulelor de ZnS

Modificarea parametrilor biomasei de spirulind la introducerea AgNP
in mediu de cultura

Modificarea parametrilor biomasei de spirulina la introducerea AuNP
in mediu de cultura

Efectul diferitor concentratii ale nanoparticulelor de argint cu dimensiunea
de 10 si 20 nm asupra continutului de lipide si DAM 1n biomasa de
Porphyridium cruentum

Efectul diferitor concentratii ale nanoparticulelor de aur cu dimensiunea de
10 si 20 nm asupra continutului de lipide si DAM 1in biomasa de
Porphyridium cruentum

Biomasa de spirulind pe durata procesului de biofunctionalizare a AgNP in
dependenta de varsta culturii

Efectul diferitor concentratii ale nanoparticule de argint asupra componentei
biomasei de spirulind in dependenta de perioada de aplicare: a- proteine, b —
carbohirati, ¢ — lipide, d - DAM

Capacitatea de reducere a radicalului oxidului nitric a extractelor din
biomasa spirulinei, obtinutd in prezenta a 10uM AgNP in dependentd de
varsta culturii la momentul adaugdrii nanoparticulelor si continutul de
substanta uscata 1n extract

Biomasa de Arthrospira platensis pe durata procesului de biofunctionalizare
a AuNP in dependentd de varsta culturii la momentul contactului cu
nanoparticulele

Continutul (a) lipidelor si (b) dialdehidei malonice in biomasa de
Arthrospira platensis pe durata procesului de biofunctionalizare a AuNP in
dependenta de varsta culturii la momentul contactului cu nanoparticulele
Capacitatea de reducere a oxidului nitric a extractelor din biomasa de
Arthrospira platensis, obtinuta in prezenta AuNP in dependentd de varsta
culturii la momentul contactului cu nanoparticulele si continutului de
substanta uscata 1n extract

Biomasa de P. cruentum la introducerea AgNP(PEG) si AuNP(PEG) in
mediul de cultivare in intervalul concentratiilor 1,0 — 20,0 uM pe durata
ciclului de cultivare

Continutul de carbohidrati in biomasa P. cruentum la introducerea
nanoparticulelor de aur si argint in mediul de cultivare la inceputul fazei de

10

158

158

158

159

159

160

162

163

165

166

169

170

172

173

174

174

176

177



Figura 5.29

Figura 5.30

Figura 5.31

Figura 6.1.
Figura 6.2.
Figura 6.3.
Figura 6.4.
Figura 6.5.

Figura 6.6.

Figura 6.7.

Figura 6.8.

Figura 6.9.

Figura 6.10.

Figura 6.11.

Figura 6.12.

Figura 6.13.
Figura 6.14.

Figura 6.15.

Figura 6.16.

latenta (a) si la trei etape diferite ale ciclului vital (b,c)

Continutul de lipide in biomasa de P. cruentum la introducerea
nanoparticulelor de aur si argint in mediul de cultivare la inceputul fazei de
latenta (a) si la trei etape diferite ale ciclului vital (b)

Continutul de dialdehida malonicd in biomasa de P. cruentum la
introducerea nanoparticulelor de aur si argint in mediul de cultivare la
inceputul fazei de latenta (a) si la trei etape diferite ale ciclului vital (b)
Capacitatea de reducere a radicalului oxidul nitric de catre extractele
etanolice din biomasa de P. cruentum crescuta in prezenta nanoparticulelor
de aur si argint

Cantitatea de biomasa de spirulind si compozitia ei biochimica la crestere pe
medii ce contin sisteme polimetalice cu continut de Cu, Fe, Zn, Ni.

Biomasa de Arthrospira platensis acumulatd in trei cicluri de cultivare
succesive n sisteme polimetalice

Continutul de proteine, carbohidrati si lipide din biomasa de Arthrospira
platensis cultivata in patru sisteme polimetalice cu cupru

Continutul de ficobiliproteine si B-caroten in biomasa de Arthrospira
platensis crescuta in conditiile a patru sisteme polimetalice

Biomasa de Arthrospira platensis in patru sisteme analizate la addugarea de
ioni metalici Tn mediul de culturd in faza cresterii exponentiale

Continutul de proteine, lipide si carbohidrati din biomasa de Arthrospira
platensis in patru sisteme analizate la adaugarea de ioni metalici in mediul
de cultura in faza cresterii exponentiale

Continutul pigmentilor secundari in biomasa de Arthrospira platensis in
patru sisteme analizate la addugarea de ioni metalici in mediul de cultura in
faza crestrii exponentiale

Biomasa de Arthrospira platensis in patru sisteme analizate la addugarea de
ioni metalici in mediul de cultura in faza stationara

Continutul de proteine, lipide si carbohidrati din biomasa de Arthrospira
platensis in patru sisteme analizate la adaugarea de ioni metalici Tn mediul
de cultura in faza stationara

Continutul pigmentilor secundari in biomasa de Arthrospira platensis n
patru sisteme analizate la addugarea de ioni metalici in mediul de cultura in
faza stationara

Biomasa de Nostoc linckia acumulata la finalul a trei cicluri de cultivare in
sisteme model polimetalice

Proteinele totale, carbohidratii, lipidele si dialdehida malonica in biomasa de
Nostoc linckia obtinutd in trei cicluri iterative de cultivare in sisteme
polimetalice

Continutul de pigmenti si activitatea antioxidantd n biomasa de Nostoc
linckia obtinuta in trei cicluri iterative de cultivare in sisteme polimetalice
Biomasa de Nostoc linckia obtinuta in timpul a trei cicluri de cultivare pe
medii, care contin ioni metalici

Compozitia biochimica (proteine totale, carbohidrati, lipide si
malondialdehidd) a biomasei de Nostoc linckia la finalul a trei cicluri de
cultivare pe medii, ce contin sisteme multimetalice

Continutul de pigmenti (ficobiliproteine, clorofila o, p-caroten) ih biomasa
de Nostoc linckia la finalul a trei cicluri de cultivare pe medii, ce contin

11

177

178

179

187

189

191

192

195

196

197

198

199

200

203

205

207

209

212

213



Figura 6.17.

Figura 7.1
Figura 7.2

Figura 7.3

Figura 7.4

Figura 7.5

Figura 7.6

Figura 7.7.
Figura 7.8

Figura 7.9.

Figura 7.10.

Figura 7.11.

Figura 7.12

Figura 7.13.

Figura 7.14.

Figura 7.15
Figura 7.16

Figura 7.17

Figura 7.18

sisteme multimetalice

Activitatea antioxidantd (% inhibitie ABTS™) a extractelor hidrice si
etanolice si continutul fenolic din biomasa de Nostoc linckia la finalul a trei
cicluri de cultivare pe medii, ce contin sisteme multimetalice

Ultrastructura celulelor de A. platensis in proces de nanobiosinteza.
Ultrastructura celulelor de A. platensis Tn contact cu nanoparticule de aur si
argint.

Diferenta de expresie relativa a genelor asociate raspunsului la stresul
oxidativ, intre martor si situatia de stres la Arthrospira platensis

Aparitia si consecintele dezechilibrului activitatii enzimelor antioxidante
primare la Arthrospira platensis (explicatiile sunt in text)
Modificarile expresiei unor gene asociate cu stresul

fiziologice la cianobacteria Arthrospira platensis

Relatia dintre valorile DAM si valorile testului ABTS, extract hidro-
etanolic, la contactul culturilor ficologice cu diferite concentratii de
nanoparticule

Paterne de derulare a stresului oxidativ la cianobacterii si microalge

Schema de derulare a procedeului de dirijare a continutului de biomasa,

si efectele lor

ficobiliproteine si polizaharide in procesul de cultivare industrialda a
cianobacteriei Arthrospira platensis (spirulina)

Procedee de biosinteza a nanoparticulelor de seleniu cu implicarea culturii
vii de spirulind

Schema generalizata a proceselor de biosintezd a nanoparticulelor de argint
sau seleniu cu implicarea biomasei si fractiilor biologic active din spirulina
Etapele de derulare a proceselor de biosinteza a AgNP sau SeNP pe suport
de biomasa si polizaharide din Nostoc linckia

Procedee de biosinteza a nanoparticulelor de argint cu utilizarea biomasei si
fractiei proteice a algei rosii Porphyridium cruentum si algei verzi
Dunaliella salina

Etapele procesului de biofunctionalizare a AgNP(PEG) de catre cultura de
Arthrospira platensis

Procedee de stimulare a biosintezei lipidelor la cianobacteria Arthrospira
platensis cu aplicarea nanoparticulelor de argint, nanoparticulelor de aur, sau
nanoparticulelor de cupru

Etapele procedeului de stimulare a continutului de lipide la cultivarea
microalgei verzi Dunaliella salina cu nanoparticule de argint

Etapele procedeelor de cultivare microalgei rosii Porphyridium cuentum in
scopul producerii de biomasa cu un continut sporit de lipide omega-3
Etapele unor modele de procedee de recuperare a Cu(ll), Cr(Il), Fe(lll),
Ni(Il) si Zn(Il) din sisteme, ce contin cantitati moderate de aceste metale de
catre cianobacteriile Arthrospira platensis si Nostoc linckia

Etapele procedeului de apreciere a toxicitatii nanoparticulelor cu
ajutorul microalgei rosii Porphyridium cruentum

12

215

222

223

227

229

230

237

239

241

243

244

245

247

250

252

253

254

256

259



Tabelul 2.1.

Tabelul 5.1

Tabelul 5.2

Tabelul 5.3

Tabelul 6.1.
Tabelul 6.2.
Tabelul 6.3.
Tabelul 6.4.
Tabelul 6.5.

Tabelul 6.6.

Tabelul 7.1.

Tabelul 7.2

Tabelul 7.3

Tabelul 7.4

Tabelul 7.5

Tabelul 7.6

LISTA TABELELOR

Lista primerilor utilizati pentru studiul expresiei relative a genelor
asociate cu stresul
Coeficientii de corelatie semnificativi

spirulind §i continutul dialdehidei malonice in biomasd la actiunea
nanoparticulelor de CdSe si ZnSe

Coeficientii de corelatie semnificativi intre cantitatea de biomasda de
Porphyridium cruentum si continutul dialdehidei malonice in biomasa la
actiunea nanoparticulelor de CdSe, ZnSe si ZnS

intre cantitatea de biomasa de

Efectul nanoparticulelor asupra ratei clorofila a/p-caroten la spirulina
Componenta chimica a sistemelor polimetalice cu continut de cupru
Componenta chimica a sistemelor polimetalice diluate cu continut de cupru
Compozitia chimica a efluentilor sintetici cu continut de crom (VI)
Concentratia metalelor in sistemele multimetalice, ce contin cupru
Concentratia metalelor in sistemele multimetalice, ce contin crom (VI)

Capacitatea cianobacteriei Arthrospira platensis de a acumula diferite
elemente din efluenti mono- si policomponenti

Frecventa modificarilor ultrastructurale la Arthrospira platensis in conditii
de stres oxidativ

Expresia relativa a genelor asociate cu stresul in conditiile contactului cu
pamanturi rare

Corelatiile dintre valorile principalilor parametri monitorizati pe lotul total
de probe martor in dinamica pe durata ciclului vital pentru tulpinile
Arthrospira platensis CNMN-CB-11, Nostoc linckia CNMN-CB-03,
Porphyridium cruentum CNMN-AR-01

Corelatiile dintre valorile principalilor parametri monitorizati pe lotul total
de probe in experientele cu stres termic si de fotoperiodism in dinamica pe
durata ciclului vital in laborator si in producere pentru tulpinile Arthrospira
platensis CNMN-CB-11 si Nostoc linckia CNMN-CB-03

Corelatiile dintre valorile principalilor parametri monitorizati pe esantionul
total de probe in experientele cu stres termic si de fotoperiodism in
dinamica pe durata ciclului vital in laborator pentru tulpinile Arthrospira
platensis CNMN-CB-11, Nostoc linckia CNMN-CB-03, Porphyridium
cruentum CNMN-AR-01

Corelatiile dintre valorile principalilor parametri monitorizati pe esantionul
total de probe stres provocat de prezenta cuprului in dinamica pe durata
ciclului vital pentru tulpinile Arthrospira platensis CNMN-CB-11, Nostoc
linckia CNMN-CB-03, Porphyridium cruentum CNMN-AR-01

13

156

160

164

186

188

193

202

209

217

224

228

233

234

234

235



AAN
ABTS
AgNP
APX
ATP
AUNP
BAU
CAT
CIT
CoQ
CRRFC
CRRFM
CuNP
CYP
DAM
DPPH
EDAX
FAD
FD
FeSOD
FeSOD
FMN
FUR
fur
GOGAT
GOGAT
GPX
GSH
hsp90
HSPs

LISTA ABREVIERILOR

Antioxidant

Analiza de activare cu neutroni
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-acidului 6-sulfonic)
Nanoparticule de argint

ascorbat peroxidaza

Adenozin-trifosfat

Nanoparticule de aur

Biomasa absolut uscata

Catalaza

Citrat

Coenzima Q, alternativ UQ -ubichinona

Capacitatea de reducere a reactivului Folin-Ciocalteu
Capacitatea de reducere a reactivului fosfo-molibdenic
Nanoparticule de cupru

Citocrom P

Dialdehida malonica (alternativ MDA — Malondialdehida)
1,1 difenil-2-picril hidrazil

Spectroscopie de raze X cu dispersie de energie
Flavin-adenin-dinucleotida

Ferredoxina

Gena superoxiddismutazei fierice

Superoxiddismutaza fierica

Flavin-mononucleotida

(Ferric Uptake Regulator proteine) Proteina reglatoare a aportului de fier
Gena FUR

Gena glutamin — oxidoglutarat aminotransferazei

Glutamin — OxidoGlutarat AminoTransferaza (sinonim Glutamat Sintaza)
Glutation peroxidaza

Glutation redus

Gena proteinei socului termic, 90

(Heat shock proteins) proteinele socului termic

14



MOM Monooxidaza microsomala

NAD Nicotinamid-adenin-dinucleotida

NADH Nicotinamid-adenin-dinucleotida oxidata

NADP Nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfat

NADPH Nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfat oxidat

NBT Tetrazoliu nitro blue

ORD Oxidoreductaza

PDI Protein-disulfid-izomeraza

PEG Polietilenglicol

per Gena peroxiredoxinei

PER Peroxiredoxina

PGH Prostaglandin sintaza H

PHA Polihidroxialcanoati

POAAN Produsele oxidarii avansate a acizilor nucleici

POAP Produsele oxidarii avansate a proteinelor

pod Gena peroxidazei

POX Peroxidaza

PP Corpi polifosfati

PRFe Puterea de reducere a fierului

PSI Fotosistema |

PSII Fotosistema Il

rbcL Gena subunitatii mari a ribulozo-1,5-bifosfat carboxilazei/oxigenazei

RE Reticol endoplasmatic

RuBisCo Ribulozo-1,5-bifosfat carboxilaza/oxigenaza

SEM Microscopie electronica de scanare

SeNP Nanoparticule de selenium

SOD Superoxiddismutaza

SRO Specii Reactive ale Oxigenului

TBA Acid tiobarbituric

TBARS Substante de reactie a acidului tiobarbituric (thiobarbituric acid reactive
substance)

TEM Microscopie electronica de transmisie

XRD Difractia razelor X

15



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetarilor. Datoritd diversitatii, capacitatii de adaptare,
componentei pretioase a biomasei, microalgele si cianobacteriile sunt obiecte atractive pentru
diverse aplicatii [147, 269]. Producerea de biomasa ficologica in diferite scopuri se inscrie
perfect in reorientarea majora a economiei mondiale spre bioeconomie prietenoasa atat mediului,
cat si omului. Biomasa de microalge si cianobacterii prezintd o sursd valoroasd de proteine,
vitamine, microelemente, lipide si carbohidrati [239]. Mai multe specii de microalge si
cianobacterii, cum ar fi Arthrospira platensis Gomont 1892, Nostoc linckia Bornet ex Bornet &
Flahault 1886, Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Né&geli 1849, Dunaliella salina (Dunal)
Teodoresco 1905, Haematococcus pluvialis Flotow 1844, sunt recunoscute ca sigure pentru
consum [65, 163, 266, 407, 460, 468]. Unele dintre acestea, de exemplu, Arthrospira platensis,
cunoscutd ca spirulina, sunt evaluate ca alimente complete din punct de vedere nutritional [410].
Biomasa microalgelor si cianobacteriilor este o materie prima potrivitd pentru obtinerea
diferitor produse alimentare si farmaceutice [197, 377, 412]. Productivitatea obiectelor ficologice
0 depdseste esential pe cea a plantelor de culturd, iar suprafetele utilizate pot fi reduse
semnificativ. De asemenea, existd numeroase instrumente biotehnologice (utilizarea diferitor
stimulatori specifici, inclusiv nanomateriale, modelarea unui set de conditii fizice, ce determina
raspunsuri specifice, instrumente avansate de inginerie geneticd s.a.) pentru a dezvolta
ficobiotehnologii cu o eficienta inalta [61, 181, 378]. Toate aceste interventii orientate spre
imbunatatirea proprietatilor biotehnologice ale microalgelor si cianobacteriilor, pe langa efectele
pozitive preconizate, pot provoca si anumite reactii adverse, primul dintre care este stresul
oxidativ, generat de supraacumularea speciilor reactive ale oxigenului (SRO) [80, 349, 467].
Formarea de radicali liberi este un proces inevitabil si absolut necesar organismelor vii, atunci
cand este vorba despre radicalii primari. Acestia joaca roluri importante in transductia de
semnale, cresterea si diferentierea celulelor, realizarii apoptozei s.a [400]. Sistemele antioxidante
ale celulelor sunt adaptate la un anumit nivel al speciilor reactive ale oxigenului, pe care le

elimind eficient si asigura un echilibru redox perfect in conditii fiziologice normale [317, 342].
Conditiile tehnologice, inclusiv cele care asigurd producerea de biomasa ficologica pot fi
o sursd de stres si pot provoca un dezechilibru dintre radicalii liberi si antioxidanti in biomasa
cianobacteriilor si microalgelor. In aceste circumstante, biomasa produsi poate fi o potentiala
sursa de pericol, continand de rand cu diferiti compusi valorosi, radicali liberi si produse ale
degradarii oxidative ale compusilor organici [156, 170, 476]. Cunoasterea potentialelor pericole
si managementul lor eficient este o conditie a sigurantei biotehnologiilor aplicate si a produselor

obtinute.
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Tn organismele fotosintetice SRO sunt generate inevitabil de transportul de electroni in
procesul fotosintezei, mai ales atunci cand intensitatea transportului de electroni condus de
lumina depaseste rata consumului de electroni in timpul fixarii CO2 [317]. Deoarece
cianobacteriile si microalgele In habitatul lor natural sunt adesea expuse conditiilor externe in
schimbare, cum ar fi fluctuatiile drastice ale intensitatii luminii, capacitatea lor de a percepe SRO
si de a initia rapid apdrarea antioxidantd este cruciald pentru supravietuire. Mecanismele de
contracarare a efectelor stresului oxidativ provocat de diferiti factori, inclusiv de conditiile
tehnologice, pot fi aplicate in cadrul tehnologiilor intensive de producere a biomasei microalgale
si cianobacteriene, astfel ca aceasta biomasa sa fie sigurd pentru uzul uman si animal.

Contactul cianobacteriilor si microalgelor cu xenobioticele este asociat cu instalarea unei
stari de stres de diferitd intensitate. Reactiile de raspuns initiate de aceste organisme sunt
orientate spre reducerea toxicitatii substantelor strdine prin diferite tactici cum ar fi
transformarea ionilor agresivi in forme zerovalente, sechestrarea acestora in structuri specifice,
efluxul celular, producerea de substante capabile sd neutralizeze radicalii liberi si moleculele
reactive produse ca rezultat al actiunii factorilor de stres [37, 81, 274]. Cunoasterea
mecanismelor de derulare a acestor procese poate sta la baza utilizarii obiectelor ficologice in
scopuri de bioremediere a mediilor poluate ori de nanobiosinteza.

Scopul lucrarii: Fundamentarea aplicarii stresului oxidativ in calitate de instrument in
ficobiotehnologie prin elucidarea elementelor comune ale raspunsului microalgelor si
cianobacteriilor la diferite tipuri de stres indus.

Obiectivele lucrarii:

Evidentierea particularitatilor de manifestare a stresului oxidativ indus de factorii fizici si
chimici la cianobacterii si microalge de interes biotehnologic;
obtinerii biomasei ficologice cu componentd prognozata,

Estimarea implicarii stresului oxidativ in procesele de bioremediere de catre microalge si
cianobacterii a apelor contaminate cu metale grele, in sisteme iterative;

Conturarea principiilor de realizare a nanobiosintezei si  biofunctionalizarii
nanoparticulelor cu ajutorul microalgelor si cianobacteriilor, in baza mecanismelor de protectie
contra stresului oxidativ;
calitate de instrument in ficobiotehnologie;

Elaborarea procedeelor ficologice, bazate pe aplicarea raspunsului obiectelor ficologice la

stresul oxidativ indus.
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Ipoteza de cercetare. Raspunsul culturilor ficologice la stresul oxidativ indus poate fi un
instrument util pentru obtinerea biomasei pretioase cu continut dirijat; pentru biosinteza si
biofunctionalizarea nanoparticulelor si pentru bioremedierea mediului poluat. Aplicarea acestui
instrument este conditionata de intensitatea proceselor de protectie antioxidanta, precum si de
mentinerea echilibrului intre efectele benefice si acumularea speciilor reactive.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru
realizarea tezei In calitate de obiecte de studiu au fost utilizare 3 tulpini de cianobacterii si 3
tulpini de microalge eucariote, ceea ce a permis evidentierea elementelor comune de manifestare
a stresului oxidativ la cele doua domene ale lumii vii. Tulpinile selectate posedd valoare
biotehnologicd; manifesta flexibilitate in cadrul fluxurilor tehnologice; sunt introduse in
producere la nivel local/zonal in scopul transferului de elaboradri tehnologice realizate in
laborator.

Tn cercetare au fost aplicate metode standard pentru domeniul ficobiotehnologie, cu
adaptarile de rigoare pentru fiecare dintre tulpinile studiate. Metodele de studiu au fost selectate
in baza argumentarii stiintifice riguroase; corespunderii nivelului actual international in
domeniu; corespunderii standardelor metodologice ale domeniului de cercetare.

Noutatea si originalitatea stiintifica: Originalitatea lucrdrii constd in abordarea
raspunsului microalgelor si cianobacteriilor de interes biotehnologic la stresul oxidativ ca
instrument eficient pentru dirijarea proceselor in ficobiotehnologie. Utilizdnd raspunsul specific
al culturilor de microalge si cianobacterii la stres, au fost elaborate tehnologii de obtinere a
biomasei ficologice cu continut valoros dirijat. In baza reactiilor de protectie antioxidanti a
culturilor de microalge si cianobacterii in conditii de stres a fost realizatda biosinteza
nanoparticulelor de argint si seleniu si biofunctionalizarea nanoparticulelor de aur si argint.
Pentru prima data a fost realizat procesul de decontaminare a apelor poluate cu metale grele in
cicluri iterative de cultivare a cianobacteriilor, avand drept reper eficienta sistemelor de protectie
antioxidantd a acestora. Au fost identificati indicatori noi ai stresului oxidativ de intensitate
joasa: raportul clorofila o/B-caroten si corelarea negativd puternicd 1Intre capacitatea
antiradicalica si nivelul dialdehidei malonice (DAM). Au fost formulate reguli de delimitare intre
stresul oxidativ de intensitate joasa de cel de intensitate medie in baza raportului dintre
intensitatea factorului/timpul de actiune a factorului si raspunsul culturilor ficologice. A fost
confirnata ipoteza de cercetare conform careia stresul oxidativ indus este un instrument eficient
pentru modelarea proceselor in ficobiotehnologie.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice

importante: constau in fundamentarea aplicarii raspunsului cianobacteriilor si microalgelor la
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stresul oxidativ indus Tn calitate de instrument biotehnologic, ce a condus la elaborarea
procedeelor originale de: biosinteza si biofunctionalizare a nanoparticulelor, obtinere a biomasei
ficologice calitative si sigure, cu un continut dirijat de compusi bioactivi; bioremediere a
efluentilor contaminati cu metale grele si alte elemente chimice, ceea ce a conturat o directie
noua de cercetare: stresul oxidativ ca instrument in ficobiotehnologie

Semnificatia teoretica: Au fost formulate reperele conceptuale pentru utilizarea stresului
oxidativ de diferitd intensitate 1n calitate de mecanism de dirijare a proceselor
ficobiotehnologice. Au fost argumentate principiile de aplicare a unor indicatori noi si regulile de
delimitare a domeniilor de aplicare a stresului oxidativ in ficobiotehnologie. Au fost identificate
mecanismele de instalare a stresului oxidativ indus, precum si elementele comune ale reactiilor
de raspuns a microalgelor si cianobacteriilor la starea de stres, cum ar fi dezechilibrul sistemului
de protectie antioxidanta generata de activitatea necoordonatd a enzimelor antioxidante din prima
linie si modificarea expresiei genelor asociate cu stresul. Au fost identificati indicatori noi pentru
controlul de sigurantd si calitate in conditiile aplicarii stresului oxidativ de intensitate joasd in
calitate de instrument ficobiotehnologic.

Valoarea aplicativi a lucririi: In baza cunostintelor conceptuale noi acumulate au fost
elaborate procedee bazate pe raspunsul microalgelor si cianobacteriilor la stres oxidativ indus,
orientate spre obtinerea de biomasa ficologica pretioasa (8 procedee), spre biosinteza (14
procedee) si buifunctionalizarea nanoparticulelor (1 procedeu), spre indepartarea/acumularea
metalelor grele si altor elemente din mediul contaminat (4 procedee). Elaborarile prezinta interes
pentru intreprinderile cu profil biotehnologic si farmaceutic de producere, iar 3 dintre acestea au
fost implementate la SRL FICOTEHFARM (intreprindere cu profil farmaceutic si
biotehnologic). Rezultatele fundamentale obtinute in lucrare sunt utilizate in procesul de
pregatire a cadrelor de inaltd calificare (ciclul III, doctorat) la specialitatile Ecologie,
Microbiologie, Biotehnologie.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute pe durata realizarii tezei au fost
prezentate si aprobate la diferite manifestari stiintifice internationale si nationale cu participare
internationald, printre care: Conferinta internationald Advances in Modern Phycology, editia a 6-
a, 2019, (Kyiv, Ukraine); Workshop-ul european in biologia moleculara a cianobacteriilor
(European Workshop on the molecular biology of cyanobacteria), editia a 10-a, 2017 (Cluj-
Napoca, Romania); Simpozionul international EuroAliment, editia a 8-a 2017 (Galati,
Romania); Conferinta Internationala in Nanotehnologii si Inginerie biomedicala (International
Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engineering — ICNMBE), editia a 2-a, 2013 si

editia a 9-a, 2021 (Chisinau, Moldova); Congresul International al Geneticienilor si
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Amelioratorilor (International Congress of Geneticists and Breeders from the Republic of
Moldova), editia a 11-a, 2021 (Chisindu, Moldova); Conferinta internationald in Biotehnologia
Microbiand (International Scientific Conference on Microbial Biotechnology), editia a doua,
2014; editia a 3-a, 2016; editia a 4-a, 2018; editia a 5-a, 2022 (Chisinau, Moldova); Conferinta
Nationala cu participare internationala Life sciences in the dialogue of generations: connections
between universities, academia and business community, editia 2019; editia 2022 (Chisinau,
Moldova); Simpozionul national cu particpare internationala Modern biotechnologies —
Solutions to the challenges of the contemporary world, 2021 (Chisinau, Moldova).

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute pe durata elaborarii acestei teze sunt
reflectate in 75 lucrari stiintifice la tema acesteia dintre care: o monografie Th monoautorat; o
monografie colectiva; 3 capitole Tn monografii editate peste hotare in editurile Springer si
Elsevier, indexate WoS/Scopus; 36 articole in reviste stiintifice si culegeri, dintre care: 17
articole in reviste indexate WoS/Scopus, Tn 11 dintre ele - in calitate de prim autor; 2 articole in
reviste recunoscute editate peste hotare; 14 articole in reviste din Registrul national (3 fara
coautori); 3 articole n culegeri de lucrari stiintifice; 24 teze la conferinte, dintre care 21 la
conferinte internationale din tard si peste hotare; 4 prezentdri in sedintele plenare ale
conferintelor (2 internationale), 7 brevete de inventii.

Volumul si structura tezei. Teza consta din introducere, sapte capitole, concluzii si
recomandari, bibliografie cu 502 titluri, 8 anexe, 268 pagini text de baza, 98 figuri, 16 tabele.

Sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1. STRESUL OXIDATIV LA MICROALGE SI CIANOBACTERII include
analiza cunostintelor si realizdrilor In domeniul studiului surselor de generare a SRO la
microalge si cianobacterii, precum si a sistemelor de protectie antioxidanta a acestor organisme.
Capitolul reflectd evolutia cunostintelor despre stres si situatia actuald in domeniul studiului
stresului oxidativ in celulele vii cu accent pe cianobacterii si microalge. Sunt analizate in plan
evolutiv aparitia mecanismelor de formare a radicalilor liberi si a sistemelor de protectie
antioxidanta celulara. Sunt prezentate principalele site-uri celulare la organismele
fotosintetizante eucariote si procariote, in care are loc formarea radicalilor liberi si a moleculelor
reactive ale oxigenului. Sunt analizate rezultatele cercetarilor cu referire la identificarea
mecanismelor de formare a speciilor reactive ale oxigenului sub influenta factorilor de mediu si a
xenobioticelor. Capitolul include, de asemenea concluzii, care reflectd nivelul actual atins de
cercetatori in domeniul prezentei lucrari, dupd care este formulatd problema de cercetare si
directiile de rezolvare a acesteia. In finalul capitolului sunt formulate scopul si sarcinile

prezentei lucrari.

20



Capitolul 2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE contine
descrierea obiectelor de studiu si prezentarea principiului de lucru a metodelor de cercetare.
Metodele de cercetare au fost selectate astfel, ca sa asigure realizarea scopului si obiectivelor de
cercetare. Sunt prezentare principiile, In baza carora au fost selectate obiectele de studiu si
metodele de cercetare incluse in lucrare.

Capitolul 3. DINAMICA MODIFICARILOR ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A
BIOMASEI CULTURILOR FICOLOGICE PE DURATA CICLULUI DE CRESTERE iN
CONDITII OPTIME reflecta rezultatele obtinute in procesul de monitorizare a ciclului vital
tipic in conditii optime a patru obiecte ficologice, ce reprezintd doud domene si trei filumuri
diferite ale lumii vii. In pofida distantei evolutive enorme dintre aceste organisme, modul de
manifestare a variatiilor statutului antioxidant pe durata unui ciclu de crestere a culturilor n
sistem de tip inchis are multe elemente comune. Pentru toate culturile ficologice studiate se
observa un ciclu clasic de acumulare a biomasei, cu prezenta vizibila a fazelor specifice de
crestere. Analiza activitatii antioxidante a biomasei, monitorizata cu aplicarea diferitor metode,
relevante pentru cultura ficologica si pentru tipul de substante cu activitate antioxidanta, care
predomina in biomasa, a permis identificarea unor puncte temporale sensibile, in care se produc
modificari semnificative ale capacitdtii de aparare a celulelor contra stresului oxidativ. Astfel,
faza de latenta la toate speciile studiate se evidentiaza prin capacitate joasd de protectie
antioxidanta la toate culturile. O alta particularitate, care se evidentiazd din datele analizate
consta 1n aceea cd la trecerea culturii de la o faza de crestere la alta se produc anumite salturi ale
valorilor parametrilor monitorizati, care, in opinia noastra, reflectd restructurari functionale ale
celulelor microalgelor si cianobacteriilor. Din punct de vedere tehnologic, aceste puncte pot fi
potrivite pentru aplicarea manipularilor in scop de dirijare a proceselor biosintetice in culturile
ficologice. Capitolul finalizeaza cu concluzii ce reflectd viziunea autorului asupra subiectelor
analizate, bazatd pe date concludente si analiza riguroasa.

Capitolul 4. STRESUL TEHNOLOGIC LA CIANOBACTERIILE DE INTERES
INDUSTRIAL. In acest capitol este prezentat efectul stresului termic si al fotoperiodismului
asupra spirulinei (tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11) in conditii de laborator si de
producere industriald. De asemenea, sunt descrise efectele stresului salin si stresului provocat de
ionii metalici asupra spirulinei si nostocului (tulpinile Arthrospira platensis CNMN-CB-11 si
Nostoc linckia CNMN-CB-03) si efectele stresului provocat de cupru asupra porfiridiumului
(tulpina Porphyridium cruentum CNMN-AR-01) in conditii de laborator. Datele prezentate si
analizate Tn capitol reflectd principalele modificari in componenta biomasei, care sunt

determinate de diferite procedee tehnologice orientate spre eficientizarea proceselor si reducerea
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costurilor de producere. Sunt elucidate particularitatile reactiilor de raspuns a culturilor
ficologice la reducerea perioadei luminoase, scaderea temperaturii de cultivare, modificarea
nivelului de salinitate a mediului, contactul cu metale cu potential toxic si stimulatori ai
proceselor biosintetice. Tn mod special, sunt analizate diferentele intre raspunsul culturilor
cianobacteriene in conditii de laborator si in conditii industriale si se atrage atentia asupra
necesitatii de a tine cont de deosebirile identificate in procesul de transfer al tehnologiilor n
conditii de producere. Capitolul finalizeazd cu concluzii ce reflectd principalele realizari la
aceasta etapa a cercetarii.

Capitolul 5. STRESUL  OXIDATIV 1IN NANOBIOTEHNOLOGIA
CIANOBACTERIILOR SI MICROALGELOR este dedicat cercetarilor in domeniul
nanobiotehnologiilor cu implicarea microalgelor si cianobacteriilor. Capitolul dat acoperd trei
arii de interes, si anume: efectele produse de diferite tipuri de nanomateriale asupra organismelor
acvatice; posibilitatea utilizarii obiectelor ficologice in calitate de ,fabrici verzi” pentru
producerea de nanoparticule de interes tehnologic si medical in conditii prietenoase mediului; si
posibilitatea biofunctionalizarii nanomaterialelor de producere inginereascd in scopul atribuirii
de noi proprietati si de modificare a nivelului de toxicitate, biodisponibilitate si eficientd in
raport cu celule, tesuturi i organisme vii.

In cadrul primei directii, nanomaterialele au fost tratate la fel ca si alti factori de stres
pentru culturile ficologice, fiind monitorizati parametrii productivi si de sigurantd ai biomasei
obtinute in conditii de contact cu aceste materiale specifice. Concluzia despre nivelul de stres s-a
facut in baza unei analize ample a modificarilor produse in nivelul de producere a biomasei, in
componenta biomasei produse si in activitatea antioxidanti a acesteia. in studiu au fost luate
nanoparticule cu o utilizare practicd extinsa: nanoparticulele luminiscente utilizate Tn multiple
arii ingineresti si nanoparticulele metalelor nobile, utilizate in diferite industrii si medicina.

In cadrul celei de-a doua directii, cercetirile au fost orientate spre acoperirea unui
domeniu caracterizat prin lipsa sau insuficienta de date cu referire la utilizarea culturilor vii de
cianobacterii si microalge in calitate de matrice pentru nanosinteza. In prezent, marea majoritate
a cercetarilor orientate spre realizarea biosintezei nanoparticulelor sunt bazate pe aplicarea
diferitor tipuri de extracte si derivate celulare cu un potential reducétor pronuntat, care asigura
derularea reactiilor de oxidoreducere cu trecerea ionilor metalici in stare redusa si cu formare de
nanoparticule. Scopul cercetarilor prezentate in acest capitol a fost de a evidentia posibilitatea de
obtinere a nanoparticulelor in celulele vii de microalge si cianobacterii si in conditiile pastrarii
calitatii si valorii biologice a acestor culturi. O asemenea abordare este pretioasa atunci cand

avem drept scop de a aplica o viziune integrata de utilizare a nanomaterialelor. Aceasta se refera
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in special la domeniul de teranostica, cand proprietatile nanoparticulelor de biosinteza si a
matricei biologice in care acestea sunt incluse sa fie valorificate pentru diagnosticare si tratament
intr-o singurd proceduri. In acest capitol a fost demonstrati posibilitatea de obtinere a
nanoparticulelor pornind de la forme chimice diferite ale elementelor de interes. In acelasi timp
se urmareste pastrarea unui echilibru intre nanobiosinteza si calitatea biomasei.

Cea de-a treia directie — biofunctionalizarea nanoparticulelor produse prin procedee
ingineresti - a reiesit din limitarile nanobiosintezei, si anume din faptul, ca in cele mai multe
cazuri studiate, concentratia de ioni ai elementelor de interes, necesara pentru a declansa
procesele spontane de nanobiosinteza in celulele de microalge si cianobacterii au efecte toxice
nefaste asupra culturilor, provoaca degradarea pronuntatd a calitatii biomasel si limiteaza serios
posibilitatea de a valorifica integrat nanoparticulele incorporate in biomasad. Ideea pusa in
practici a constat in utilizarea mecanismelor de protectie antioxidantd a microalgelor si
cianobacteriilor, care se declanseazd la contactul culturilor cu nanoparticulele, in scopul
modificarii proprietatilor acestora prin atribuire de invelisuri functionale suplimentare. In acest
capitol sunt prezentate rezultatele, care demonstreaza posibilitatea realizarii procedurii de
biofunctionalizare a nanoparticulelor ingineresti in conditii prietenoase mediului. Capitolul
finalizeaza cu concluzii ce reflectd principalele realizari la aceasta etapa a cercetarii.

Capitolul 6. STRESUL OXIDATIV IN PROCESELE DE BIOREMEDIERE A
APELOR CONTAMINATE CU METALE. Cercetarile descrise In acest capitol vin sa
completeze lipsa datelor cu referire la posibilitatea de aplicare a culturilor vii de cianobacterii
(Arthrospira platensis CNMN-CB-02 si Nostoc linckia CNMN-CB-03) in calitate de
bioremediatori ai apelor reziduale cu continut de metale grele in conditii de contact repetat cu
efluenti contaminati. In acest scop au fost realizate experiente, care au inclus diferite sisteme bi-
si polimetalice si diferite regimuri de interactiune a culturilor cianobacteriene cu metalele luate
in studiu. De asemenea, pentru fiecare variantad experimentald studiatd au fost realizate trei
cicluri iterative de cultivare a cianobacteriilor. Rezultatele obtinute sustin ipoteza ca
cianobacteriile adopta diferite strategii de acumulare a metalelor din medii in functie de
componenta efluentilor contaminati si de faza de crestere a culturii la care are loc contactul
celulelor cu efluentii contaminati. Astfel, cromul si fierul, de exemplu, sunt acumulate de cultura
de spirulina in cantitate semnificativ mai mare cdnd biomasa interactioneaza cu ionii metalici in
faza de crestere exponentiald, in timp ce nichelul, cuprul si zincul se acumuleaza mai activ atunci
cand contactul are loc 1n faza stationara. Rezultatele obtinute arata clar ca pentru a dezvolta o

tehnologie eficienta de Indepartare a metalelor din apele uzate este necesar s se tina cont atat de
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compozitia chimicd a efluentilor, cat si de varsta fiziologica a culturilor, care interactioneaza cu
poluantii.

Cercetarile realizate au evidentiat si unele particularitdti specifice celor doua obiecte
ficologice antrenate n studiu, cum ar fi tolerantd foarte inalta a culturii de Nostoc linckia la
primul contact cu poluantii polimetalici ce contin cupru si scaderea brusca a acesteia la actiunea
repetatd a poluantilor; sau toleranta inalta a culturii de Arthrospira platensis la contactul repetat
cu efluentii contaminati cu cupru in asociere cu alte metale. Sunt aduse argumente consistente in
favoarea utilizarii nostocului preferential in bioremedierea de urgenta, iar a spirulinei - pentru
bioremedierea sistemica a situsurilor poluate cu metale grele, inclusiv cupru.

Capitolul include rezultate cu referire la capacitatea de bioacumulare a metalelor din
efluenti contaminati cu crom in asociere cu alte metale grele. Sunt aratate diferentele identificate
in reactiile de raspuns a culturilor de cianobacterii in raport cu efluentii contaminati,
preponderent cu cupru. Tn special, a fost demonstrata capacitatea culturii de Nostoc linckia de a
pastra un nivel inalt de toleranta fata de stresul creat de metale pe durata a trei cicluri consecutive
si 0 componenti nealterati in mod serios a biomasei. Tn acest capitol sunt aduse argumente n
sustinerea ipotezei ca realizarea procesului de bioremediere cu ajutorul cianobacteriilor Nostoc
linckia si Arthrospira platensis se bazeaza pe mentinerea calitatii adecvate a biomasei de nostoc
si spirulina in conditii de stres cauzat de prezenta metalelor, asiguratd de o crestere a
continutului de compusi cu actiune antioxidantd si a mentinerii unui echilibru redox acceptabil.
Capitolul finalizeazd cu formularea concluziilor, care redau succint esenta rezultatelor descrise.

Capitolul 7. MANAGEMENTUL STRESULUI OXIDATIV 1IN CADRUL
TEHNOLOGIILOR DE CULTIVARE A OBIECTELOR FICOLOGICE DE INTERES
INDUSTRIAL. GENERALITATI, MECANISME, APLICATII

Capitolul generalizeaza rezultatele descrise in capitolele 3-6, evidentiazd mecanisme de
derulare a stresului oxidativ, propune solutii ce permit gestionarea starii de stres indus la
cianobacterii si microalge. in dependenti de profunzimea modificirilor generate la nivel
molecular si fiziologic, stresul oxidativ care poate fi aplicat in biotehnologie se clasifica in stres
de intensitate joasi si stres de intensitate intermediar. In capitol este expusi viziunea autoarei cu
referire la delimitarea stresului de intensitate joasa si celui de intensitate intermediara si despre
cazurile Tn care se poate axa, in cadrul tehnologiilor ficologice, pe unul dintre aceste doua tipuri
de stres. Este demonstrat ca in cazul aplicarii stimulatorilor biologici pentru cresterea
productivitatii culturilor de microalge si cianobacterii, linia de delimitare dintre stresul de
intensitate joasa si cel de intensitate intermediara trece prin punctul echivalent zero, in care

efectul de stimulare produs devine egal cu valoarea initiald a parametrului monitorizat. Tn acest
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capitol sunt propuse conditiile, in care este acceptabild aplicarea celor doua tipuri de stres
oxidativ indus (de intensitate joasd si intermediard) in calitate de instrumente biotehnologice. Tn
cazul cdnd procedeul biotehnologic este elaborat n scopul obtinerii biomasei, care va fi utilizata
integral, se aplici stresul de intensitate joasa. In cazul cand biomasa este destinata extragerii unor
componente specifice, sau pentru alte aplicatii decat consumul uman, in conditiile unui control
de calitate, procesele biotehnologice pot fi derulate in zona unui stres oxidativ de intensitate
joasa sau intermediara.

Analiza generalizatd a datelor acumulate a demonstrat ca identificarea punctelor de
aplicare a factorilor de stimulare/stres poate fi realizatd empiric prin implementarea schemelor
experimentale sau prin estimarea in baza unor corelatii intre valorile parametrilor de control,
importante din punct de vedere a mecanismelor implicate in protectia antioxidantd. O
confirmare a corectitudinii estimarilor facute pot fi considerate procedeele biotehnologice
elaborate pe baza lor (procedeele de obtinere a biomasei ficologice cu continut inalt de lipide),
dar si implementarea acestor elaborari in conditii reale.

Capitolul include descrierea procedeelor biotehnologice inovative elaborate, orientate
spre obtinerea biomasei ficologice cu un continut biochimic dirijat, spre realizarea biosintezei
nanoparticulelor, pornind de la formele ionice ale elementelor de interes, spre
biofunctionalizarea nanoparticulelor produse industrial si spre bioremedierea situsurilor poluate
cu metale grele. Toate aceste procedee au la baza reactii de raspuns ale culturilor ficologice la
stresul oxidativ indus In conditii controlate. Capitolul finalizeaza cu concluzii in baza rezultatelor
obtinute.

Compartimentul CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI include prezentarea
structurata a tuturor rezultatelor obtinute, care confirmd ipoteza formulata la initierea acestei
cercetari, demonstreaza atingerea scopului si obiectivelor tezei; reflectd contributiile personale,
contine chintesenta lucrdrii, exprimatd concis valoarea fundamentala si aplicativa a rezultatelor
obtinute. Recomandarile formulate au la bazd rezultate inovative, confirmate prin brevete de
inventie, numeroase aprecieri la saloane de cercetari si inovatii, dar si prin implementare cu
succes 1n conditii de producere industriala.

BIBLIOGRAFIA include descrierea bibliografica a celor 502 surse (articole, capitole in
monografii, teze la foruri stiintifice, brevete de inventie) citate in teza.

Compartimentul ANEXE contine copiile brevetelor de inventie si a diplomelor obtinute la
diferite foruri de inventicd, precum si actele de implementare a realizarilor incluse in teza. De
asemenea, la compartimentul Anexe au fost incluse date care vin in suportul analizelor

prezentate in capitolele 4-7.
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l. STRESUL OXIDATIV LA MICROALGE SI CIANOBACTERII

Microalgele si cianobacteriile sunt producatori primari de importantd majora, asigurand
formarea acceleratda de biomasa in baza utilizarii energiei solare, dioxidului de carbon din
atmosfera si nutrientilor simpli si omniprezenti in apele, ce acoperd cea mai mare parte a
suprafetei Pamantrului. Tn acest sens, ele asigurd, In mare parte, sustenabilitatea ecosistemelor
acvatice, dar si a celor terestre, In special prin activitatea speciilor edafice, dar si a celor de apa
potabila [308, 412]. Aceste organisme, Tndeosebi cianobacteriile, in calitate de unele dintre cele
mai ancestrale de pe Pamant, au jucat un rol esential in evolutia vietii, fiind primii producatori de
oxigen Tn atmosfera planetei, dar, in acelasi timp, si cauza asa-numitei Catastrofe a Oxigenului,
care ulterior a determinat evolutia organismelor acrobe [43]. Cianobacteriile si microalgele au
participat activ la formarea rocilor calcaroase, iar interactiunile in sistemul actual ocean-
atmosfera se produc si se mentin prin activitatea acestor organisme microscopice.

Multi dintre reprezentantii cianobacteriilor poseda capacitatea de fixare a azotului
atmosferic, contribuind o data in plus, la formarea masei organice in ecosisteme. Este foarte
important rolul cianobacteriilor si microalgelor in asigurarea fertilitatii solului [34, 308] si in
protejarea solului de poluare prin inlocuirea ingrasdmintelor organice ce contin azot cu biomasa
cianobacteriilor sau prin colonizarea solului cu aceste culturi [419].

Astfel, cianobacteriile si microalgele sunt organisme cu un impact major asupra vietii pe
Pamant, fiind principalii producdtori de oxigen, fixatori de azot atmosferic, dar si principalii
producatori de masa organicd. Datorita capacitatilor lor mari de adaptare, aceste organisme sunt
omniprezente in nisele ecologice, fiind supuse actiunii diferitor factori de stres. Cele intre
200.000 si 800.000 de specii de microalge, dupa cum se speculeaza ca ar exista, pot fi gasite in
apele dulci si sarate, in ecosistemele terestre si acvatice de pe tot globul [170, 329, 422]. Evolutia
cianobacteriilor si microalgelor s-a produs in conditii variabile si in permanentd modificare, ale
mediului ambiant. Fluctuatiile diurne si sezoniere de temperaturd si intensitate a luminii, diferite
niveluri de salinitate ale mediului acvatic in care aceste specii se dezvolta, componenta
elementald in continud modificare a apei sau a solului in care aceste organisme abiteazd sunt
surse constante de stres, caruia organismele sunt impuse sa-i faca fata pentru a supravietui. Ca
rezultat, atat cianobacteriile, cat si microalgele au format, dezvoltat si adaptat in permanenta
mecanisme de contracarare eficientd a urmarilor stresului oxidativ provocat [54, 60, 66, 201,
202, 232, 264, 460].

Ca urmare a capacitatii microalgelor si cianobacteriilor de a se adapta la o mare varietate

de conditii de mediu, acestea au devenit extrem de versatile si capabile sa sintetizeze diversi
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compusi pentru asigurarea propriilor necesitati. In acelasi timp, acesti compusi valorosi, care
poseda activitate biologicd inaltd, sunt utili si pentru diverse necesitdti umane. Ca rezultat, tot
mai raspandite sunt biotehnologiile cu implicarea acestor microorganisme, care asigura atat
cererea fatd de biomasa ficologica, cét si cererea fata de produsele obtinute din masa lor celulara
[412]. Compusii bioactivi ai microalgelor si cianobacteriilor cuprind o piatd vitala in care
predomind antioxidantii, colorantii, lipidele, inclusiv acizii grasi polinesaturati si polizaharidele
[129, 233, 314]. Speciile cel mai des cultivate in scopuri comerciale pentru uz uman se refera,
preferential la genurile Arthrospira (Spirulina), Dunaliella, Chlorella si Haematococcus. Tn
acelasi timp, multe alte specii de microalge si cianobacterii sunt cultivate la nivel industrial in
scopuri de aplicare in acvaculturd, agriculturd, producere de bioenergie s.a. Printre ultimele se
numara reprezentantii genurilor Oscillatoria, Nostoc, Phaeodactylum, Schizochytrium,
Chlamydomonas, Tetraselmis, Scenedesmus, Tisochrysis s.a. [143, 157, 274, 412]. n prezent
producerea de microalge si cianobacterii este incd o activitate industriald la scard mica in
comparatie cu alte sectoare. Productia globala de microalge este de peste 20 kt/an; fiind utilizata
preferential pentru aplicatii alimentare si ca premix pentru furaje. Preturile standard de producere
a biomasei ficologice variaza de la 15 la 25 €/kg [157].

in dependenta de tipul de cultivare, puritatea culturilor ficologice si scara la care acestea
sunt valorificate aceste costuri pot fi mult mai mari. De exemplu, la cresterea in sisteme deschise
a Nannochloropsis costurile pentru producerea unui kg de biomasa uscata poate ajunge la 53 €,
iar la cultivarea concomitentd a Tisochrysis si Phaeodactylum — la 105 €/kg [448]. Cele mai
mari investitii necesare pentru cresterea microalgelor si cianobacteriilor tin de asigurarea
procesului cu bioreactoare moderne sau spatii adecvate de cultivare in cazul producerii in
sisteme deschise, si investitiile pentru asigurarea conditiilor optime de producere: niveluri
adecvate ale temperaturii, intensitatii luminii si duratei de iluminare. De asemenea, calitatea
mediului nutritiv este un factor determinant in obtinerea unei cantitati competitive de biomasa
calitativa, care corespunde scopului in care aceasta biomasa este obtinuta.

Pretul de producere a biomasei ficologice este unul dintre factorii, care limiteaza
dezvoltarea acestui domeniu de importantd majora pentru bioeconomia modernd. Este clar ca
anume aceste articole de cheltuieli sunt cel mai des considerate, atunci cand se pune scopul de a
reduce costurile de producere. Reducerea perioadei de iluminare sau reducerea temperaturii de
crestere pot asigura o economie considerabild pentru producatori. Dar in acelasi timp,
modificarea conditiilor de cultivare in directia micsorarii preturilor aferente producerii este o
provocare pentru biotehnologie, deoarece orice deviere de la conditiile standard poate provoca

stres pentru culturile de microalge si cianobacterii. Cunoasterea mecanismelor de aparitie si
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identificarii solutiilor pentru eliminarea efectelor negative ale acestui fenomen si obtinerea

produselor ficologice de calitate Tnaltd si sigure pentru uzul uman.

1.1 Mecanismele de aparitie si dezvoltare a stresului oxidativ la cianobacterii si
microalge

Bazele teoriei stresului au fost puse in 1936 de citre Hans Selye care de asemenea, a
formulat si principiile de baza ale raspunsurilor la stres [388]. Publicatia cu un volum de
jumatate de pagina descrie similitudinea raspunsului organismului la diferiti factori, cum ar fi
substantele toxice, medicamentele, frigul, extenuarea musculard, leziuni de diferita naturd, care
poate fi divizat in trei etape, prima dintre care este consideratd o ,alarma generald”, iar
urmatoarele doua — etape de adaptare. Autorul sublinia aparitia unui sindrom comun indiferent
de factorul provocator iar cele trei etape de depasire a sindromului sunt elemente ale unui
raspuns tipic al organismului la diferiti stimuli. Aceastd lucrare este consideratd punctul de
pornire Tn teoria stresului, cu toate ca in publicatie cuvantul stres nu apare.

Conceptul de stres oxidativ a fost prezentat intr-o forma definita in anul 1985 de catre
Helmut Sies si dezvoltat ulterior de acest autor, dar si de multi alti cercetatori [62, 401-406].
Notiunea de stres oxidativ in formularea lui H.Sies este urmatoarea: stresul oxidativ este un
dezechilibru intre oxidanti si antioxidanti In favoarea oxidantilor, ceea ce duce la o intrerupere a
semnalizdrii si controlului redox, si la daune moleculare.

Stresul oxidativ este un fenomen universal pentru toate formele de viata, inclusiv pentru
microorganismele fotosintetizante, cum sunt microalgele si cianobacteriile, iar pastrarea
echilibrului redox la aceste organisme este o forma de exprimare a lor [317]. Originea acestui
fenomen este strans legata de evolutia vietii pe pdmant si asociatd cu aparitia oxigenului, ca parte
componentd a mediului ambiant [355].

Aparitia procesului de fotosinteza oxicd ca eveniment unic, produs in baza unui stramos
anoxic al cianobacteriilor, si evolutia lui ulterioard constituie unul dintre cele mai importante
evenimente din istoria Pdmantului. Acest proces biologic a avut cel mai dramatic impact asupra
schimbarilor planetare [395, 431, 458, 459]. Procesul include coordonarea a douad fotosisteme
distincte Tntr-un singur proces fotoelectric, evolutia cailor de biosintezd a clorofilei si evolutia
site-urilor active redox complexe care produc oxigen. Oxigenul la un moment dat, pentru prima
data, a fost eliberat in mediul ambiant de microorganisme ca un produs secundar al utilizarii
energiei luminii [432]. Acumularea de Oz in mediu a remodelat complet biogeochimia planetei si

a afectat dramatic traiectoria evolutiei ulterioare a vietii in intregime. Organismele vii au fost
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nevoite nu numai sa se adapteze la viata in conditii oxice, ci si sd utilizeze in scopuri proprii
acest gaz ce poate prezenta multiple beneficii in paralel cu toxicitatea lui, astfel transformand o
provocare in multiple oportunitati de dezvoltare.

Speciile reactive ale oxigenului (SRO) prezinta paradoxul suprem 1in viata si evolutie.
Cresterea continutului de oxigen molecular in atmosferad la sfarsitul Proterozoicului a asigurat
necesitdtile de respiratie ale animalelor. Reducerea enzimaticd a oxigenului molecular a dus la o
crestere semnificativd a producerii de energie. Cu toate acestea, utilizarea Oz a prezentat si
provocari majore, deoarece acest gaz, cat si SRO sunt foarte toxice, producind o blocare sau cel
putin o incetinire a evolutiei multicelulare dupa Marea Catastrofa a Oxigenului. Capacitatea de a
detoxifica SRO nu a fost o trasatura care a aparut ca raspuns la nivelurile crescute de Oz, ci mai
degraba a fost o adaptare cruciald la micromediile slab oxice ale Pamantului timpuriu. Analiza
moleculard a sistemelor de reglare intrinseci pentru homeostazia celulara si biologia redox arata
ca aceste cai au fost pastrate de-a lungul timpului, iar adaptarile ulterioare au coincis cu
modificarile importante in continutul de O2 atmosferic [431]. Astfel, la organismele fotosintetice
stravechi site-urile de formare a SRO s-au constituit si evoluat in paralel cu cele de asigurare a
protectiei antioxidante. In conditii normale, aceste doua sisteme actioneaza Tn tandem, asigurand
echilibrul starii oxidative a celulei, 1ar in cazul cand speciile reactive sunt produse in exces si
sistemul antioxidant nu reuseste sa anihileze SRO, survine starea de stres oxidativ.

Respiratia celulara sau oxidarea oxicd a compusilor organici prezintd mecanismul de
baza, care asigura cu energie celulele organismului animal si bacteriile aerobe, dar si celulele
organismelor fotosintetizante in perioada de intuneric. Dar, asemeni majoritatii proceselor
biochimice, respiratia celulara este polifunctionala, indeplinind si alte functii biologice. Una din
aceste functii este reducerea mono- si dielectronica a oxigenului pana la superoxid (O2") si
peroxid de hidrogen corespunzator. De fapt, prin aceastd functie, respiratia celulara devine un
mecanism de formare a SRO — precursori ai radicalului hidroxil — practic cel mai puternic
oxidant, care poate distruge orice componenta a celulelor vii. Formarea SRO este un proces care
are loc in conditii strict controlate, ceea ce exclude presupunerea cd speciile reactive de oxigen
sunt doar o ,,taxa” achitata de organismele vii pentru aerobioza [216, 219, 500].

Formarea SRO are loc 1n toate compartimentele celulare si are legaturd atat cu procesele
enzimatice, cat si cu cele neenzimatice. Dintre cele mai importante procese enzimatice, care duc
la formarea SRO este transportul de electroni prin lanturile transportoare de electroni, care
functioneaza pe structurile membranare functionale ale celulei. Lanturile transportoare de
electroni, formate din diferite enzime, cofactorii carora participa in permanentd in reactii

reversibile de oxidoreducere, prezintd o contributie esentiala in aparitia speciilor reactive in
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celula [281, 402, 479]. Cele mai semnificative procese neenzimatice, care soldeaza cu formarea
SRO sunt reactiile de oxido-reducere a fenolilor, chinonelor, flavonelor, autooxidarea
compusilor ce contin gruparea SH, hemurilor s.a [285, 447].

Deosebirile care au fost observate in procesul de generare a speciilor reactive de oxigen
la reprezentantii a diferifi taxoni sunt determinate, in special, de particularitatile structurale si
metabolice ale lor. Eucariotele sunt caracterizate prin mecanisme asemanatoare, care duc la
formarea SRO. In acelasi timp, formele imobile, care sunt supuse actiunii mai pronuntate a
conditiilor mediului ambiant, cat si cele care realizeaza fotosinteza oxigenica, se caracterizeaza
prin concentratii mult mai Tnalte ale oxigenului molecular in tesuturile lor. Astfel, concentratia
oxigenului Tn mitocondriile celulelor animale este in mediu de 3-30uM [307, 439], in timp ce
aceastd concentratie in celulele plantelor constituie n jur de 250uM [494]. Aproximativ 1% din
oxigenul molecular absorbit de plante se transforma in SRO in procesul de oxidare incompleta a
lui [123,385].

Tn celulele animale sunt cunoscute mai multe site-uri de formare a SRO, asa ca: 1)
mitocondriile (cu implicarea complexelor 1 si III ale lantului respirator, dar, de asemenea, si
monoaminooxidazei, o-ketoglutarat - dehidrogenazei, glicerol - fosfat dehidrogenazei), 2)
reticulul endoplasmatic (cu implicarea citocromului P-450 si enzimelor b5, diaminoxidazeli,
Erolp ), 3) peroxisomii (cu implicarea aminoacid - oxidazei, L-2-hidroxiacid - oxidazei si
uratoxidazei), 4) citosolul (NO - sintazele, lipoxigenazele si PGH - sintaza), 5) membrana
citoplasmatica (NADPH oxidaza, lipoxigenaza) [71, 123, 188, 200, 257, 273, 424, 472, 492].
Spatiul extracelular la organismele pluricelulare este, de asemenea, unul din locurile de formare
a speciilor reactive, in special din contul activitatii xantinoxidazei.

Pentru celulele vegetale, la lista de mai sus se mai adauga inca o sursa foarte importanta
de specii reactive de oxigen — cloroplastele, in care SRO apar in cadrul fotosistemelor I (cu
participarea ferredoxinei) si II (in procesul de fotooxidare a apei) [162, 265, 285, 493, 494, 498,
499].

Producerea SRO si contributia relativa a compartimentelor celulare difera in dependenta
de specia reactiva a oxigenului, tipul de celule in care acestea se formeaza, specia la care
apartine organismul si conditia lui fiziologica. Complexitatea acestor deosebiri este determinata
si de prezenta asa numitilor ,,consumatori” de SRO (enzime ce utilizeaza in calitate de substrat
radicalii liberi si moleculele reactive) in diferite parti ale celulei. Prezenta enzimelor antioxidante
in componenta acelorasi structuri, care sunt si surse de specii reactive, duce la subestimarea

cantitativd a acestora. In acelasi timp, anume rata netd de producere a speciilor reactive
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determind faptul, dacd un anumit compartiment celular va elimina, ori din contra, va importa
radicali si molecule reactive [293, 303, 417].

Organitele celulare pot produce specii reactive atat in interiorul lor, cat si in exterior. De
exemplu, lantul respirator al mitocondriilor poate produce radicalul superoxid in matrice, dar si
alternativ, in spatiul intermembranar, unde poate fi utilizat ca substrat de catre enzima
superoxiddismutaza (SOD) sau eliminat Tn exterior prin porine [71]. Radicalul superoxid nu
traverseazd membranele in cantitati apreciabile din cauza sarcinii sale, de aceea ramane, de
obicei, la locul in care a fost generat. Cea mai mare parte a superoxidului generat in organitele
celulare este convertit de citre SOD in peroxid de hidrogen, care poate trece usor prin
membranele biologice.

Dintre organitele celulelor eucariote nefotosintetizante, Tn conformitate cu opinia
majoritafii autorilor, cel mai considerabil aport in producerea speciilor reactive il au
mitocondriile [307, 319, 439, 447, 467, 492, 479]. In ultimul timp, insa, apar publicatii, care
propun opinii ce diferd de cea expusa mai sus. Astfel, se insista asupra faptului ca in realitate, din
punct de vedere cantitativ, reticulul endoplasmatic §i peroxizomii au o pondere mai mare in
producerea speciilor reactive. Aceasta afirmatie este dovedita cel putin pentru celulele ficatului,
fiecare dintre care contine peste o mie de mitocondrii [71, 472]. Sunt sau nu mitocondriile
principala sursd de SRO in celulele ce nu realizeaza fotosinteza, urmeaza a fi demonstrat, dar
ramane cert faptul ci aceste organite produc o buni parte din speciile reactive. In acelasi timp,

nu poate fi neglijata nici contributia altor compartimente celulare in aportul de SRO.

1.1.1. Formarea SRO Tn mitocondrii

Mitocondriile, organitele celulare care realizeaza respiratia, confin mai multe enzime —
componente ale lantul respirator transportor de electroni. Potentialul redox al elementelor, care
formeaza sectoarele incipiente si mediale ale lantului, adesea are valori mai mici decat -0,3V
(care este valoarea potentialului cuplului O2/O;™). Ca rezultat, interactiunea aleatorie a acestor
transportori cu molecula de oxigen poate provoca reducerea monoelectronica a Oz pana la O;™.
In mod normal, celula vie tinde s diminueze efectele acestui proces, iar in cazul in care reactia a
avut loc — sa previna formarea radicalului hidroxil, cunoscut prin gradul inalt de agresivitate in
raport cu macromoleculele celulare [44, 123, 500-502]. Lantul transportor de electroni genereaza
radicalul superoxid in calitate de produs inevitabil si specie reactiva primara. In prezent, sunt
cunoscute cel putin 9 site-uri de formare a speciilor reactive ale oxigenului in mitocondrii.
Acestea sunt: citocrom —b5-reductaza, care produce radicalul superoxid si monoaminooxidaza,

care produce peroxidul de hidrogen in reactia de oxidare a aminelor biogene, ambele fiind situate
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in membrana mitocondriala  externa; dihidroorotat-dehidrogenaza, a-glicerofosfat-
dehidrogenaza, succinat-dehidrogenaza, complexul a-cetoglutarat dehidrogenazic, complexele |
si Il ale langului respirator, care pot initia formarea radicalului superoxid si a peroxidului de
hidrogen, toate fiind localizate in membrana internd a mitocondriilor; aconitaza, care produce
radicalul hidroxil si este localizatd in matricea mitocondriala [44]. In calitate de sursa principala
de formare a radicalului superoxid si a peroxidului de hidrogen in mitocondrii este recunoscut
lantul transportor de electroni de pe membrana internd a acestor organite.

Reducerea oxigenului pana la apa cu participarea oxidazelor are loc cu o viteza destul de
mare. Cu toate acestea, poate avea loc si reducerea monoelectronica spontand a oxigenului cu
formarea superoxidului in complexele I, IT si III ale lantului transportor de electroni [67, 123,
141, 171, 212, 439]. Site-urile unde, potential, poate avea loc capturarea electronilor de catre
oxigen sunt centrele redox, care contin clusterele proteice Fe-S, hemuri si chinone. Principalele
site-uri in care are loc reducerea monoelectronica a oxigenului pe lantul transportor de electroni
sunt NADH-dehidrogenaza (din complexul I) si perechea ubichinona — citocrom b (complexul
1) [123 224, 307].

Contributia relativa a fiecaruia dintre complexele numite in procesul de generare a SRO
poate sa difere foarte puternic in dependentd de conditiile fiziologice prezente in organism, dar si
de tipul de tesut ori celuld. in complexul I, cofactorul flavinmononucleotidei (FMN) accepti
electronii de pe NADH si ii transfera pe coenzima Q prin cateva centre Fe-S. In conditiile in care
lantul transportor de electroni este blocat (de exemplu la distrugerea citocromului c, ori la
deteriorarea lantului transportor), iar raportul NADH/NAD are valori inalte, cea mai mare parte a
superoxidului este generata de cofactorul FMN redus cu utilizarea electronilor proveniti de pe
NADH [207, 307]. In cazul unui parcurs normal al respiratiei mitocondriale, cand nivelul de
NADH este relativ jos, in complexul I se formeaza doar o mica cantitate de superoxid.

Transportul invers de electroni (TIE) este un alt mecanism de formare a unei cantitati
semnificative de superoxid in complexul I. TIE apare atunci cand in conditii de consum scazut
de ATP si potential membranar inalt, substratul complexului IT — succinatul — reduce coenzima Q
si forteaza electronii ca sd se reintoarca pe complexul I, unde sunt transferati pe oxigen, iar in
rezultatul acestui proces se formeaza superoxidul [192, 253].

In prezent, cele mai multe cunostinte sunt acumulate in ceea ce priveste contributia
complexului 111 la formarea radicalului superoxid in procesul de autooxidare a anionului radical
semiubichinond (UQ™). Pe parcursul acestui proces, in anumite conditii, reducerea
monoelectronica a oxigenului soldeazd cu formarea O:". Aparenta unei cunoasteri clare a

mecanismelor, care asigurd formarea radicalului superoxid pe complexul 11, lasa insa si multe
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pete obscure, in special este absolut neclar de ce complexul III elimind radicalul format in
proportii egale de ambele parti ale membranei mitocondriale interne [303].

Afara de lantul respirator, Tn mitocondrii mai sunt si alte surse potentiale de SRO, dar
relevanta lor nu este studiata indeajuns. O exceptie, Tn acest sens, este cetoglutarat -
dehidrogenaza ce contine flavind, care poate reduce oxigenul in conditii de continut inalt de
NADH [423, 424, 434]. Cu toate acestea, in conditii de formare intensda a ATP si prezenta unei
cantitati considerabile de NADH, formarea radicalului superoxid din diferite surse, chiar daca in
fiecare din ele acest proces are o intensitate mica, poate duce la starea de stres oxidativ pe termen
lung, ceea ce, in final, duce la deteriorarea mitocondriilor. Concentratia oxigenului celular, la fel
ca si statutul metabolic al celulei, poate afecta formarea SRO in mitocondriile, aflate in conditii
de hiperoxigenare, in directia sporirii formarii SRO [207]. De asemenea, a fost constatat faptul
ca intensitatea generarii O2” creste odata cu sporirea cantitatii de ubichinona redusa si trece
destul de activ pe complexele I si IIl. Astfel, transportul de electroni pe aceste complexe este
cuplat cu formarea radicalilor semichinonei [224].

Avand 1n vedere conditiile complexe si variabile 1n celuld, la momentul actual este destul
de complicat de a monitoriza in vivo procesul de formare a radicalului superoxid. Deoarece
acesta este generat in matricea mitocondriald, monitorizarea acestui proces, din afard este limitat
de prezenta peroxidului de hidrogen, care nu a fost detoxificat in mitocondrii. Tn plus, reactia de
dismutatie concureaza cu formarea peroxinitritului in prezenta NO. Cu toate ca unii cercetatori
nu manifesta prea multa incredere fatd de cuantificarile in vivo, este absolut clar ca procesul de
generare a SRO Tn mitocondrii are loc atat in conditii de normalitate a proceselor celulare, cat si
n cazul starilor patofiziologice.

SRO formate in mitocondrii pot cauza leziuni locale, care sunt determinate de
interactiunea H20, cu Fe?* din componenta clusterelor 4Fe-4S. In rezultatul acestei interactiuni
din componenta complexelor se elibereaza ionii de fier bivalent, care initiaza reactia Fenton.
Radicalul hidroxil ce se formeaza in rezultatul reactiei numite este unul din cei mai agresivi
radicali si poate afecta enzimele implicate 1n reactiile ce au loc in matricea mitocondriala. Printre
enzimele care sunt afectate in primul rand sunt: aconithidrataza (enzima a ciclului tricarbonic);
unele unitdti ale complexelor glicindecarboxilaza si piruvatdehidrogenaza, precum si unele
unitati structurale ale ATP-sintazei. Proteinele afectate de prezenta SRO sunt distruse in
continuare de catre proteazele specifice prezente in matricea mitocondriilor. Deteriorarii

oxidative, de asemenea, sunt supuse membranele mitocondriale si ADN-ul mitocondrial.
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1.1.2. Formarea radicalilor liberi Tn cloroplaste

Desi cloroplastele nu sunt unicele surse de formare a speciilor reactive ale oxigenului,
acestea totusi sunt cele mai puternice centre de producere a SRO in celulele, care realizeaza
fotosinteza. Tn aceste organite celulare permanent are loc formarea oxigenului singlet, radicalului
superoxid si, Tn continuare, a peroxidului de hidrogen — fenomene legate de procesele
fotosintetice care au loc Tn membranele tilacoidale [162, 175, 265, 285, 392].

Centrele de reactie ale fotosistemelor I si II (PSI si PS Il) in tilacoizii cloroplastelor sunt
cele mai importante site-uri de producere a SRO. Formarea speciilor reactive pe aceste locatii
celulare sporeste in conditii de limitare a procesului de fixare a CO», care intervine sub influenta
diferitor factori, asa ca deshidratarea, hiper- si hiposalinitatea, stresul hiper- si hipotermic s.a. In
aceste conditii electronii de la centrele de reactie se deplaseaza spre NADP, care este redusa
pand la NADPH, ce intra in ciclul Calvin si reduce acceptorul final de electroni - molecula de
COsz. In caz de supraincircare a lanturilor transportoare de electroni din cauza scaderii cantitatii
de NADH 1in conditii de stres, are loc scurgerea electronilor de pe fierredoxind pe Oz cu
reducerea acestuia din urma pana la radical superoxid:

207 + 2Fdred —— 202 © + 2Fdox

Aceasta reactie a fost numitd reactia Mehler in cinstea savantului, care a descoperit
fotoreducerea oxigenului pana la peroxid de hidrogen in cloroplaste inca 1n anii 50 ai secolului
trecut [50, 392].

Fluxul de electroni spre molecula de oxigen poate proveni de la clusterele 2Fe-2S si 4Fe-
4S ale fotosistemei I. Partea acceptoare a lantului transportor de electroni in fotosistema II
contine QA si QB. Fluxul de electroni de la acestea la O2 contribuie la producerea radicalului
superoxid. Odatad format, radicalul superoxid genereaza specii reactive de oxigen mult mai
agresive. Astfel, O>" poate aditiona un proton si forma HO>" ori poate fi supus procesului de
dismutatie (prin intermediul SOD ori spontan) cu formarea peroxidului de hidrogen. In clusterele
Fe-S, unde este prezent Fe?*, peroxidul de hidrogen poate fi transformat in cadrul reactiei Fenton
n radicalul hidroxil, mult mai periculos ca peroxilud [392].

Astfel, formarea radicalului superoxid in cloroplaste are loc atat in fotosistema | (cu
participarea ferredoxinei), cat si in fotosistema II (in procesul de fotooxidare a apei), precum si
in rezultatul activitatii oxidazelor (in special a ribulozobifosfat carboxilazei). Radicalului
superoxid format 1in reactia oOxigenazica, se consuma in cadrul descompunerii
ribulozobifosfatului in acid 3-fosfogliceric si fosfoglicolat [50, 236]. Rolul biologic al acestui
radical este cel de semnal celular de transductie. Cu toate ca radicalul superoxid poate migra

direct din cloroplaste catre alte compartimente celulare, cdile de semnalizare a SRO pot fi
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declansate numai daca in locul unde a avut loc formarea SRO sunt prezente proteinele adecvate.
Sistemele antioxidante din cloroplaste servesc fie la propagarea acestor semnale, fie la
eliminarea excesului de SRO care nu poate fi valorificat eficient in semnalizare. Modificarile
redox asociate cu metabolismul carbohidratilor stromali joacd, de asemenea, un rol cheie in caile
de semnalizare a cloroplastelor [162].

Am mentionat deja, ca desi oxigenul molecular este un oxidant foarte puternic, acesta
este caracterizat prin reactivitate joasd, fapt care este explicat prin configuratia moleculei O2. In
atmosfera, oxigenul se afld in stare tripleta — electronii de valenta au spinii paraleli. Odata cu
modificarea spinului, molecula O trece in starea de excitare singletd si se transforma in oxigen
singlet, '0,, care are reactivitate inaltd, si deci, prezinta pericol. in cloroplaste, formarea
oxigenului singlet are loc datoritd contactului dintre molecula de oxigen si clorofila, care a
asimilat energia luminii, trecand 1n starea tripletd. Durata de viatd a clorofilei in stare tripleta este
destul de mare, ceea ce determina posibilitatea transmiterii excesului de energie moleculelor de
O> cu formarea oxigenului singlet. Oxigenul singlet este capabil sa produca oxidarea proteinelor
componente ale aparatului fotosintetic, moleculelor de clorofild, lipidelor membranelor
tilacoidale. Astfel, eliminarea oxigenului singlet format, ori Impiedicarea formarii lui excesive
este 0 necesitate vitald a oricarei celule, care realizeaza procesul de fotosinteza. In conditii
fiziologice normale aceste functii sunt indeplinite de citre carotenoizii, care sunt parte
componentd ale complexelor de antene ale centrelor de reactie fotosintetice.

In cloroplaste actioneaza cateva sisteme de lichidare a formelor active ale oxigenului, dar

acestea sunt capabile sa asigure doar o stabilitate relativa a nivelului de SRO.

1.1.3. Formarea radicalilor liberi Tn reticulul endoplasmatic

Formarea speciilor reactive ale oxigenului n reticulul endoplasmatic (RE) are loc prin
concursul citocromului Psso (CYP), a citocromului bs si sistemului de monooxigenaze. Aceste
reactii sunt studiate, Tn special, in vitro pe sisteme microzomale.

Notiunea de citocrom Pssg intruneste o familie de enzime hem-tiolate implicate n
metabolizarea oxidativd a unei mari varietati de compusi lipofili endogeni si exogeni. In calitate
de produsi intermediari ai acestor reactii apar radicalul superoxid si peroxidul de hidrogen.
Formarea radicalului superoxid are loc in procesul de oxidare spontana a hemoglobinei,
ferredoxinei, hidrochinonelor reduse de citocromul bs, tetrahidropteridinelor, adrenalinei s.a.
[123, 130, 440, 501, 502]. Cuplarea slaba a ciclului catalitic al citocromului Pssp genereaza
productia continud a speciilor reactive de oxigen, care afecteaza cdile de semnalizare si alte

functii celulare. Generarea de SRO de catre citocromul Psso este strict controlatd prin
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reglementarea procesului de transcriptie genica, precum si prin modularea interactiuni intre
constituentii proteici ai monooxigenazei care afecteaza activitatea, cuplarea si stabilitatea SRO.
Functionarea necorespunzatoare a acestor mecanisme poate duce la o producere exagerata de
SRO, si ca urmare, la inducerea stresului oxidativ. La randul sau, stresul oxidativ regleaza
nivelul citocromului Psso printr-o varietate de mecanisme de feedback.

Citocromul Psso este inclus in sistemul membranar al monooxigenazei microzomiale
(MOM), localizat in reticulul endoplasmatic, prezent in majoritatea celulelor eucariote. Sistemul
MOM catalizeaza oxigenarea unei mari varietdti de compusi exogeni, precum $i a unor
substraturi endogene. Marea varietate de substraturi, care poate fi oxidata, se datoreaza existentei
mai multor izoenzime CYP cu selectivitate larga de substrat. Reactiile de monooxigenare, de
obicei, necesita participarea a doi electroni, care sunt transferati spre CYP de catre flavoprotein-
NADPH-P450-reductaza. Toate proteinele constitutive ale MOM sunt ancorate de suprafata
exterioara a membranei RE prin ancore transmembranare, interactioneaza prin difuzie laterala si
formeaza complexe dinamice. Captarea electronilor de catre CYP este necesard pentru a activa
oxigenul si, in cele din urma, pentru a insera un atom de oxigen ntr-o molecula de substrat. Cu
toate cd sistemul format din citocromul P450 si reductaza acestuia este pe deplin functional,
MOM complet contine, de asemenea, citocromul b5 care poate servi ca o sursa alternativa de
electroni pentru CYP, dar este mult mai putin eficace decat CYP - reductaza [470].

Aportul componentelor MOM  si intensitatea proceselor transferului de electroni in
membranele RE sunt adesea subestimate. Contrar opiniei ca cele mai intense procese de transfer
de electroni sunt localizate in mitocondrii, mai mult de 60% din hemoproteinele transportoare de
electroni si aproximativ 20 - 30% din flavoproteinele membranare sunt localizate in RE. Cifrele
indicate sunt valabile, in special, pentru celulele hepatice, dar si in cazul altor tipuri de celule,
continutul componentelor mentionate in membrana RE este comparabil cu cel din membrana
interna mitocondriala [130, 501, 502].

Asa dar, sistemul CYP catalizeazi reactiile care introduc oxigenul in molecule. Tn proces
este nevoie de specii partial reduse de oxigen, care pot aparea prin disocierea CYP [216]. Este
dovedit cd microzomii izolati In prezenta unui sistem de regenerare NADH ori NADPH
genereaza radicali superoxid si peroxid de hidrogen. In acelasi timp, formarea speciilor reactive
de oxigen in vivo pe membranele RE este limitata si poate atinge un nivel periculos, doar in caz
de expunere cronicd a celulelor actiunii factorilor toxici, sau in conditii de depreciere a
sistemului antioxidant.

Ciclul catalitic al CYP poate fi descris in felul urmator. In lipsa substratului izoformele

Psso au fierul hemic cu 6 legituri considerate slabe. In cele mai multe cazuri, la cuplarea cu
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substratul are loc schimbarea echilibrului de spin spre cinci legaturi coordinative. Dupa
acceptarea primului electron aditional, P4so leaga o molecula de oxigen. Oxi-complexul Psso este
in continuare redus cu formarea unui peroxi-complex. Acesta, la aditionarea de protoni, poate
duce la scindarea heterolitica a legaturii O-O. Ca rezultat, se produce molecula de apa si
complexul "oxinoid". Atomul de oxigen activat, legat cu hemul, este introdus in molecula de
substrat. In prezenta unei concentratii inalte de H>O> sau alti peroxizi organici, aceste molecule
pot servi ca o sursd de oxigen pentru Paso prin hidroxilarea H2O.- dependenta a substratului in
ciclul catalitic. In cadrul acestor transformari existi mai multe "scurgeri", adica Situ-suri
producatoare de SRO. Primul reflecta eliberarea anionului radical superoxid datorita
descompunerii complexului ternar redus. Cea de-a doua ,,scurgere”, care duce la formarea SRO,
reflecta reactia de protonare a peroxicitocromului Psso cu formarea peroxidului de hidrogen. Cea
de-a treia cale de formare a speciilor reactive in RE necesita aditionarea a doi electroni dupa
dezintegrarea peroxicitocromului Paso cu eliberarea unui atom de oxigen din componenta unei
molecule de apa [216, 470, 502].

Producerea continud de SRO este un rezultat inevitabil al consumarii NADPH de catre
CYP, atat in prezenta, ct si in lipsa substratului. In acelasi timp, rata de consum a NADPH si a
oxigenului este dependentd intr-o masurd extrem de joasd de substrat. Ca rezultat, chiar si in
lipsa totald a substratului, lantul transportor de electroni din membranele RE continua sa
efectueze oxidarea NADPH si sd producd SRO. Astfe, MOM contribuie semnificativ la
formarea SRO 1in celula, chiar in lipsa inducerii oxidazelor de prezenta xenobioticelor [130].

In cazul depasirii limitei fiziologice a SRO produse de citre RE, radicalii liberi si
moleculele reactive pot provoca peroxidarea lipidelor, induce toxicitate celulara si chiar moartea
celulelor. Anume din aceste considerente in celule sunt prezente mecanismele eficiente de
control asupra procesului de generare a SRO de catre MOM. Principalele dintre acestea sunt
reglarea transcriptionald, precum si modularea interactiunii intre componentele proteice ale
monooxigenazei, care afecteazd activitatea, eficienta si stabilitatea ei. In cazul functionarii
proaste a acestor mecanisme intervine starea de stres oxidativ, iar acesta, la randul lui, regleaza
nivelul Paso prin diverse mecanisme feedback. Un rol important in procesul de reglare i revine
si citocromului b5, care actioneaza in calitate de modulator al activitatii monooxidazei [130].

SRO sunt produse in reticulul endoplasmatic al microalgelor in timpul formarii
legdturilor disulfurice intre substratul lantului polipeptidic. Procesul de formare a SRO in
reticulul endoplasmatic al microalgelor implica enzima protein-disulfid-izomeraza (PDI).
Aceastd enzima catalizeaza formarea si ruperea legaturilor disulfurice, care sunt prezente intre

resturile de cisteind ale proteinelor in timpul plierii moleculei in structurd tertiard. Peroxidul de
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hidrogen este produs in reticulul endoplasmatic atunci cand doi electroni sunt transferati la
reziduul de cisteina, ducand la reducerea situsului activ PDI, in timp ce substratul polipeptidic
este oxidat, ducand la reducerea oxigenului molecular in oxidant H.O> [440].

Cu toate ca 1n prezent multe din aspectele efectelor fiziologice si celulare ale generarii
SRO in componentele RE raman inca neclare, cert este faptul, cd RE in calitate de sursa de

radicali liberi i molecule reactive un rol de importanta majora.

1.1.4. Formarea radicalilor liberi Tn peroxizomi

Oxigenul este consumat in diverse reactii metabolice in diferite compartimente celulare,
lar peroxizomii sunt unele dintre cele mai importante site-uri in acest sens, de rand cu
cloroplastele, mitocondriile si reticulul endoplasmatic. inca in anii 60 de citre De Duve a fost
descrisd pentru prima datd o cale respiratorie prezenta in peroxizomi, in care electronii, generati
din diversi metaboliti reduc Oz pana la H2O,, care este in continuare redus pana la H2O [386].
Transportul de electroni in peroxizomi nu este cuplat cu procesul de fosforilare si nu duce la
producerea de ATP. Energia libera este eliminata sub formd de caldura.

La momentul actual se considera demonstrat rolul cheie al acestor organite omniprezente
in procesul de producere, dar si in procesul de distrugere a SRO, in special a peroxidului de
hidrogen. Acest rol reiese din consumul sporit de oxigen, formarea H>O2, 02", OH" si NO" in
peroxizomi, precum si descoperirea mai multor enzime ce metabolizeaza SRO [123, 425, 440].

Initial, se considera ca principala functie a peroxizomilor este de a descompune H20x,
generat de diferite oxidaze peroxizomale (in special de flavoproteine) prin concursul catalazei,
enzima consideratd drept marker clasic peroxizomal. In prezent, este clar ci peroxizomii sunt
implicati Tn numeroase functii celulare. Principalele procese metabolice care contribuie la
generarea de H202 in peroxizomi sunt f-oxidarea acizilor grasi, reactiile enzimatice ale
flavinoxidazelor, disproportionarea radicalilor superoxid, iar in peroxizomii plantelor - reactiile
de fotorespiratie ale glicolatoxidazei [440]. Peroxizomii microalgelor sunt locul productiei
intracelulare majore de H>O; datorita prezentei oxidazelor si a metabolismului lor oxidativ, iar
O, este un produs al activitatii lor metabolice normale. Superoxidradicalul se localizeazi Tn n
matricea si membrana peroxizomilor [145, 381].

Principalele surse ale peroxidului de hidrogen Tn peroxizomi sunt oxidazele, care
transfera hidrogenul de la substratul respectiv la oxigenul molecular. H2O, este descompus de
enzimele catalaza si glutation — peroxidaza (GPx) sau convertit in radicalul hidroxil (OH").
Radicalii hidroxil pot deteriora membrana peroxizomald prin peroxidarea acizilor grasi

nesaturati. Hidroperoxizii lipidici formati in acest proces pot fi descompusi de catalaza si
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glutation - peroxidaza. Anionul superoxid (O2") generat de oxidazele peroxizomale (de exemplu,
de xantinoxidaza (XOx)) esteeliminat de superoxiddismutazele MnSOD si CuZnSOD. Sintetaza
oxidului nitric (NOS) catalizeaza oxidarea L-argininei (L-Arg) pana la oxid nitric (NO"). NO’
poate reactiona cu radicalul superoxid O™ formand peroxinitrit (ONOO"), un oxidant extrem de
puternic. H2O2 si NO® penetreaza membrana peroxizomala si actioneaza in procesul transductiei
de semnal [502].

Procesul de B-oxidare a acizilor grasi, catalizat de enzima acetil-CoA-oxidaza, este cel
mai important proces metabolic in peroxizomi, care duce la formarea SRO. Desi substratul
lipidic peroxizomal are o importanta neinsemnata in calitate de sursa de energie, acesta este
foarte valoros din punct de vedere fiziologic functional. Diferite categorii de lipide sunt
metabolizate de diferite forme ale acetil-CoA-oxidazei, care se deosebesc prin specificitate de
substrat. Astfel, palmitoil-CoA - oxidaza catalizeaza reactiile de degradare a acizilor grasi cu
catena lunga si a prostaglandinelor, pristanoil-CoA - oxidaza — a acizilor grasi cu ramificatia 2-
metil a catenei, iar trihidroxicoprostanoil-CoA oxidaza — a intermediarilor acizilor biliari, s.a. Tn
aceste reactii are loc formarea unei cantitati importante de peroxid de hidrogen [501, 502].

Astfel, in prezent peroxizomii sunt considerati ca locul major de formare si detoxifiere a
speciilor reactive ale oxigenului si, prin urmare, au un rol important in mentinerea homeostaziei

redox celulare si in reglarea diferitelor cascade de semnalizare.

1.1.5. Formarea radicalilor liberi in citozol

Spre deosebire de cantitatea mare de informatie disponibila cu referire la producerea
SRO in diferite compartimente ale celulei, informatia despre formarea speciilor reactive de
oxigen in citozol se gaseste mult mai rar. Din literatura de specialitate reiese ca citozolul nu
contine surse directe majore de formare a SRO. In acelasi timp, aici se inregistreaza circulatia
peroxidului de hidrogen intre diferite compartimente celulare, in care acestea sunt produse.

Daca initial se credea cad aceastd miscare este efectuata prin mecanismul difuziei pasive,
atunci in prezent a fost stabilit ca aceasta este facilitatd de acvaporinele specifice pentru H2Oa.
Citozolul mai este implicat §i in integrarea si transmiterea semnalelor SRO spre/ si de la alte
structuri celulare, inclusiv de la / si spre membrana citoplasmatica.

Tn procesul normal al reactiilor fiziologice, care au loc in citozol, permanent se produc si
se consumd SRO. Cu toate ca intensitatea acestui proces este mult mai joasa fatd de cea
inregistratd in mitocondrii, cloroplaste, peroxizomi, reticul endoplasmatic, aceste procese merita
a fi evidentiate in calitate de surse de radicali si specii reactive. Se considerd cd formarea

speciilor reactive de oxigen in citozol are loc preponderent cu participarea xantin-oxidazei si

39



aldehid-dehidrogenazei. Activitatea xantin-oxidazei a fost inregistrata in celulele endoteliale,
celulele Kupffer si in hepatocite. De asemenea, formarea SRO 1n citozol poate fi determinata de
activitatea oxidazelor flavinice. Formarea peroxidului de hidrogen are loc in procesul reactiei de
oxidare a aminoacizilor de catre oxidazele respective [216]. Aceste enzime fiind prezente si in
celulele microorganismelor fotosintetizante eucariote, putem presupune implicarea lor in baza

unor mecanisme apropiate, in formarea speciilor reactive ale oxigenului.

1.1.6. Formarea radicalilor liberi in membrana citoplasmatica, peretele celular i

apoplast

Oxidoreductazele transportoare de electroni sunt omniprezente in structurile membranare,
inclusiv in membrana plasmaticd si sunt surse de generare a SRO. Productia de SRO a fost
studiata prin metoda rezonantei electronice paramagnetice si a capcanelor de spin, precum si prin
aplicarea tehnicilor specifice de colorare a membranelor plasmatice izolate. A fost demonstrat
cad NADPH mediaza productia de O2" in aceste structuri. A fost sugerat faptul ca In membranele
plasmatice generarea 02" ar putea fi atribuitd actiunii a cel putin doud enzime: NADPH
oxidazei, si, in prezenta menadionei, chinon-reductazei. NADPH oxidaza catalizeaza transferul
de electroni de la NADPH citoplasmatic la oxigen pentru a forma O>". Superoxid radicalul este
dismutat in H.Og, fie spontan, fie prin activitatea SOD. Se considera cda NADPH oxidaza joaca
un rol-cheie in productia si acumularea de SRO in conditii de stres. Formarea O>™ in membrana
plasmatica si peretele celular al microalgelor este atribuita, de asemenea, prezentei a doua
enzime: nicotinamida adenin dinucleotid fosfat oxidaza (NADPH oxidaza) si chinon-reductaza,
in timp ce H,0; se formeaza ca urmare a activitatii superoxid dismutazei [231, 440]. In conditii
fiziologice normale, in peretele celular generarea SRO are loc intr-o maniera reglementata si
strict localizata, si in timp util, ceea ce duce la semnalizarea orientatd spre modificarea gradului
de rigidizare a peretelui celular determinata de SRO, care este un factor cheie n asigurarea starii
de turgor. Avand in vedere toxicitatea SRO, atat activitatea, cat si cantitatea diferitelor enzime
care produc SRO sunt strans reglementate [231].

A fost demonstrat rolul peroxidazelor asociate cu structurile peretelui celular in procesul
de generare a peroxidului de hidrogen in prezenta NADH. Aceastd reactie este stimulata de
prezenta monofenolilor, asa ca alcoolul coniferilic. Generarea speciilor reactive de oxigen de
catre peroxidaza localizata in peretele celular a fost inregistrata doar in conditii specifice — de
exemplu in conditii de hipersensibilizare cu agenti patogeni ori in conditii de deficit de ioni de
potasiu [238, 292]. De asemenea, a fost stabilit si rolul diamin-oxidazei peretelui celular in

formarea speciilor reactive ale oxigenului cu utilizarea diaminelor sau poliaminelor (ca de
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exemplu putrescina, spermidina, cadaverina s.a.) pentru a reduce chinonele, ce se autooxideaza
cu formarea peroxidului [392].

Enzimele localizate in peretele celular sunt responsabile si pentru producerea speciilor
reactive ale oxigenului Tn apoplast [46, 206]. Enzima oxalat-oxidaza este implicata in procesul de
acumulare a peroxidului de hidrogen in apoplast, in special in conditii de interactiune a celulei
vegetale cu agentii patogeni, inclusiv cei fungici. Enzimele de tipul amino-oxidazelor contribuie
la producerea reactiei de raspuns la stresul biotic prin formarea peroxidului de hidrogen in
rezultatul dezaminarii oxidative a poliaminelor cu participarca FAD [135]. Generarea radicalului
hidroxil in apoplast este in intregime ori In cea mai mare parte determinatd de peroxidaza

peretelui celular [206, 392].

1.1.7. Particularitatile de formare a SRO in celulele procariote fotosintetizatoare

Cele mai bine cunoscute microorganisme fotosintetizatoare sunt cianobacteriile.
Cianobacteriile au un sistem fotosintetic similar cu cel al plantelor superioare, iar membranele
lor citoplasmatice si tilacoidale sunt similare cu cele ale cloroplastului plantelor superioare.
Aceastd asemanare se referd atat la compozitia lipidelor, cat si la planul de asamblare a
membranelor. La cianobacterii, membrana tilacoidald este singurul loc al fotosintezei si, de
asemenea, principalul loc in care este localizat lantul transportor de electroni [304].

La cianobacterii, ca si la toate celelalte organisme aerobe, respiratia este o sursa de SRO
produse in celule. Oxigenul molecular patrunde in celule prin difuziune pasiva si este redus pana
la anionul superoxid si peroxidul de hidrogen prin reactiile de oxidare a flavoproteinelor, cum ar
fi NADH-dehidrogenaza II. Aceste reactii sunt unele dintre cele mai importante surse naturale de
SRO 1n celulele cianobacteriene.

Afara de SRO produse in procesul de respiratie, organismele fotosintetice se confrunta cu
radicali si molecule reactive generate de lantul fotosintetic de transport al electronilor. Lumina,
care este esentiald pentru fotosinteza, induce fotosensibilizarea clorofilei, iar excesul de energie
al acesteia este transmis oxigenului, care se transformi in oxigen singlet (1O2). Se consideri ci
aceastd forma reactiva a oxigenului inhiba procesul de reparare a fotosistemei II (PSII) inactivat
de lumina. Daca intensitatea luminii este mai mare decat cea care poate fi gestionatd in mod
normal de capacitatea fluxului de electroni fotosintetic, productia de 02 creste si se pot forma si
alte SRO. Aceste fenomene pot inactiva ambele fotosisteme celulare. Fenomenul se produce din
motivul cd oxigenul este preferential, comparativ cu ferredoxina, in calitate de acceptor de
electroni, iar in rezultat se formeaza anionul superoxid in calitate de produs primar. Aceasta

reactie, cunoscutd ca reactia Mehler, este totusi sub semnul intrebarii atunci cand se aplicd la

41



cianobacterii. Unii autori considera ca reducerea oxigenului de catre fluxul de electroni in PSI
are loc la toate fototrofele oxigenice. Altii pun aceastd reactie la cianobacterii sub semnul
intrebarii, pornind de la rata de cel putin 3 ori mai mare de reducere a oxigenului si rata mica de
producere a peroxidului de hidrogen comparativ cu plantele superioare si algele eucariote.
Discrepanta dintre aceste date ar putea fi explicatd prin faptul ca anionul superoxid nu este
principalul produs al fotoreducerii oxigenului. Concluzia datd se bazeaza totusi pe cazuri
particulare si necesitd a fi verificatd pe mai multe obiecte biologice din acest grup sistematic
[255].

Ce tine de alte compartimente prezente in celula procariotd, cum ar fi citozolul,
membrana citoplasmatica, peretele celular, producerea de SRO in linii generale la cianobacterii

are loc similar celor descrise mai sus.

1.2.  Rolul biologic al speciilor reactive ale oxigenului

Problema elucidarii rolului biologic al speciilor reactive ale oxigenului de fiecare data
aduce la congtientizarea unui paradox care, pe de o parte, indicd asupra rolului benefic al SRO,
iar pe de alta parte — asupra rolului deteriorant al acestora [73, 175, 392, 495, 501, 502]. in linii
generale, efectele SRO pot fi grupate in doua categorii: efecte benefice si efecte distructive.
Printre efectele benefice mentiondm: semnalizarea intracelulara (SRO sunt mesageri secundari);
protectia contra invaziilor microbiene (SRO realizeaza reactia de hipersensibilitate); implicarea
in mecanismele de reglare intracelulara si dezvoltare embrionara. Printre efectele destructive ale
SRO sunt: peroxidarea lipidelor, deteriorarea oxidativd a proteinelor, inducerea mutatiilor in
structura ADN, activarea factorilor ce provoaca moartea celulara.

Doar radicalii primari (superoxid radicalul, radicalul oxidului nitric si radicalii
semiubichinonici) au functii biologice in celula vie. Rolul benefic este atribuit si unor molecule
reactive, Tn special este vorba despre peroxidul de hidrogen. Deci, in continuare, atunci cand
vom vorbi despre rolul fiziologic normal al SRO, ne vom referi anume la categoriile
nominalizate.

Tn prezent este recunoscut faptul, ci generarea unei cantititi moderate de SRO este un
element indispensabil al starii fiziologice a celulelor de orice tip. In concentratii mici si
moderate, SRO sunt implicate in calitate de mesageri secundari in functionarea cascadelor
intracelulare de semnalizare. In celulele plantelor acestea mediazi un sir intreg de reactii de
raspuns, inclusiv inchiderea-deschiderea stomatelor [392, 466], manifestarea geotropismului la
radacini, realizarea mecanismului de apoptoza [392], formarea tolerantei fata de stresul biotic si

abiotic [291].
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Modificarea intensitatii formarii speciilor reactive de oxigen determinad activarea
reactiilor implicate in morfogeneza la plante. De exemplu, anionul superoxid este implicat in
procesul de alungire a frunzelor [494, 496]. De asemenea, SRO sunt un factor de control in
reactiile de hipersensibilitate si a celor de apoptozi. In cazul atacului patogenilor, datorita
reactiei de hipersensibilitate, in jurul agentilor patogeni se formeaza zone de testuri moarte in
care se contine o cantitate mare de substante cu efect antimicrobian [497]. Atat speciile reactive,
cat si produsele degradarii oxidative a biomoleculelor, ce apar in rezultatul actiunii SRO, pot
realiza functiile mesagerilor secundari in transductia de semnal, inclusiv in caz de stres. Acest
lucru este determinat de modificarea potentialului redox al diferitor proteine senzitive.
Mecanismul major prin care speciile reactive de oxigen realizeaza efectele lor biologice in
reglarea redox consta in modificarea bazata pe tiol a proteinelor - tinta [473].

Speciile reactive oxideaza proteinele redox-sensibile nemijlocit, ori prin intermediul
moleculelor care realizeaza controlul starii redox in celula, asa ca glutationul si tioredoxina. Prin
modificarea oxidativd a starii sulfului din componenta grupelor tiolice ori prin oxidarea
clusterelor FeS, SRO modifica conformarea spatiala a proteinelor si, implicit, activitatea lor
fiziologica [494].

Pe langa modificarea proteinelor redox-sensibile, SRO se implica in mecanismele de
mobilizare a rezervelor de calciu, fosforilare a moleculelor proteice si expresie a genelor, in
special prin modularea activitatii proteinfosfatazelor, proteinchinazelor si factorilor de
transcriptie [392].

In calitate de mesageri ai acidului salicilic, SRO determina reactiile de raspuns ale
plantei la stresul provocat de actiunea patogenilor si cel osmotic; in calitate de mesageri ai
acidului abscizic acestea dirijeaza procesul de inchidere si deschidere a stomatelor; ca mesageri
ai acidului giberilic SRO sunt implicate in procesul de germinare a semintelor §i mecanismele de
apoptozd; prin medierea producerii de auxine SRO asigurd realizarea geotropismului pozitiv al
radacinilor [392].

In organismul animal, formarea SRO este un mecanism important al imunitatii
nespecifice. In cazul interactiunii fagocitelor cu agentii patogeni ori particule si substante striine
are loc activarea NADPH oxidazei membranare, in rezultatul careia are loc formarea O2™. Acest
proces duce la majorarea rapida a continutului radicalului anion superoxid si a peroxidului de
hidrogen in celulele fagocitare. Cantitatea oxigenului consumat de aceste celule creste in aceste
conditii de 20 ori si mai mult — fenomen numit explozie respiratorie. Peste 90% din oxigenul
consumat este utilizat pentru formarea superoxid radicalului si a peroxidului de hidrogen. Cu

participarea mieloperoxidazei are loc formarea hipoclorurii. SRO eliberate Tn timpul exploziei
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respiratorii distrug celulele agentilor patogeni, celulele batrane, precum si pe cele
imunoincompatibile, cum ar fi cele maligne [495].

Radicalii semichinonici se referd de asemenea la grupul radicalilor primari. In conditii
normale, acestia nu sunt decat niste participanti ordinari ai lanfului transportor de electroni,
asigurand prin activitatea lor coordonatd, parcursul normal al proceselor fiziologice.

Radicalul oxidului de azot ‘NO — asa numitul factor al relaxarii endoteliale — a fost
descoperit in 1980 de catre Furchgott si Zawadski. Pe langa functia nominalizata s-a dovedit a fi
un mediator al sistemului nervos si a celui imun. In prezent, a fost confirmat faptul ci radicalul
oxidului nitric participa in mentinerea homeostaziei cardio-vasculare, reglarea procesului de
respiratie, fagocitoza, morfogeneza, este implicat in procesele ce formeazd memoria; eliberarea
presinaptici a neuromediatorilor [238, 501, 502]. In patologie, *NO are un rol primordial in
mecanismele de dezvoltare a socului toxic bacterian, a maladiilor de etiologie inflamatoare;
deteriordrile ischemice ale organelor si tesuturilor, epilepsie s.a. In organismul omului si
animalelor, acest compus activ se formeaza din L-arginind cu participarea NO-sintazei
endoteliale, care produce oxidarea grupului guanidinic. Tn rezultat, se obtine L-citrulina si
radicalul liber al oxidului nitric. Efectul fiziologic al radicalului "NO consta in vasodilatare prin
intermediul cresterii nivelului GMPc si scaderea continutului ionilor de calciu Tn celulele
musculare netede. In acelasi timp, "NO scade sensibilitatea muschilor netezi fatd de calciu din
contul activarii canalelor ATP-dependente si hiperpolarizarii membranelor celulelor musculare
netede.

Afara de cele expuse, efectele radicalului oxidului nitric influenteaza procesul de
adeziune a trombocitelor si leucocitelor, sinteza endotelinei I, proliferarea celulelor musculare
ale vaselor, procesele apoptotice. Radicalul oxidului nitric manifesta efect citoprotector si
provoaca initierea reactiilor adaptive [383, 415, 501, 502]. "NO este un agent care, posibil,
induce reticularea moleculelor care contin gruparea sulthidril. Procesul de S-tiolare parcurge
initial etapa de S-nitrozilare, prin aceasta fiind argumentata formarea radicalului dat in celulele
de toate tipurile, la diferite nivele filogenetice.

La plante, radicalul oxidului nitric pare a fi implicat in mecanismele de senescenta, in
orice caz, pentru o mare varietate de specii a fost constatata diminuarea emisiei endogene de "NO
odata cu progresarea senescentei [345]. La concentratii joase, mai putin de 1uM/L, radicalul
oxidului nitric se caracterizeaza printr-un timp de injumatatire destul de mare - de la cateva
minute la citeva ore. In acest timp acesta poate parcurge distante destul de mari, patrunzand cu
usurintd prin straturile celulare datorita hidrofobicitatii sale. In cazul cresterii concentratiei de

‘NO, durata de injumatatire a acestuia scade pana la parti de secunda.
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Cu toate ca in plante a fost depistatd activitate L-arginin dependentd de tipul sintazei
oxidului nitric, nici gena respectiva, nici proteina atare nu este prezentd in tesuturile plantei, ceea
ce indica asupra faptului ca producerea radicalului oxidului nitric este determinatd de alte
enzime. Printre acestea se numara nitrat reductaza, nitrit-NO reductaza, reductaza mitocondriala
dependenta de transportul de electroni (in conditii de concentratie joasd de oxigen),
xantinoxidaza s.a. [297, 338, 345]. 'NO poate afecta sinteza etilenei, acestea fiind antagoniste
dupa actiunea lor fiziologica. Prezenta radicalului oxidului nitric duce la inhibarea activitatii
ATP-metionin  S-adenoziltransferazei, ceea ce cauzeaza reducerea fluxului de S-
adenozilmetionind, care este precursorul etilenei. Aceasta proprietate fiziologica a radicalului
‘NO poate avea s1 aplicare practica, prin marirea duratei de pastrare dupa recoltare a plantelor
horticole prin inhibarea biosintezei de etilena [48].

O alta functie biologica a radicalului oxidului nitric este asociatd cu capacitatea lui de a
intrerupe reactiile in lant, care duc la peroxidarea lipidica, de a proteja pigmentii fotosintetici
prin sinteza directd a clorofilei sau prin modificarea post-translationald a proteinelor. Este
cunoscut ca ‘NO poate impiedica derularea reactiei Fenton, si, ca rezultat, generarea radicalului
hidroxil [345].

Speciile reactive de oxigen au un rol dublu: sunt necesare pentru reactiile de semnalizare,
proliferarea si diferentierea celulara, realizarea apoptozei dar sunt si produse toxice ale
metabolismului aerob [293]. Astfel, iar asigurarea unui echilibru perfect intre formarea si
eliminarea acestora este calea sigurd de evitare a stresului oxidativ si efectelor lui nocive asupra

tuturor structurilor biologice.

1.3.  Protectia antioxidanti la microalge si cianobacterii

Cauza de baza a stresului oxidativ este dezechilibrul care apare intre procesul de formare
a radicalilor liberi si activitatea sistemului de protectie contra acestora — sistemul antioxidant.
Principalele componente ale acestui sistem sunt antioxidantii. Initial, acest termen a fost introdus
pentru a specifica substantele, care sunt capabile de a inhiba reactiile de oxidare radicalicd din
contul substituirii atomului de hidrogen al lor cu cel de oxigen al radicalilor liberi [501, 502].
Ulterior, semnificatia acestui termen a fost extinsa considerabil, mai ales Tn domeniul biologiei.
Conform conceptiei moderne, categoria de antioxidanti include sistemele de detoxifiere, cum ar
fi, de exemplu, sistemul de eliminare a compusilor deteriorati in rezultatul oxidarii lor spontane.
Astfel, in aceastd categorie se Inscriu substantele capabile sa preintdmpine formarea speciilor

reactive de oxigen, sd neutralizeze radicalii liberi, precum si sa asigure protectia eficientd a
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structurilor biologice. Pentru a realiza cu succes functia lor in organismele vii, compusii
antioxidanti sunt repartizati in diferite compartimente celulare.

Microalgele si cianobacteriile sunt caracterizate printr-o eficientd foarte inalta in procesul
de convertire a energiei solare in biomasd, in special datoritd structurii celulare simple si
suprafetei mari de contact cu mediul ambiant. Cele doud avantaje majore determinate de
structura specifica asigura accesul la apd, dioxid de carbon si alti nutrienti dizolvati in apele
naturale ori in mediile nutritive lichide, Tnh cazul speciilor de importantd industriala. Evolutia
microalgelor si cianobacteriilor a dus la adaptarea lor la modificarile pronuntate si rapide ale
temperaturii, variatiile de intensitate ale iluminarii, modificari de salinitate si pH, bioritmurile
naturale si cele artificiale in cazul cresterii industriale. Datoritd diversitatii sistematice a
microalgelor si cianobacteriilor, exista si o mare diversitate a mecanismelor de protectie contra
stresului, dar si 0 varietate mare de componente ale celulelor care asigura protectia antioxidanta
[39, 197, 271, 377, 440].

Microalgele si cianobacteriile, organisme fotosintetizante, dezvolta mecanisme eficiente
de protectie antioxidantd pentru a supravietui in conditii de exces de radicali liberi. Concentratia
ridicata de oxigen generata in timpul fotosintezei poate duce la formarea de specii reactive, cum
ar fi anionul superoxid si peroxidul de hidrogen, din cauza reducerii incomplete a oxigenului.
Lumina solard actioneaza asupra clorofilei, generand hidroperoxizi si alti compusi cu un
potential energetic mare. Atunci cand productia de radicali liberi depaseste capacitatea celulelor
de neutralizare a acestora, apare autooxidarea activa a acizilor grasi polinesaturati, in special a
celor din membranele functionale, inclusiv cele fotosintetice. Pentru a se apara impotriva acestor
efecte daunatoare, microorganismele fotosintetice cresc sinteza de componente enzimatice si
compusi macro si micromoleculari cu proprietati antiradicalice. [39, 197, 271, 377, 440].

Substantele antioxidante din microalge si cianobacterii indeplinesc mai multe functii
importante: (1) Prevenirea oxidarii: ele actioneaza ca antioxidanti de preventie, inhiband reactiile
de oxidare, care conduc la formarea de radicali liberi, inclusiv radicali liberi lipidici; (2)
Ruperea lantului de autooxidare: antioxidantii pot rupe lantul reactiilor de autooxidare,
prevenind astfel raspandirea acestora; (3) Stingerea oxigenului singlet: actioneaza si ca stingatori
ai oxigenului singlet, reducand riscul de daune cauzate de acest radical reactiv; (4) Reducerea
hidroperoxizilor: antioxidantii convertesc hidroperoxizii in compusi stabili, contribuind la
mentinerea stabilitatii celulelor; (5) Chelarea metalelor: antioxidantii pot lega metalele cu valenta
variabild si pot actiona ca prooxidanti, transformand ionii metalici reactivi in forme mai stabile;
(6) Inhibarea substantelor prooxidante: antioxidantii impiedica actiunea altor substante cu

potential prooxidant, prevenind astfel daunele celulare [78, 228, 340].
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1.3.1. Antioxidantii microalgelor si cianobacteriilor

Mecanismele de protectie impotriva stresului oxidativ la microalge si cianobacterii sunt
similare cu cele identificate la alte organisme, in special la cele fotosintetice [134]. Aceste
organisme pot fi supuse stresului oxidativ din cauza diversilor factori, cum ar fi variatiile de
temperaturd, salinitatea, aciditatea mediului acvatic, intensitatea luminii, lipsa nutrientilor,
expunerea la substante toxice, asa ca metalele, poluantii organici, colorantii textili, fertilizatorii
artificiali si alte substante din apele reziduale sau solurile agricole. In conditii de crestere
artificiald a microalgelor si cianobacteriilor in cultivatoare de diferit tip, culturile de asemenea,
sunt supuse diferitor factori de stres — componenta mediului, densitatea celulelor, aplicarea
stimulatorilor de crestere s.a. In aceste conditii, productia suficienta si specificd de antioxidanti
este cruciala pentru asigurarea protectiei antioxidante la aceste organisme, acoperind astfel cele
trei niveluri de protectie celulara [51, 394].

Prima linie de aparare a celulelor de microalge si cianobacterii in conditii de stres
oxidativ este reprezentatd de substantele cu rol de prevenire a formarii radicalilor liberi si a
moleculelor reactive. Aceste substante inhibd reactiile de oxidare si, implicit, formarea
radicalilor liberi. Ele actioneaza in calitate de compusi reactivi care previn oxidarea lipidelor si
formarea radicalilor lipidici, producerea carora este o reactie in lant. Principalul mecanism prin
care aceste substante actioneaza consta 1n capturarea electronilor impari ai radicalilor,
neutralizandu-i pe ultimii in acest mod. Multe dintre substantele de preventie au multiple legaturi
duble in structura lor,care actioneaza in calitate de capcane de electroni. O alta linie importanta
de protectie antioxidantd la microalge si cianobacterii este reprezentata de substantele care
,Sting” lantul reactiilor de autooxidare. Cea mai raspandita reactie de ,,stingere” este cea de
reducere a oxigenului singlet. Antioxidantii microalgelor si cianobacteriilor pot actiona in mod
sinergic amplificand efectul protectiv. Aceste molecule pot realiza reactii de reducere, de chelare
a metalelor, de inhibitie a enzimelor cu potential prooxidant si alte functii importante in
protejarea celulelor Tmpotriva stresului oxidativ [78, 228, 350, 351]. Astfel, diversitatea
antioxidantilor in celulele microalgelor si cianobacteriilor si a mecanismelor de actiune a lor
poate asigura un nivel adecvat de protectie atat in conditii naturale, cat si in conditii de producere

industriale.

1.3.2. Enzimele cu functii antioxidante
Enzimele antioxidante cheie in toate celulele vii includ superoxiddismutaza (SOD),
catalaza (CAT) si peroxidazele (POX). Aceste enzime joaca un rol esential in eliminarea

radicalilor liberi s1 a moleculelor reactive care se formeaza in cadrul proceselor metabolice
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normale, contribuind astfel la mentinerea homeostaziei celulelor vii. Tot aceste enzime sunt
implicate in protectia antioxidanta in conditiile producerii excesive de radicali liberi s1i molecule
reactive, adica in conditii de stres [152, 170, 263].

SOD este consideratd prima linie de aparare impotriva speciilor reactive ale oxigenului si
este responsabild de eliminarea radicalului superoxid. Aceastd enzimd are un rol protector
deosebit in conditii de stres, cum ar fi fotooxidarea, disecarea, deficientele de nutrienti sau
expunerea la substante toxice. SOD catalizeazd reactia prin care doi radicali superoxid se
transforma intr-o moleculd de oxigen si o molecula de peroxid de hidrogen. Aceasta reactie este
denumita reactie dismutazica, de unde deriva si numele enzimei. Molecula de peroxid de
hidrogen formata in urma acestei reactii are un potential distructiv mai mic in comparatie cu
radicalul superoxid. Superoxiddismutaza se caracterizeazd prin stabilitate si rezistentda la
temperaturi cuprinse intre -20 si +80°C. Cu toate acestea, la temperaturi mai mari de 80°C,
enzima 1isi pierde doar partial activitatea, si humai la aproximativ 130°C are loc inactivarea
completd a enzimei. Chiar si la fierberea ndelungata enzima poate sa-si pastreze partial
activitatea, demonstrand proprietati unice ale acestei molecule proteice [312].

Exista trei tipuri de SOD, in functie de metalul care serveste 1n calitate de cofactor in
componenta moleculei: Cu/ZnSOD, MnSOD si FeSOD. Aceste enzime se gasesc in diferite
compartimente celulare, precum citoplasma si mitocondriile. In cianobacterii si alte celule
procariote, se gasesc FeSOD si MnSOD, in timp ce la microalge pot fi intilnite toate variantele.
Sinteza activa a SOD si cresterea nivelului sdu asigura supravietuirea organismului in conditii de
stres oxidativ, oferind o mare rezistentd organismelor aerobe in conditii diferite de mediul optim,
precum si capacitatea de protejare impotriva mecanismelor de aparare ale gazdei in cazul
microorganismelor patogene. [170, 175, 204, 246, 248, 271, 278, 363]. in acelasi timp, atunci
cand cantitatea de radicali liberi este foarte mare, are loc inactivarea mecanismelor de sinteza a
enzimei. Astfel, continutul inalt al SOD in biomasa este un marker biologic al unei stari de stres
oxidativ de intensitate medie, in timp ce stresul oxidativ puternic provoacd o inactivare
semnificativa a activitatii SOD.

Produsul reactiei dismutazice este peroxidul de hidrogen, care la randul sau poate fi
substrat pentru producerea radicalului hidroxil - cel mai agresiv radical in raport cu moleculele
organice. Ca rezultat, activitatea superoxiddismutazei urmeaza a fi asistatd de alte enzime care
inactiveaza moleculele de peroxid. Aceastd functie este realizatd de catalaza si peroxidaze,
enzime care, de asemenea, fac parte din sistemul de protectie antioxidantd de prima linie a

cianobacteriilor si microalgelor.
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Catalaza (CAT) — o alta enzima din prima linie de protectie antioxidanta - descompune
peroxidul de hidrogen in oxigen si apa. In reactie participd doud molecule de peroxid de
hidrogen, una actionand ca donator de electroni si cealaltd ca acceptor de electroni. In celulele
microalgelor, catalaza se gaseste preponderent in peroxizomi, unde sunt concentrate si alte
enzime, precum enzimele flavoproteice si superoxiddismutaza (SOD), care participd in reactii
care genereaza peroxidul de hidrogen. In cazul cianobacteriilor aceastd enzimi este localizata in
citoplasma si in apropierea derivatelor functionale a membranei citoplasmatice. Coordonarea
activitatii catalazei si a citocromului ¢ creeaza conditii de sintezd a moleculelor de ATP in
mitocondrii fiind parte a procesului de fosforilare oxidativa.

Enzima catalaza se caracterizeaza prin stabilitate inalta si cerinte reduse fatd de energia
de activare, iar activitatea ei este influentata de viteza difuziei peroxidului de hidrogen catre
centrul activ al enzimei si nu este inhibata dupa principiul feedback-ului negativ [230, 363, 433,
435].

Microalgele care manifestd o rezistentd sporitd la factorii fizici extremi se disting prin
prezenta inalta a activitdtii atat a supeoxiddismutazei, cat si a catalazei, lucru care le permite sa
actioneze in tandem. In situatia in care SOD este activati, dar activitatea catalazei raméane
neschimbata, celulele isi pierd capacitatea de a mentine un echilibru redox adecvat. Prin urmare,
numai actiunea coordonatd a ambelor enzime poate minimiza efectele daundtoare ale stresului
oxidativ in celulele microalgelor in faza initiala de aparitie a speciilor reactive. [160]. Studiile
efectuate de diverse echipe de cercetdtori asupra diferitelor microalge si cianobacterii au
demonstrat o crestere semnificativd a activitatii enzimelor SOD si CAT in situatii de stres
oxidativ, indiferent de factorii care au generat acest stres [259, 267, 363].

Reactia de neutralizare a peroxidului de hidrogen poate fi realizata si de alte enzime,
afara de catalaza. Mai mult ca atat, unele cianobacterii, cum este Arthrospira platensis, nu au
aceastd enzimi. In aceste conditii, functia de reducere a H,0, este preluata de peroxidaze - 0
categorie de enzime care au ca grup prostetic fieroporfirina. Similar cu catalaza, aceste enzime
degradeaza peroxidul de hidrogen format prin activitatea SOD. In contrast cu catalaza,
peroxidazele pot utiliza ca substrat si alte tipuri de peroxizi, cum ar fi peroxizii acizilor grasi,
peroxizii carotenoizilor, peroxizii nucleotidelor, fenolilor si aminelor aromatice, care se
formeaza in conditii de stres oxidativ de intensitate 1naltd, In etapele avansate ale acestuia.
Diverse peroxidaze, precum NADH-peroxidaza, NADPH-peroxidaza, glutation-peroxidaza,
guaiacol-peroxidaza, ascorbat-peroxidaza, reduc peroxidul de hidrogen, producand apa ca produs
final. In acelasi timp, substratul este oxidat, devenind inofensiv si capabil sa participe in diverse

reactil
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specifice ale cdilor metabolice normale, cum ar fi implicarea in transferul de electroni.

Ascorbatperoxidaza (APX) este o altd enzimad implicatd in reducerea peroxidului de
hidrogen si utilizeazd ascorbatul ca donator de electroni. Aceastd enzima poate fi localizatd nu
doar in citosol, ci si in cloroplaste. Ascorbatul si dehidroascorbatul sunt produse spontan din
monodehidroascorbat. Dehidroascorbat reductaza transforma dehidroascorbatul in ascorbat prin
utilizarea glutaminei. NADPH-glutamin reductaza regenereaza apoi glutamina oxidata. Acest
lucru evidentiaza importanta ciclului ascorbat-glutamina in raspunsul la stresul oxidativ in
celulele fotosintezatoare. La Nostoc muscorum PCC 7119 si Synechococcus PCC 6311 a fost
identificatd activitatea ascorbat peroxidazei. La altd cultura de Synechococcus (Synechococcus
PCC 7942) au fost identificate hidroascorbat reductaza si glutamin reductaza. Peroxiredoxinele
(Prx-s), cunoscute si sub denumirea de alchil-hidroperoxidaze, sunt un alt grup larg raspandit de
proteine care utilizeaza tioredoxina ca donor de electroni pentru a reduce H2O>, hidroperoxizii de
alchil si peroxinitritii. Aceste enzime sunt cruciale pentru reducerea SRO endogene [190, 196].

Glutationperoxidaza (GPX) poate fi consideratd o enzima universald, fiind prezenta in
diferite cantitati in toate tesuturile si celulele. GPX contine seleniu, un element cunoscut pentru
proprietatile sale antioxidante. La cianobacterii, GPX se gaseste in citosol, in timp ce la
microalge, se distribuie inegal intre citosol (aproximativ doua treimi) si mitocondrii (aproximativ
o treime). GPX are o importantd deosebita, in special la organismele la care lipseste catalaza,
precum unele specii de cianobacterii, devenind practic singura enzimd responsabild de
eliminarea peroxidului de hidrogen. De asemenea, GPX joaca un rol important in regenerarea
vitaminei C si reactivarea altor enzime care pot fi afectate de oxidare si formarea legéturilor
disulfidice in celule. Activitatea GPX este conditionata de prezenta seleniului [165, 451].

Astfel, enzimele antioxidante primare din microalge si cianobacterii asigurd eliminarea
speciilor reactive ale oxigenului (SRO) generate in procesele metabolice normale, prevenind
initierea stresului oxidativ sau amplificarea lui in fazele incipiente. Activitatea acestor enzime
poate varia in functie de intensitatea stresului oxidativ cauzat de factorii externi sau interni,
avand tendinta sa creasca sau sa scada. Scaderea activitatii lor apare, de obicei, in situatii de stres
sever, cand celulele nu mai pot mentine homeostazia si sunt predispuse la deteriorare si

distrugere.

1.3.3. Antioxidantii macromoleculari nonenzimatici
Printre compusii macromoleculari care nu poseda activitate enzimatica, dar au proprietati
antioxidante, cele mai importante sunt proteinele chelatoare, care leaga metalele caracterizate

prin valenta variabild. Mecanismul protectiei antioxidante in cazul acestor substante este bazat pe
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blocarea fierului si cuprului, mai rar a manganului si cobaltului, care datorita valentei variabile
se includ in reactii de oxidoreducere. in aceste reactii, unul dintre cele patru metale numite
actioneazi ca donator sau acceptor de electroni. In cadrul reactiilor de acest tip se produce
radicalul hidroxil, care prezinta pericol pentru celulele vii. Reactiile clasice de acest tip includ
reactiile Fenton si Haber-Weiss, care au loc in prezenta peroxidului de hidrogen si a formelor
reduse ale ionilor de metale. Integrarea ionilor de metale cu valenta variabild in structura unor
molecule stabile previne aparitia stresului oxidativ. In componenta invelisurilor celulare ale
microalgelor si cianobacteriilor, preponderent in membrana citoplasmatica, se gasesc proteine
specifice care asigura transportul activ de fier. Acest metal este deficitar in oceanul mondial, iar
asimilarea lui 1n special in mediu salin este dificila pentru celulele vii. Proteinele care realizeaza
legarea metalului, blocand astfel reactiile Fenton sau Haber-Weiss, sunt ransferinele [290].

Pe langa proteinele respective in calitate de agenti de chelare a metalelor la microalge si
cianobacterii sunt si exopolizaharidele, care leagd metalele cu valenta variabila in proximitatea
celulei, prevenind astfel patrunderea lor in interior si declansarea reactiilor de formare a
radicalilor. In acest sens, exopolizaharidele ca agenti de chelare a metalelor au functia de
antioxidanti de preventie [182, 465, 464].

Ficobiliproteinele sunt caracteristice unui numar restrans de organisme fotosintezatoare.
Printre acestea se numara cianobacteriile, algele rosii si cele aurii. Functia principald a acestor
substante este de a capta energia undelor luminii vizibile care patrunde la adancime in straturile
de apa si transmiterea ei moleculelor de clorofila. Cromoforul acestora - un tetrapirol - poseda
potential cuantic Tnalt, culoarea fiind rosie sau albastra, cu maximele de absorbtie ntre 495 si
650 nm: ficoeritrina cu lungimi de unda de absorbtie maxima (Amax) cuprinse intre 490 si 570
nm (cu trei varfuri la 565, 539 si 498 nm); ficocianina (Amax = 610-620 nm); aloficocianina
(Amax = 650-655 nm) si ficoeritrocianina (Amax = 560-600 nm) [306]. In baza structurii si
proprietatilor lor, in special in baza capacitatii lor de absorbtie a radiatiilor, ficobiliproteinele
sunt divizate in patru tipuri principale, si anume ficoeritrina, ficocianina, ficoeritrocianina si
aloficocianina [149, 243, 306, 330, 443].

Nucleul porfirinic al cromoforului ficobiliproteinelor este dotat cu mai multe legaturi
duble, ceea ce determina capacitatea antioxidanta a acestor molecule. De asemenea, unele
componente ale lantului polipeptidic al apoproteinei din componenta pigmentilor poseda
proprietiti antioxidante. Tn asa fel, utilizind mai multe site-uri active, ficobiliproteinele pot
neutraliza mai multe categorii de radicali liberi, inclusiv radicalii aloxil, hidroxil si peroxil. Rolul
antioxidant al ficobiliproteinelor este crucial, deoarece aceste molecule protejeaza membranele

fotosintetice pe care sunt pozitionate, astfel asigurand eficienta procesului de fotosinteza [387].

51



Sub actiunea diferitor factori de stres cantitatea de ficobiliproteine in biomasa cianobacteriilor si
microalgelor se modifica semnificativ. In conditiile unei intensititi moderate sau joase a stresului

acest parametru creste, iar in conditiile unui stres sever — scade [28, 30].

1.3.4. Componentele antioxidante cu masa moleculard joasd la microalge si
cianobacterii

In celulele microalgelor si cianobacteriilor au fost identificate numeroase substante
antioxidante cu masa moleculard mica, care pot fi localizate in citosol si stroma organitelor
celulare microalgale, sau pe membranele structurale si functionale ale celulelor.

Carotenoizii microalgelor si cianobacteriilor sunt printre cei mai cunoscuti antioxidanti
cu masa moleculard joasd. Elementul structural principal care asigurd capacitatea de a anihila
radicalii liberi de catre carotenoizii este prezenta multiplelor legaturi duble conjugate din
structura lantului izoprenoid. In afard de aceasta, moleculele carotenoizilor mai includ si 2 inele
hexenice nesaturate care, de asemenea, ofera moleculei capacitate antioxidanta. in celulele
microalgelor si cianobacteriilor existd o varietate mare de carotenoizi asociati cu fotosistemele |
si 11, care au functia de a capta lumina si a oferi fotoprotectie [205, 217, 426]. Diferiti carotenoizi
sting superoxid radicalul si radicalii lipidici, clorofila excitata si oxigenul singlet [354, 429].

Tn biomasa unor specii valoroase din punct de vedere biotehnologic, asa ca Dunaliella
salina, Chlorella zofingiensis, Arthrospira platensis s.a predomina in special doi carotenoizi
principali - B-carotenul si luteina [260]. Cantitatea de carotenoizi poate fi modificata prim
schimbarea intensitatii luminii, dar si stresul de altd naturd poate duce la oscilatii serioase ale
acestui parametru, de exemplu stresul osmotic sau cel provocat de diferite metale [9, 10, 137,
167, 223, 252, 258, 367]. Printre carotenoizii microalgelor se evidentiaza Th mod special
astaxantina, considerata cel mai puternic antioxidant natural, lipsit integral de potential
prooxidant si cu proprietati terapeutice unice.

Compusii fenolici constituie un alt grup valoros de antioxidanti, identificati in biomasa
microalgelor si cianobacteriilor. Tn acelasi timp este, probabil, si cel mai numeros si variat grup
de antioxidanti. Fenolii isi realizeaza actiunea antioxidanta prin trei mecanisme distincte. Primul
mecanism consta in interactiunea directi a compusului fenolic cu radicalul. Tn rezultat are loc
distrugerea radicalului, care se poate realiza prin transfer de electroni sau protoni [127, 225,
471]. Cel de-al doilea mecanism constd in participarea compusilor fenolici in chelarea ionilor
metalelor cu valenta variabila, iar cel de-al treilea — in stabilizarea membranelor prin modificarea
gradului de fluiditate a lor prin inserarea lor mecanica in stratul dublu lipidic. Compusii fenolici

foarte des actioneaza printr-un model sinergic cu alti fenoli sau cu antioxidanti din alte categorii.
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Radicalii fenolici sunt caracterizati printr-un grad mai nalt de stabilitate comparativ cu molecula
integra, ceea ce duce la ruperea lanturilor oxidative in celule.

Cei mai cunoscuti si intens studiati compusi fenolici ai obiectelor ficologice sunt
flavonoizii [144, 148; 191, 205, 235, 247, 283]. Spre deosebire de alti fenoli, radicalii
flavonoizilor manifesta efecte prooxidante. Flavonoizii cu mai mult de doua grupuri functionale
OH au o activitate antioxidantd mai mare chiar decat cea a vitaminelor C si E. Diferite studii
evidentiazd prezenta cantitdtilor importante de fenoli in biomasa mai multor microalge si
cianobacterii, inclusiv de importanta biotehnologica, inclusiv la Spirulina platensis, Dunaliella
salina, Haematococcus pluvialis s.a. [39, 144, 178, 239]. in dependenta de starea fiziologica a
culturii de cianobacterii si microalge si factorul care provoaca stresul, intre activitatea
antioxidanta totald a biomasei si continutul de fenoli pot fi observate diferite niveluri de corelatie
— de la puternicd pozitiva la foarte slaba [178, 316]. Ca si alte componente cu actiune
antioxidanta, continutul de fenoli in biomasa de microalge si cianobacterii se poate modifica
esential in dependenta de conditiile la care sunt expuse aceste organisme sau poate fi marit prin
aplicarea diferitor procedee biotehnologice [235].

Unul dintre cei mai raspanditi antioxidanti cu masa moleculara joasa este glutationul — o
tripeptida extrem de abundentd, prezenta la toate cianobacteriile si microalgele, care joacd un rol
central in protectia Tmpotriva stresului oxidativ [310]. Forma redusd, care este si majora a
glutationului (denumitda GSH) mentine mediul intracelular intr-o stare redusa. GSH serveste ca
donor de electroni pentru enzimele antioxidante. Dupa oxidare, disulfura de glutation rezultata
(GSSQG) este regenerata din nou in GSH de diversi factori, inclusiv de glutation reductaza. GSH
functioneaza in calitatea de antioxidant in conditii de stres, inclusiv de stres produs de metale.
De asemenea, GSH este o componenta cheie a rezervei citoplasmatice de fier labil (Fe), care
apare ca parte a clusterului [Fe-S] al diferitor metaloenzime [80]. GSH este cofactorul
glutationperoxidazei, glutationtransferazei si dehidroascorbatreductazei si participa la anihilarea
a trei SRO: a radicalului hidroxil, a oxigenului singlet si a peroxizilor (de hidrogen si lipidici).
Trecerea lui din forma redusa in forma oxidatd si vice-versa asigura regenerarea tocoferolului,
NADPH, iar impreund cu o-tocoferolul inhiba peroxidarea lipidelor din componenta
membranelor pe care este localizat [151, 226]. In conditii de stres provocat de multipli factori, in
celulele microalgelor si cianobacteriilor se observa modificarea continutului de glutation si
dezechilibrul sistemului GSH/GSSG [169, 259, 337, 453].

La categoria de antioxidanti cu masa moleculard mica se referd si unele vitamine din
componenta celulelor microalgelor si cianobacteriilor, principalele fiind acidul ascorbic

(vitamina C) si tocoferolul (vitamina E). De obicei, cantitatea lor in biomasa culturilor ficologice

53



este mai mica comparativ cu plantele superioare [70, 223]. Ambele vitamine au capacitatea de a
neutraliza multipli radicali liberi si molecule reactive, inclusiv radicali ai lipidelor si proteinelor.
Pe langa actiunea antiradicalica directa, aceste doua vitamine participa la regenerarea altor
antioxidanti importanti, asa ca glutationul si asigura regenerarea lor reciproca [151]. Cu toate
acestea, radicalii acestor doud vitamine, care se pot forma inclusiv 1n prezenta metalelor, poseda
potential prooxidant pronuntat, ceea ce cere o atentie deosebitd fatd de asemenea situatii [78].
Printre microalgele si cianobacteriile valoroase si intens studiate, acidul ascorbic si tocoferolul
au fost identificate la Arthrospira platensis, Anabaena variabilis, Nostoc linckia, Porphyridium
cruentum, Tetraselmis suecica, Phaeodactylum tricornutum, s.a. [33, 189, 223].

Un alt antioxidant cu masd moleculard mica asociat cu metabolismul radicalilor liberi si
care face parte din sistemul succinat-dehidrogenazic este Coenzima Q (CoQ), cunoscuta si ca
ubichinond. In cantititi moderate inlitura radicalii liberi, iar in cantitati mari, in special in
mitocondrii, are rol de prooxidant. Forma redusa a ubichinonei este mai eficientd in reactiile de
neutralizare a radicalilor liberi [240]. De asemenea, CoQ participa la regenerarea vitaminei E,
sau chiar 1i preia functiile in caz de deficit de tocoferol. Cercetarile referitoare la ubichinona din
celulele microalgelor si cianobacteriilor sunt in principal concentrate pe intelegerea
mecanismelor de protectie antioxidanti. In unele studii, se investigheazia modurile prin care
continutul acestui compus in celule poate fi crescut sau modificat prin procedee precum ajustarea
intensitatii iluminarii [240].

Protectia antioxidanta la microalge si cianobacterii implica multiple substante, care se
deosebesc prin structurd, localizare si mod de actiune. Functionarea coordonata a acestor
mecanisme de protectie antioxidantd in cazul speciilor cu importantd biotehnologicd nu doar
asigurd supravietuirea culturilor Tn conditii de stres, ci contribuie si la mentinerea calitatii si
sigurantei biomasei obtinute, precum si a produselor derivate destinate consumului uman si

animal.

1.4. Stresul de mediu si stresul indus la cianobacterii si microalge

Evolutia cianobacteriilor si microalgelor a avut loc in conditiile unor modificari
permanente ale mediului ambiant. Fluctuatiile de temperatura, intensitate a luminii, salinitate,
componentd a mediului sunt surse de stres pentru diferite specii de cianobacterii. Pe durata
timpului aceste organisme si-au dezvoltat mecanisme eficiente, care asigura supravietuirea lor in
conditiile variatiei principalilor parametri fizici.

Influenta iluminarii asupra componentelor biochimice ale microalgelor este controlata de

procesul de fotoadaptare, cand celulele algale sufera schimbari biochimice, fiziologice, biofizice
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si structurale pentru a intensifica procesul de fotosinteza si crestere [40, 318, 430]. O tendinta
comund a raspunsului celular la diminuarea intensitatii luminii este de a mari cantitatea
pigmentilor fotosintetici: clorofila, ficobiliproteinele, carotenoizii primari. Intensificarea
iluminarii induce diminuarea cantitativa a pigmentilor implicati in procesul de fotosinteza si
sporirea cantitatii carotenoizilor secundari cu rol fotoprotector. Intensitatea naltd a luminii duce
la marirea cantitatii de polizaharide la cianobacterii si microalge. La cultivarea in bazine
deschise a spirulinei, de exemplu, sinteza carbohidratilor este mult mai inalta in zile insorite
comparativ cu cele noroase. Numeroase studii atestd o dependentd invers proportionald a
continutului de lipide, in special a acizilor grasi polinesaturati, de intensitatea luminii [184,
412].

Influenta temperaturii asupra reactiilor biochimice determina rolul ei important in
dirijarea compozitiei biochimice a cianobacteriilor si microalgelor. Este bine studiatd actiunea
temperaturii asupra continutului cantitativ si calitativ al lipidelor membranare. Temperaturile mai
joase decét cele optime sporesc gradul de nesaturare a lipidelor din sistemele membranare, ceea
ce duce la o stabilitate si fluiditate mai mare a lor si, prin urmare, asigura protectia aparatului
fotosintetic contra fotoinhibarii la temperaturi joase. De asemenea, S-a constat ca temperaturile
mai joase decat cele optime pot duce la un nivel sporit de sintezd a enzimelor in calitate de
mecanism adaptiv de mentinere a fotosintezei si respiratiei [298]. Variatiile termice influenteaza
esential cantitatea totala de carotenoizi [446].

Fiind prezente in biotopurile cu variatii semnificative ale salinitatii, cianobacteriile si
microalgele pot servi drept model pentru studiul raspunsului organismelor fotosintetizante la
stresul osmotic, in special acest lucru se refera la cianobacteria Arthrospira platensis. Diferite
aspecte ale adaptarii cianobacteriilor si microalgelor la salinitate inaltd au fost studiate de diferite
grupuri de cercetatori [322, 327]. Strategia lor de bazd de aclimatizare la conditii de salinitate
inaltd include doud reactii principale, exportul activ de ioni si acumularea de solutii de
compatibilitate [327].

Gama largd de rdspunsuri ale celulelor cianobacteriene si microalgale la influenta
factorilor mediului (iluminare, temperatura, salinitate) este pe larg folositd in biotehnologie
pentru obtinerea componentei celulare prognozate. Conditiile industriale de producere a
biomasei cianobacteriene si microalgale prezinta din start pericol de acumulare a radicalilor
liberi. Insusi procesul de fotosinteza este insotit de formarea inevitabila a speciilor reactive ale
oxigenului, in special in conditiile cand fluxul de electroni generat de actiunea luminii depaseste
consumul de electroni pe durata fixarii CO2 [255]. De asemenea, speciile reactive ale oxigenului

se formeazd in exces si in conditiile deplasdrii parametrilor fizici de la optimul caracteristic
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tulpinii utilizate. Ca rezultat al instaldrii stresului oxidativ au loc diferite modificari ale
componentei biochimice a biomasei cianobacteriene, uneori in conditiile unei productivitati mai
inalte comparativ cu conditiile optime.

Cu toate ca potentialul biotehnologic al cianobacteriilor este inalt apreciat la nivel global,
exploatarea lor de catre om este insuficienta. Cea mai mare parte din biomasa cianobacteriana
utilizatd In scopuri biotehnologice este produsd industrial, fie prin cultivare extensiva cu
asigurarea unei ilumindri adecvate si a unui schimb suficient de gaze (cultivare autotrofd), fie
prin cultivare alternativa cu utilizarea substraturilor organice in calitate de sursa de carbon si
energie (cultivare mixotrofa sau heterotrofa). Chiar daca de la aparitia sa in anii 1940, ficologia
aplicatd a marcat realizari importante in cultivarea si valorificarea microalgelor ca obiecte
biotehnologice, nivelul productiei globale a biomasei cianobacteriene este inca jos (9.000 -
10.000 t substantd uscatd pe an), iar pretul biomasei este inalt, variind de la 10 la 300 EUR kg*
[158].

Varietatea si valoarea produselor obtinute din biomasa cianobacteriilor, precum si
utilizarea largd a lor in procesul de prelucrare a apelor reziduale, fertilizare a solului, obfinerea
de biocombustibili etc. dicteazd necesitatea perfectiondrii continue a tehnologiilor de cultivare
[33, 118, 199, 256, 409]. Una din cerintele fata de aceste tehnologii este asigurarea unei calitati
inalte a produsului finit. De asemenea, este foarte important de a avea la indemana metode
simple si markeri adecvati, care sa permita aprecierea obiectiva si rapida a gradului de siguranta
a produsului ficologic.

Arthrospira platensis (spirulina), una dintre cele mai utilizate cianobacterii, sursa extrem
de valoroasd de proteind si antioxidanti, este crescutd in conditii industriale intr-un numar mare
de tari si in conditii foarte diferite. Nostoc linckia — o alta cianobacterie produsa industrial, care
posedd capacitatea de fixare a azotului atmosferic - este utilizatd in primul rand in calitate de
fertilizant. Mai nou, aceastd cianobacterie este o sursd importantd de antioxidanti. Producerea
biomasei de spirulind si nostoc este in continui crestere. In goana dupi o productivitate inalti
este foarte important de a pastra standardul de calitate neafectat.

Temperatura este unul din principalii parametri ai mediului, care influenteaza
metabolismul, cresterea si reproducerea, raspandirea si supravietuirea organismelor vii, inclusiv
a cianobacteriilor. In contextul schimbarilor climatice, in special a incilzirii globale,
cianobacteriile au anumite prioritati, deoarece temperatura optimad pentru multe din ele este mai
inalta, comparativ cu alte specii de microalge si cianobacterii. In scenariul de viitor, in care
temperatura mediului ambiant va Inregistra crestere constanta, diferiti taxoni de cianobacterii vor

domina in anumite regiuni, dar, in linii generale, cianobacteriile vor creste numeric pe intregul
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Pamant [77]. Acest fapt are un impact pozitiv, multe dintre speciile de cianobacterii fiind utile
omului. Astfel, specii de Spirulina, Arthrospira, Nostoc sunt folosite atéat ca adaosuri alimentare,
cat si 1n calitate de materie prima pentru obtinerea preparatelor medicamentoase si cosmetice,
fertilizantilor, enzimelor, vitaminelor s.a. [242, 252, 384]. In acelasi timp, cresterea numerici a
cianobacteriilor producatoare de toxine are un impact negativ asupra biocenozelor, dar si asupra
omului prin contaminarea cu toxine a produselor de acvacultura [220].

In habitatele naturale in care se intilnesc cianobacteriile, variatiile diurne si
intersezoniere de temperatura sunt cele mai raspandite cauze ale stresului. Raspunsul fiziologic
al celulelor cianobacteriene la acest tip de stres constd in modificari fiziologice si biochimice
evidente. Cele mai importante dintre ele sunt modificarea continutului de exopolizaharide,
proteine si pigmenti s$i modificarea activitatii enzimelor antioxidante. Atat temperaturile
suboptimale, cat si cele supraoptimale, au efecte vizibile asupra cianobacteriilor. Componenta
biochimica a biomasei in conditii de temperaturi ce se deosebesc de cele optimale pentru fiecare
specie se schimba. Cantitatea de lipide in biomasa cianobacteriand este influentatd de
temperatura mediului ambiant [398, 411]. Tn cele mai multe cazuri, temperaturile joase provoaci
o acumulare mai intensa a lipidelor, cu deplasarea raportului in favoarea acizilor polienici.
Scaderea temperaturii mediului ambiant duce, de asemenea, la secretia sporitd de
exopolizaharide si la activarea superoxiddismutazei. Cresterea semnificativd a cantitdtii de
dialdehidd malonica in celule, precum si scdderea intensitatii procesului de fotosinteza sunt o
dovada elocventa a stdrii de stres la cianobacterii In conditii de variatii ale temperaturii mediului
ambiant [453].

Variatiile temperaturii mediului ambiant provoaca nu numai modificdri in componenta
biochimica a celulelor cianobacteriene, ci si schimbarea strategiilor de raspandire a acestora, n
special la speciile invazive. Astfel, la Aphanizomenon ovalisporum diferentierea achinetelor
decurge cel mai intens la 20°C, iar odata cu cresterea temperaturii intensitatea procesului scade
esential. La aceasta specie temperatura determina si caracterele morfometrice ale celulelor, fiind
inregistratd o dependentd invers proportionala intre temperatura si dimensiunile celulare [133].
La alte specii de cianobacterii — de exemplu la Cylindrospermopsis raciborskii — din contra, la
temperatura de 21°C achinetele nu se formeaza, iar trihoamele sunt caracterizate printr-0
plasticitate morfologica foarte inalta [63]. Temperaturile inalte sporesc activitatea fotosintetica la
Anabaena sp. si Nostoc sp. dar nu si la Microcystis sp. si A. platensis. Temperatura mai mare
decat cea optimala este asociatd, de asemenea, cu o crestere a lungimii trihoamelor la Anabaena

sp. si la A. platensis [177].
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Faptul ca cianobacteriile cresc Tn mod natural la temperaturi mai nalte decat alte specii
de microalge poate fi utilizat pentru a evita infestarea lor in conditiile bioreactoarelor deschise
ori a lacurilor. Astfel, la temperaturi inalte practic se evita contaminarea culturii de Microcoleus
vaginatus crescutd in aer deschis cu specii de diatomee, care abunda la temperaturi mai joase
[254].

Cianobacteriile — organisme procariote fototrofe —sunt considerate a fi la baza evolutiei
cloroplastelor plantelor superioare. Reactiile fotochimice primare si transportul fotosintetic de
electroni la cianobacterii si in cloroplastele planetelor sunt foarte asemandtoare. Astfel,
cianobacteriile sunt capabile sa redirectioneze caile de transfer a energiei de excitatie de la
pigmentii colectori spre ambele sisteme fotosintetice. Cianobacteriile pot atinge 2 stari
energetice diferite, care sunt definite ca "Stareal" (care se atinge dupd excitatia preferentiald a
fotosistemei I) si "Starea 2" (excitatia preferentiald a sistemului fotosintetic 11). Cianobacteriile
posedd un mecanism rapid de adaptare fiziologica la conditiile mediului, care regleazd modul in
care energia luminoasd absorbitd este distribuitd intre sistemele fotosintetice I si II, care se
numeste “Stare de tranzitie”. In acest proces un rol foarte important revine labilititii
ficobiliproteinelor, care sunt intr-un echilibru dinamic cu ambele fotosisteme [305, 444]. Anume
prin aceasta se explica schimbarile rapide care intervin in continutul de ficobiliproteine in cazul
modificarii intensitatii luminii.

Lumina este sursa de energie pentru organismele fotosintetizatoare. De aceea, atat
intensitatea luminii, cét si calitatea ei determind intensitatea tuturor proceselor vitale. Cantitatea
de biomasa, dar si calitatea ei sunt influentate de acesti parametri. Lumina de culoare verde si de
intensitate de la 1200 Ix asigurd o acumulare acceleratd de biomasa la spirulind, comparativ cu
lumina rosie, alba si, in special, albastra de aceeasi intensitate [356].

Lumina de intensitate foarte inalta provoaca efecte de inhibare a proceselor biologice la
cianobacterii, inclusiv la spirulind. Efectul dat poate fi diminuat prin marirea esentiald a
cantitatii de carbon anorganic accesibil. In acest caz, inhibitia survine mult mai tarziu, iar
revenirea culturii de spirulina la starea normala are loc mai repede si cu urmari minime [418].
Scéaderea intensitatii luminii de la 5 la 2 klx la spirulina este asociatd cu o crestere considerabild a
cantitatii de clorofila (cu aproximativ 30%) [139].

Efectele luminii asupra organismelor vii sunt determinate nu numai de parametrii fizici ai
acesteia, ci si de durata de expunere, adica de prezenta fenomenului de fotoperiodism. Variatiile
circadiene cu perioada de aproximativ 24 ore sunt caracteristice practic pentru toate procesele
fiziologice ale majoritatii organismelor cunoscute, inclusiv cele mai vechi, cum sunt

cianobacteriile. Pentru ca aceste ritmuri biologice sa functioneze ca un "ceas" este necesar sa fie
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respectate 3 conditii de baza: ca aceste ritmuri sa persiste in lipsa stimulilor externi; ca acestea sa
poatd fi resetate prin actiunea luminii sau intunericului si ca pe durata unui ciclu circadian sa se
produca compensarea de temperatura. Astfel, ceasul circadian care realizeaza controlul acestor
ritmuri este o functie fundamentala a celulelor vii, care asigura adaptarea la alternanta dintre zi
si noapte [241]. Organismele fotosintetizatoare sunt considerate organisme cu un mecanism
perfect de functionare a ceasului biologic. Cu toate acestea, la moment nu putem spune cu
sigurantd daca conditiile de fotoperiodism sunt mai favorabile pentru culturile de cianobacterii si
microalge decét iluminarea continud. Rezultatele sunt dependente de cultura studiata, precum si
de conditiile experimentale. Astfel, de exemplu speciile de alge verzi Botryococcus brauni si
Scenedesmus obliquus produc mai multa biomasa in conditii de iluminare continud, in timp ce
speciile Neochloris conjuncta, Neochloris terrestris, Neochloris texensis produc de 2-3 ori mai
multa biomasa in conditii de fotoperiodism (12L:12D) [245]. O tulpina de Spirulina platensis
izolatd in Jaipur produce cea mai mare cantitate de biomasa, de asemenea, in conditii de
fotoperiodism cu durata perioadei luminoase de 16 ore. Acest regim de lumina asigura si cel mai
inalt continut de clorofild in biomasa [334]. Conform unor investigatii, perioada de intuneric este
necesara 1n cultivarea spirulinei pentru a acumula o cantitate mai mare de proteine. Astfel, a fost
stabilit ca dupa perioada de intuneric cantitatea de proteina este cu 8-10% mai mare, comparativ
cu spirulina care a fost supusa luminii timp de mai multe ore [193].

Tn natura cianobacteriile populeaza multiple habitate, care se deosebesc esential dupa
nivelul de salinitate — de la apele freatice la solurile saline. Ca rezultat, diferite specii si variante
au capatat in calitate de adaptare o caracteristica fiziologica foarte valoroasa — toleranta la sare
[268, 457]. In dependenta de toleranta pe care 0 manifestd cianobacteriile fati de acest factor,
acestea pot fi grupate in trei categorii: (1) cianobacterii cu tolerantad redusa la salinitate (acestea
populeaza de obicei apele dulci; (2) cianobacterii cu tolerantd moderatd la sare; si (3)
cianobacterii halotolerante, care pot popula apele marine, lacurile sarate, solurile saline si alte
habitate cu conditii extreme. Strategia de aclimatizare la salinitate inaltd a cianobacteriilor
include doud reactii principale: exportul activ de ioni si acumularea de solutii de compatibilitate.
Cele trei grupuri se deosebesc in principal dupa natura chimicd a principalelor solutii de
compatibilitate [327]. Situatia de stres salin la cianobacterii este caracterizatd ca extrem de
complexa, fiind determinata atit de stresul ionic, cét si de cel osmotic. Aditional se instaleaza o
situatie de stres oxidativ. In aceste conditii este destul de greu de delimitat efectele stresului
specific de cele ale unei stari de stres general. Din aceste motive, pand in prezent incd nu sunt

clarificate mecanismele concrete ale tolerantei la saruri [327].
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Stresul salin determind scdderea cresterii si productivitdtii cianobacteriilor prin
perturbarea proceselor fiziologice. Acumularea de ioni de sodiu intracelular in cazul stresului
salin afecteaza procesele bioenergetice ale fotosintezei.

Pigmentii fotosintetici ai cianobacteriilor, si in special, clorofila si carotenoizii sunt
afectati de stresul salin. La spirulind cantitatea de clorofila in conditii de salinitate excesiva
scade, iar carotenoizii, din contra, se acumuleaza in cantitati mai mari, deoarece pe langa functia
fotosintetica, acestia au o importantd mare in calitate de antioxidanti, fiind considerati factori de
protectie in diferite tipuri de stres, inclusiv in stresul salin [59, 289]. Si pentru speciile de Nostoc
in conditii de stres salin a fost observata o scadere a cantitatii de clorofila si o crestere cantitativa
a carotenoizilor [420].

Salinitatea inaltd (0.8M NaCl) la spirulind inhiba transportul de electroni in cadrul
fotosistemei II din contul degradarii ficobilizomilor. Ca rezultat, energia de excitare este
orientatd spre fotosistema I. In aceste conditii in biomasa de spirulina scade esential cantitatea de
ficobiliproteine, in special de ficocianina [273]. Si in cazul nostocului a fost observata scaderea
esentiald a cantitatii de ficobiliproteine la concentratii inalte ale clorurii de natriu, comparativ cu
conditiile de salinitate normala [420].

Cu toate acestea, nu toate cianobacteriile reactioneaza la fel la stresul salin. Astfel,
tulpinile cu toleranta inalta fata de stresul salin, de regula, se caracterizeaza printr-un continut
mai Tnalt de carotenoizi, ficocianine, polizaharide, prolind, atunci cand cresc pe medii cu
salinitatea de 0.4-0.6 M NaCl, comparativ cu mediul standard cu salinitate mai joasa de 0.05M.
De asemenea, 1n conditii de stres salin la speciile tolerante are loc cresterea activitatii SOD si
POD [268]. Cantitatea si calitatea lipidelor si proteinelor, de asemenea, este puternic influentata
de stresul salin la cianobacterii. Astfel, la spirulina, in conditii de stres salin are loc o crestere
usoard a cantitatii de lipide. In acelasi timp, creste si cantitatea acizilor grasi polinesaturati, in
special a acidului y-linolenic [154]. Cantitatea de proteine in biomasa de spirulind supusa
stresului salin scade simtitor [452]. Pentru proteomul spirulinei in conditii de stres salin sunt
caracteristice si schimbarile calitative. Astfel, la salinitate de 0.5 si 1.0 M NaCl are loc
modificarea nivelului de expresie a peste 140 proteine, implicate in fotosinteza si in
metabolismul glucozei, aminoacizilor, acizilor grasi, glutationului. Se considerd ca aceste
proteine impreuna cu complexul ARN-proteine, proteinele socului termic si proteinele
transportoare ABC asigura rezistenta Arthrospira (Spirulina) plantensis la stresul salin [455].

Dupa cum am mentionat, unul din mecanismele care asigura adaptarea cianobacteriilor la
conditii de salinitate Tnaltd este acumularea solutiilor de compatibilitate. Carbohidratii sunt

printre cele mai cunoscute substante cu efect de protectie in caz de stres salin. A fost demonstrat
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ca sinteza de carbohidrati in conditii de stres salin in mediu alcalin actioneaza in calitate de
mecanism principal care asigura toleranta cianobacteriilor la salinitate inalta [413]. Conditiile de
stres salin de intensitate joasa ori moderatd mobilizeaza componentele antioxidante enzimatice si
nonenzimatice in scopul de a proteja celulele de deteriorarile oxidative. Salinitatea de intensitate
joasa (2.5 si 5.0 g/L NaCl) provoaca cresterea activitatii antioxidante a biomasei de spirulina.
Aceasta este 0 reactie de protectie celulara care activeaza sinteza enzimelor antioxidante si a
componentelor antioxidante cu greutate moleculard micd. O scadere semnificativa a activitatii
antioxidante la spirulina se observa la concentratii mari de NaCl (>0.3M) in mediul nutritiv [59].
Tn cazul altor specii de cianobacterii - Nostoc muscorum — activitatea enzimelor antioxidante
creste semnificativ in conditii de stres salin, iar cel mai mult se activeazd enzimele
superoxiddismutaza si peroxidaza [420].

Metalele grele, in dependentd de gradul lor de oxidare, pot fi foarte reactive, iar n
consecinta, foarte toxice pentru organismele vii. Efectul toxic este asociat cu producerea de
specii reactive de oxigen (SRO) si cu statutul redox celular dezechilibrat. Cianobacteriile
raspund la actiunea metalelor grele prin inducerea sintezei accelerate a mai multor antioxidanti,
incluzand diverse enzime cum ar fi superoxiddismutaza si peroxidazele. De asemenea, in conditii
de stres oxidativ are loc intensificarea sintezei compusilor antioxidanti cu masa moleculara mica,
cum ar fi carotenoizii, glutationul, tocoferolul s.a. [255].

La concentratii moderate de poluanti metalici, sistemele celulare sus-numite reusesc sa
readuci raportul SRO/antioxidanti la starea de echilibru, asigurind supravietuirea celulelor. In
conditiile cantitdtilor ridicate sau acute ale metalelor grele, se produce deteriorarea celulelor,
deoarece nivelurile SRO depdsesc capacitatea antioxidanta a sistemelor de protectie [337].
Printre metalele de tranzitie un impact mai pronuntat asupra sistemului redox celular il are
cuprul. Acest metal, de rand cu fierul, este implicat in ciclul Haber-Weiss, in care din oxigenul
molecular si peroxidul de hidrogen se produce radicalul hidroxil (OH) — cel mai periculos dintre
radicalii liberi pentru organismele vii. Tn special, pericol prezinti forma ionicd a cuprului. Este
cunoscut efectul nociv al ionilor de cupru asupra microalgelor si cianobacteriilor. De exemplu,
sulfatul de cupru este utilizat cu succes in calitate de algicid in combaterea fenomenului de
inflorire a apelor. CuSOs blocheaza lantul respirator de transport al electronilor, accentueaza
semnificativ acumularea de specii reactive de oxigen si deregleaza functionalitatea sistemului
antioxidant. Cresterea cantitatii de SRO deregleaza sinteza pigmentilor si distruge integritatea
membranei celulare, ceea ce duce la moartea celulelor algelor si cianobacteriilor [348]. Chiar si
in cantitati foarte mici, de pana la 0.2 mg/L, sulfatul de cupru duce la scaderea productivitatii la

spirulind, la cresterea cantitdtii produselor de degradare oxidativd a lipidelor si la activarea
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sistemelor de protectie antioxidantd, exprimatd in cresterea activitatii superoxiddismutazei si a
cantitatii de prolina [131]. Modificari de acelasi fel se produc in biomasa de nostoc in prezenta
acestui metal. Cuprul reduce semnificativ cantitatea de biomasa, continutul de clorofila,
carotenoizi, proteine totale si activitatea enzimelor antioxidante la nostoc. Pe de altd parte,
cantitatea de carbohidrati acumulati in biomasa de nostoc creste puternic in cazul prezentei
cuprului in mediul de cultura [185, 469].

Anume activarea sistemelor antioxidante ale celulelor cianobacteriilor asigura capacitatea
uimitoare a acestor organisme stravechi de a opune rezistenta si a repara eficient daunele cauzate
de stresul oxidativ. Astfel, in caz de stres oxidativ moderat, spirulina revine la parametrii
fotosintetici normali timp de 4-7 zile, iar metabolismul lipidic si viteza peroxidarii lipidelor
revine la valori obisnuite peste 7 zile de la initierea stresului [201]. Acest lucru sugereaza ca
mecanismele de adaptare a cianobacteriilor sunt in strdnsa corelare si chiar initiate de stresul
oxidativ si deteriorarile oxidative in celule. Cunoasterea detaliata a modificarilor care se produc
in biomasa cianobacteriilor in conditii de stres oxidativ ar prezenta un instrument adecvat pentru
elaborarea strategiei de inldturare a toxicitatii acestora pentru mediul inconjurator, iar in cazul
speciilor biotehnologice — pentru obtinerea biomasei calitative cu un nivel adecvat de

antioxidanti pentru uzul uman.

1.5. Concluzii la capitolul 1

Problema stresului oxidativ si a raspunsului la acest fenomen este una din problemele de
ordin general nu numai pentru stiintele biologice, ci si pentru cele agricole si medicale, stresul
fiind generat si dezvoltdndu-se dupa aceleasi principii comune pentru toate formele de viatd si
stari fiziologice sau patologice ale acestora. La toate nivelurile sistematice, formarea radicalilor
liberi are loc in aceleasi site-uri celulare si prin aceleasi mecanisme. La fel, toate formele
celulare de viatd posedd sisteme eficiente de protectie contra speciilor reactive ale oxigenului,
care functioneazi in baza unor principii generale. In acest sens, studiul fenomenului in sine si a
particularitatilor stresului oxidativ la cianobacterii si microalge contribuie la acumularea de date,

Formarea radicalilor liberi si a moleculelor reactive ale oxigenului constituie un fenomen
normal pentru toate celulele vii. Mai mult ca atat, radicalii primari indeplinesc functii vitale
esentiale, asigurand cresterea, diferentierea, adaptarea la conditiile de mediu si protectia
Integritatii structurale si functionale a tuturor organismelor vii. Capacitatea celulelor de a

mentine un echilibru dinamic intre formarea si neutralizarea speciilor reactive este o
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caracteristicd fundamentala a viului. In acelasi timp, reactiile de raspuns la stresul oxidativ pot fi

aplicate in scopuri practice pentru a obtine anumite beneficii de pe urma dirijarii lor inteligente.
Studiul critic al publicatiilor stiintifice la tema tezei a permis de a evidentia urmatoarele:

1. Principalele surse de formare a speciilor reactive ale oxigenului la cianobacterii si
microalge sunt doud procese vitale de baza — respiratia si fotosinteza, la fel si influenta
factorilor fizici, chimici si biologici, care actioneaza asupra culturilor ficologice.

2. Accelerarea proceselor vitale prin aplicarea diferitor procedee de stimulare duce
inevitabil la cresterea nivelului de radicali primari, care pot induce formarea de radicali
secundari in conditiile ineficientei mecanismelor de protectie in celulele microalgelor si
cianobacteriilor.

3. Atat procedeele de stimulare a proceselor biosintetice la microalge si cianobacterii, cat si
conditiile de stres oxidativ genereazad modificari semnificative ale calitatii biomasei
ficologice.

4. In anumite conditii, stresul oxidativ se asociazi cu modificari pozitive din punct de
vedere tehnologic si poate fi abordat in calitate de instrument de reglare a anumitor

procese biosintetice la obiectele ficologice.

Reiesind din cele expuse, problema de cercetare care se pune in fata acestui studiu consta
in identificarea unor conditii echilibrate in cadrul cédrora stresul oxidativ indus poate fi utilizat in
calitate de instrument biotehnologic.

Scopul lucrarii: elucidarea elementelor comune si a particularititilor raspunsului
microalgelor si cianobacteriilor la diferite tipuri de stres oxidativ indus, fundamentarea
elaborarea tehnologiilor ficologice bazate pe raspunsul la stres indus.

Obiectivele lucririi: Evidentierea particularitatilor de manifestare a stresului oxidativ
indus de factorii fizici si chimici la cianobacterii si microalge de interes biotehnologic;
biomasei ficologice cu componentd prognozatd; Estimarea implicérii stresului oxidativ in
procesele de bioremediere de catre microalge si cianobacterii a apelor contaminate cu metale, in
sisteme iterative; Conturarea principiilor de realizare a nanobiosintezei si biofunctionalizarii
nanoparticulelor cu ajutorul microalgelor si cianobacteriilor, in baza mecanismelor de protectie
contra stresului oxidativ; Fundamentarea posibilitatii si a limitelor de aplicare a raspunsului la
stresul oxidativ in calitate de instrument in ficobiotehnologie; Elaborarea procedeelor ficologice,

bazate pe aplicarea raspunsului la stresul oxidativ indus.
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2. DESIGNUL EXPERIMENTAL, OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE DE
CERCETARE

Cercetarile, rezultatele carora sunt expuse in aceastd lucrare au fost realizate in cadrul
laboratorului Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al Universitatii
Tehnice a Moldovei pe durata anilor 2012-2022. in calitate de obiecte de studiu au servit 3
tulpini de cianobacterii (Arthrospira platensis CNMN-CB-02; Arthrospira platensis CNMN-CB-
11; Nostoc linckia CNMN-CB-03) si 3 tulpini de microalge (Porphyridium cruentum CNMN-
AR-01; Dunaliella salina CNMN-AV-02; Haematococcus pluvialis CNMN-AV-05) apartenenta
sistematicd a cdrora va fi prezentatd mai jos. Toate aceste obiecte se caracterizeazd prin
importantd biotehnologicd, parametri productivi si de siguranta stabili, se afla in centrul atentiei
cercetatorilor din domeniul studiilor fundamentale si a transferului tehnologic al elaborarilor
inovative in producerea industriala. Pentru cercetare a fost aplicat un set de metode acceptate in

domeniul ficobiotehnologiei si cel al cercetarilor fundamentale.

2.1. Designul studiului experimental

Designul general a inclus 6 etape principale, structurate conform schemei din figura 2.1.

[. Dinamica proceselor antioxidante la cianobacterii si microalge pe durata
ciclului vital in conditii optime de laborator si producere

STRESUL OXIDATIV INDUS IN DIVERSE PROCESE
FICOBIOTEHNOLOGICE

[1. Stresul oxidativ indus [11. Stresul oxidativ indus in IV. Stresul oxidativ indus in
de factorii tehnologici bionanosintezi si biofunctiona- procesele de
si de mediu lizarea nanoparticulelor bioremediere

V. Stresul oxidativ in cadrul tehnologiilor de cultivare a obiectelor ficologice de
interes industrial. Generalititi, Mecanisme, Aplicatii

V1. PROCEDEE BIOTEHNOLOGICE: de stimulare a compusilor
biologic activi de interes; de bionanosintezi si biofunctionalizare a
nanoparticulelor; de bioremediere

Fig.2.1. Designul general al studiului realizat

Prima etapa a constat in identificarea fluctuatiilor fiziologice ale parametrilor productivi,
biochimici si de activitate antioxidantd la tulpinile de cianobacterii si microalge luate in studiu pe

durata unui ciclu de crestere in sistem biotehnologic inchis cu respectarea conditiilor optime
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pentru fiecare dintre culturi. Probele de biomasa au fost prelevate la intervale de 24 ore, pe
durata intregului ciclu. Etapele II, III si IV prezinta studii independente, care reflecta rezultatele
cercetarilor pe trei domenii de aplicare a stresului in calitate de instrument biotehnologic: 1)
stresul tehnologic Tn procesul de obtinere a biomasei pentru consum direct sau pentru procesare
ulterioara; 2) stresul in nanobiotehnologii; 3) stresul Tn procesele de bioremediere. Etapa a V-a a
fost una integrativa, 1n cadrul careia au fost identificate mecanismele generale de instalare si
practicd a conditiilor de stres in calitate de instrument biotehnologic. Etapa a VI-a este
consacrata tehnologiilor ficologice noi, elaborate in baza utilizarii stresului in calitate de
instrument biotehnologic.

Tinand cont de complexitatea cercetarilor realizate in cadrul etapelor II, III si IV,
designul investigatiilor este prezentat separat in detalii pentru fiecare etapa. Figura 2.2. reflecta
schema de realizare a etapei Il — studiul stresului indus de factorii tehnologici la cianobacterii si

microalge.

TIPURILE DE STRES TEHNOLOGIC

I. Stresul hipertermic I1. Stresul de lumind 111. Stresul hipersalin IV. Stresul provocat de
(40°C fatd de optimul (fotoperiodism fati de (10, 20, 30, 40 si 50 g/l metale:Cu, Zn
de30°C) iluminare continui) fata de 0.2-1.0 g/1)
| I Adiugare: faza lag;

Conditii de laborator si de producere faza cresterii
exponentiale

Prelevare de probe de biomasi la intervale egale de 24 ore

Parametri monitorizati:
Productivitate; componente ale biomasei (proteine totale, carbohidrati, lipide, pigmenti,
fenoli); activitatea antioxidanti a biomasei (ABTS, DPPH); markerul de stres DAM;
activitatea enzimelor anfioxidante de prima linie

Fig.2.2. Schema cercetarilor orientate spre studiul stresului indus de factorii tehnologici la

cianobacterii si microalge

La aceasta etapd au fost studiate 4 tipuri de stres tehnologic: stresul hipertermic, stresul
de lumina, stresul hipersalin si stresul provocat de prezenta metalelor cu diferit rol. Stresul
hipertermic si cel de lumind a fost studiat atat in conditii de laborator, cat si de producere
industriald, iar stresul hipersalin si provocat de metale — in conditii de laborator. Stresul salin a
fost indus in 5 variante de concentratii ale clorurii de sodiu, iar stresul provocat de metale a fost
cercetat in baza a doua aspecte: provocat de un metal cu rol de stimulator (Zn) si altul toxic (Cu).

Pentru stresul provocat de cupru au fost modelate doua variante de inducere a stresului la diferite
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etape de dezvoltare a culturii (faza lag si faza cresterii exponentiale). La aceastd etapa s-a
urmadrit dinamica modificarilor, astfel probele au fost prelevate la intervale de 24 ore pe durata
intregului ciclu de crestere. Afard de parametrii productivi si biochimici ai culturilor ficologice,
au fost realizate investigatii ultrastructurale si de expresie a genelor asociate cu stresul in conditii
experimentale si Tn conditii standard.

Schema cercetarilor realizate la cea de-a Ill-a etapa sunt prezentate in figura 2.3. La
aceasta etapa cercetdrile au fost orientate spre biosinteza nanoparticulelor de argint si seleniu de
catre culturile vii de microalge si cianobacterii. De asemenea, au fost studiate diferite aspecte ale
interactiunii nanoparticulelor ingineresti cu microalgele si cianobacteriile. Tn aspect de toxicitate
au fost studiate interactiunile dintre obiectele ficologice si diferite tipuri de nanoparticule (puncte
cuantice si nanoparticule de Au si Ag). Biofunctionalizarea nanoparticulor ca raspuns la starea
de stres indusd de nanoparticule prezintd cel de-al treilea aspect investigat la aceasta etapa.
Probele au fost prelevate la intervale de 24 ore in cazul studiilor de bionanosintezd si
biofunctionalizare si la finalul ciclului in cazul studiilor de toxicitate.

Parametrii monitorizati au fost: productivitatea culturilor, componenta biomasei
(indicatorii biochimici), activitatea antioxidantd (testele antiradicalice si markerii stresului
oxidativ); ultrastructura celulelor; expresia genelor asociate cu stresul. De asemenea, procesele
de biosinteza si biofunctionalizare au fost monitorizate prin identificarea directd si indirectd a

nanoparticulelor sintetizate/biofunctionalizate.

STRESUL OXIDATIV IN NANOFICOBIOTEHNOLOGIE

I. Nanobiosinteza II. Contactul culturilor cu NP I11. Biofunctionalizarea NP ingineresti
AgNP Arthrospira platensis Puncte AgNP AgNP Arthrospira platensis
SeNP Nostoc linckia cuantice AuNP AuNP Porphyridium cruentum

Dunaliella salina
Porphyridivm cruentum

Prelevare de probe de biomasa la intervale egale de 24 ore / la finalul ciclului de cultivare

Parametri monitorizati:
Eficienta procesului; productivitate; componente ale biomasei (proteine totale, carbohidrati, lipide,
pigmenti, fenoli); activitatea antioxidantd a biomasei (ABTS, DPPH, CRRFM, CRRFC, CRFe);
markerul de stres DAM; activitatea enzimelor antioxidante de prima linie

Fig.2.3. Schema studiului implicarii stresului indus in procesele de biosinteza si
biofunctionalizare a nanoparticulelor de catre microalge si cianobacterii

Figura 2.4. reflecta schema experimentala aplicatd pentru realizarea celei de-a IV-a etape.

Cianobacteriile Nostoc linckia si Arthrospira platensis au fost aplicate pentru indepartarea
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metalelor grele din efluentii contaminati. Au fost luate in cercetare doud tipuri de efluenti
sintetici cu componenta polimetalica de baza — unul cu element dominant Cu(ll) si altul - Cr(V1).
Pentru fiecare tip de efluent au fost modelate 4 sisteme bi- si polimetalice, fiecare dintre ele
aplicate in 3 concentratii diferite. Pentru toate variantele de efluenti, procesul de bioremediere s-
a realizat pornind de la cultura in faza lag si in faza cresterii exponentiale. Pentru fiecare varianta
experimentald bioremedierea a fost realizatd pe durata a 3 cicluri iterative de crestere a

cianobacteriilor.

STRESUL IN PROCESUL DE BIOREMEDIERE CU
UTILIZAREA MICROALGELOR S1 CIANOBACTERIILOR A
APELOR CINTAMINATE CU METALE GRELE

I. inbazi de Cu (+Fe, Ni, Zn) 11. in bazi de Cr (VI) (+ Cu, Fe, Zn) I11. [n bazi de Zn, Ni,
pamintruri rare
v
4 sisteme polimetalice . |
; 3 niveluri de ! Confirmarea
2 culturi: concentrafii 2 perioade d ! .
Arthrospira platensis; peroaie ae 3 clcluri iterati cum'.iju:ufor; ‘
Nostoc linckia contact 3 cicluri iterative Arthrospira platensis
B de crestere
L ki L i L
h
Parametri monitorizati:
Eficienta bioacumulirii metalelor; productivitate; componente ale biomasei (proteine totale, earbohidrati, lipide,
pigmenti, fenoli); activitatea antioxidanti a biomasei (ABTS, DPPH); markerul de stres DAM; activitatea enzimelor

antioxidante de prima linie

Fig.2.4. Schema studiului implicérii stresului indus in procesele de bioremediere cu
participarea microalgelor si cianobacteriilor

Detaliile cu referire la modalitatea de implementare a schemelor experimentale prezentate
mai sus sunt date in capitolele Tn care sunt descrise experientele respective.

In aceasta tezi este expus un studiu multidimensional al fenomenului de stres oxidativ in
culturile ficologice, axat pe nivelul supracelular de culturd ficologica, nivelul de fiziologie si

biochimie celulara, nivelul ultrastructural si nivelul molecular (figura 2.5)

Nivel de

Nivel de i Nivel Nivel Stresul
fculltm:ﬁv celula%ﬁ ultrastructur molecular oxidativ -
icologica - al (expresia instrument
(cresterea si agit(i:ngilctlﬁ; (modificarea genelor eficient in
acumularea de P ultrastructurii asociate cu
biomasa) P celulare) stresul)

celulare)

Fig.2.5. Nivelurile de studiu a stresului oxidativ in calitate de instrument biotehnologic

Cunostintele despre efectele stresului oxidativ, manifestate la toate nivele mentionate mai

sus constituie baza de dovezi pentru concluzia cu referire la ipoteza de cercetare enuntata.
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2.2.  Tulpinile de microalge si cianobacterii
Tn calitate de obiecte de studiu in aceastd lucrare au servit tulpinile de cianobacterii si
microalge depozitate in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de

Microbiologie si Biotehnologie al Universitétii Tehnice a Moldovei.

2.2.1. Arthrospira platensis CNMN-CB-11

Cianobacteria Arthrospira platensis face parte din Genul Arthrospira (denumirea
anterioara — Spirulina), care conform nomenclatorului sistematic bacteriologic, tine de
categoria de microorganisme fotosintetizatoare aerobe, ce apartin clasei Cyanophyceae.
Aceste procariote sunt clasificate in grupul eubacteriilor. Numele de Spirulina acest organism
l-a primit in anul 1844, cand a fost numit Spirulina jenneri f. platensis. Tn taxonomia
cianobacteriilor, specia Arthrospira platensis a fost inclusa de catre E. Stizenberger in anul
1852. Pozitia sistematicd a spirulinei este urmatoarea: domenul — Bacteria; filumul -
Cyanobacteria; clasa — Cyanophyceae; ordinul — Oscilatoriales; familia — Microcoleaceae;
genul —Arthrospira; specia —Arthrospira platensis; numele trivial al speciei este spirulina.

Biomasa de Arthrospira platensis contine 50-65% proteine, 9-12% glucide, 3,5-5,2%
lipide, 12-15% ficobiliproteine. Tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11 a fost
identificata de catre acad. V. Rudic. Tulpina prezinta forme filamentoase homocite de culoare
verde Tnchisa. Trihoamele sunt alcatuite din celule cilindrice (lungimea 8-10 pm, latimea 6-8
pum), absolut identice, cu exceptia celulelor terminale, care se ingusteaza spre capatul
trthomului si sunt usor rotunjite. Trihoamele sunt separate, nu se ramifica si nu se rasucesc in
spirala. Diametrul trihoamelor este de 6-8 um, iar lungimea de la 0,14 pana la 1,30 mm. Ele
nu formeaza teci mucozitare. in mediu lichid formeaza suspensie practic uniforma cu tendinta
neinsemnatd de acumulare la hotarul lichid-aer. Tulpina se Inmulteste vegetativ prin
fragmentarea trihoamelor in hormogonii.

Tulpina are o productivitate de 1,5-1,6 g/l cu continut de acid glutamic - 8,10-9,64%; acid
y-linolenic - 1,36-1,45%; polizaharide sulfatate - 4,03-5,01%, fosfatidilinozitol 0,70 -0,85% si
fosfatidilcolind 1,86-2,00%. Cianobacteria este cultivata pe mediul nutritiv mineral cu
urmatoarea componenta chimica: macroelementele in g/l: NaNOsz-2,25; NaHCOz3-8,0; NaCl-1,0l;
K2S04-0,3; NaHPO4-0,20; MgSQO4-7H20-0,20; CaCl,-0,024; 1ml/l solutia de microelemente, ce
contine in mg/l: H3BOs-2,86; MnCl2-4H20-1,81; ZnSO4-7H20-0,22; CuSO4-5H,0-0,08; MoOs-
0,015; Fe-EDTA-1,0 ml/l. Cultivarea spirulinei presupune conditiile: pH-ul 8-9, temperatura de
30-32°C si iluminare continui cu intensitatea de ~ 37-55 uM fotoni-m?-s, cantitatea de
inoculum de 0,40-0,45 g/l in calcul pentru BAU. Cultura se agita periodic. Durata cultivarii este
de 6-10 zile [16].
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2.2.2. Arthrospira platensis CNMN-CB-02

Tulpina a fost selectata de catre acad. Valeriu Rudic din materialul colectat dintr-un bazin
artificial din partea de sud-est a s. Nicolaevca, raionul Ungheni prin metoda insamantarilor
repetate pe medii lichide si solide. La cultivarea pe mediile lichide Zarrouk si Gromov, tulpina
prezinta trihoame rasucite in spirald dreaptda de culoare verde inchis. Trihoamele sunt alcatuite
din celule cilindrice (lungimea 8,5 -13,5 um, latimea 3,5-7,0 um). Lungimea trihoamelor este de
la 0,10 pana la 1,10 mm. Trihoamele nu formeaza teci mucozitare. In mediu lichid, tulpina
formeaza suspensie uniforma cu tendinta de acumulare la hotarul lichid-aer.

In conditii optime de cultivare, tulpina dezvoltd o productivitate de 0,9-1,0 g/l biomasi
absolut uscata. Biomasa contine proteine — 55 - 60%; polizaharide sulfatate — 3,0 - 4,0%, acid y-
linolenic - 1,25 - 1,3%; fosfatidilinozitol 0,40 - 0,60% si fosfatidilcolina 1,55 - 1,65%. Tulpina
prezintd caracteristici tehnologice productive bune pe mediul nutritiv mineral cu urmatoarea
compozitie: macroelementele in g/l: NaNOs-2,5; NaHCO3-8,0; NaCl-1,0; K2S04-1,0; NaHPO4-
0,20; MgS04-7H20-0,20; CaCl2-0,024; 1 ml/l solutie de microelemente, ce contine in mg/l:
H3BOz-2,86; MnCl,-4H20-1,81; ZnSO4-7H20-0,22; CuSO4-5H20-0,08; M003-0,015; Fe-EDTA-
1,0 ml/l. Cultivarea se efectueaza la temperatura de 25-30°C, iluminarea de 35-40 uM fotoni-m"
2.1 pH-ul 9,0-10,0. Cantitatea de inocul este de 0,25-0,35 g/l biomasa absolut uscati. Cultura

necesita agitare periodica. Durata optima a cultivarii — 6 zile [16].

2.2.3. Nostoc linckia (Roth) Born et Flah CNM-CB-03

Pozitia sistematica a cianobacteriei Nostoc linckia este urmatoarea: domenul — Bacteria;
filumul — Cyanobacteria; clasa — Cyanophyceae; ordinul — Nostocales; familia — Nostocaceae;
genul —Nostoc; specia — Nostoc linckia; numele trivial al speciei este nostoc.

Cianobacteria Nostoc linckia (Roth) Born. et Flah. CNM-CB-03 a fost izolata in cultura
purd din solul cenusiu deschis colectat in rezervatia ,,Codru” de catre Victor Salaru, profesor
universitar, dr. hab. in biologie. Pe mediul lichid cultura de nostoc formeaza trihomi rectilinii sau
curbati, solitari sau reuniti in manunchiuri flotante, iar pe mediul agarizat formeaza colonii
gelatinoase de trihomi dispusi dens sau lax. Cultura de nostoc in stadiile tinere formeaza de
obicei colonii macroscopice, mucilaginoase de o culoare cafenie inchisd, aproape neagra, apoi
semisferice sau aplatizate, mai rar filamentoase. In mediul lichid coloniile tinere sunt alipite de
substrat (de peretii vasului). Cu vérsta coloniile sferice in crestere se desprind de substrat si
plutesc sub forma de fulgi. Pe substrat solid coloniile sferice se distribuie neregulat cu o tendinta
vadita de aplatizare ce se dezvolta cu vérsta. Culoarea coloniilor devine mai deschisa, predomina
nuantele galbene. Cultura de Nostoc linckia (Roth) Born. et Flah. CNM-CB-03 se cultiva pe

mediul mineral cu urmatoarea componenta: macroelemente, g/l: KNOsz — 1,0, K;HPO4 — 0,2,
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MgSO47H20 — 0,2, CaClz — 0,15, NaHCOs — 0,2; microelemente, mg/l: ZnSO47H20 — 0,22,
MnSO4 — 1,81, CuSO45H20 — 0,079, NaBO3'4H20 — 2,63, (NH4)6M07024-4H.0 — 1,0, Fe
S04 7H20 - 9,3, CaClz — 1,2, Co(NO3) 2'-H20 — 0,02, EDTA -10,0. Cultivarea este efectuata in
baloane Erlenmayer de 1000 ml cu volumul de lucru de 500 ml. Sunt respectati parametrii: pH-ul
6,8-7,2, temperatura de 25-27°C, intensitatea luminii de 37-55 pM fotoni-m2-s. Iluminare
continud, agitare periodica lentd. Cantitatea de inocul a fost de 0,4 g/l. Ciclul de cultivare este de
12 zile. Tulpina are o productivitate de 10-12 g/m? pe zi. Masa biologica: proteind — 15-25%,
polizaharide — 35-50%, ficoeritrind — 2,0-4,0%, ficocianina — 0,5-1.0%, aloficocianina — 0,5-
1,0%, lipide 2%, B-caroten — 0,2-0,4%, xantofile -0,4-0,7% [30].

2.2.4. Porphyridium cruentum (Nag) CNM-AR-01

Microalga Porphyridium cruentum, denumita de Négeli Tn 1849, face parte din domenul
— Eukariota; filumul - Rodophyta; clasa — porphyridiophyceae; ordinul — Porphyridiales;
familia — Porphyridiaceae; genul — Porphyridium; specia — Porphyridium cruentum; numele
trivial al speciei este porfiridium. La cultivare pe mediul lichid Goldberg celulele sunt solitare,
iar la suprafata lichidului se formeaza pelicule i conglomerate neregulate. Celulele sunt sferice
cu diametrul de 6 - 10 um. Nucleul celular are forma rotunda, in celula este prezent un pirenoid
stelat, lamelele caruia formeaza o retea. Peretele celular este integral, inconjurat de capsula
polizaharidica. Straturile externe ale capsulei treptat se dizolva in mediul de culturd marindu-i
viscozitatea. Pe mediul agarizat formeaza colonii regulate de forma rotunda cu diametrul de 2,0 -
2,5 mm, inconjurate de o aureold de polizaharide cu grosimea de 1,0 - 1,5 mm. Pe mediul lichid
suspensia de alge are culoare rosie, cu nuanta galben-verzuie. Celulele adera la peretii vasului, in
special la granita dintre faza lichida si cea gazoasa. La cultivare in mediul lichid, in conditii
stationare, formeaza pelicule negre, mate.

Tulpina microalgald se caracterizeaza printr-o productivitate inaltd. Pe medii nutritive
minerale lichide specifice, in ziua a 7-a, biomasa porfiridiumului atinge 4 g/l masa celulara si
contine pana la 2 g/l exopolizaharide. Pe mediul lichid microalga prezintd o suspensie uniforma
de culoare rosie care spre sfarsitul ciclului formeaza pelicule ce se depun pe peretii vasului.

Microaga Porphyridium cruentum (Ndg) CNM-AR-01 este cultivatda pe mediul nutritiv
mineral cu urmatoarea componenta chimica: macroelemente in g/l - NaCl - 7; KCI - 7,5;
MgSO47H20 - 1,8; NaNOs - 5; KoHPO4 - 0,2; Ca(NOs) -4H.0 - 0,15; KBr - 0,4; KI - 0,05;
microelementele ih mg/l: FeCls - 27; ZnSQO4 - 0,02; CuSOs - 0,05; MnSOs - 0,3; H3BO3 - 0,6;
MoOs - 0,02; NavOs - 0,05. Cultivarea s-a efectuat in baloane Erlenmeyer de 100 ml, cu
volumul de lucru de 50 ml. Au fost respectati parametrii de cultivare, specifici pentru cultura

data: cantitatea de inocul 0,5 - 0,55 g/l BAU; temperatura de 25 - 28°C, pH-ul 6,8 - 7,2,
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iluminarea continui de 56 uM fotoni-m2-s%. Durata ciclului de cultivare — 14 zile.

Biomasa de porfiridium contine 25-35% proteine, 20-50% carbohidrati, in care cantitativ
predomina polizaharidele, pand la 10 % ficobiliproteine, dintre care partea majoritara o
alcituieste ficoeretrina, 9-10% lipide. In componenta lipidelor la Porphyridium cruentum sunt
mentionati acidul arahidonic 20:4w6 in cantitate de 1,5% si acidul eicosapentaenoic 20:5®3 in

cantitate de pana la 1,3% [28].

2.2.5. Dunaliella salina CNM-AV-02

Dunaliella salina face parte din domenul — Eukariota; filumul - Chlorophyta, clasa
Chlorophyceae, ordinul Chlamidomonadales, familia Dunaliellaceae, genul Dunaliella.

Tulpina algei verzi Dunaliella salina CNM-AV-02 a fost colectata din zona limanului
Sasac, situat pe teritoriul regiunii Odessa. La cultivare pe mediul lichid celulele sunt solitare, se
deplaseaza activ, au forma ovala sau alungita si dimensiunile 4,4x11,0-6,7x18,7um. Cloroplastul
are forma de cupd si ocupa practic toatd partea perifericd a bazei celulei. Cei doi flageli,
lungimea carora depaseste de 1,5 — 2,0 ori lungimea celulei, sunt incovoiati spre partea bazica a
celulei. Pe mediile lichide suspensia de alge are o culoare verde, iar in cazul iluminarii intense
ori a unui stres de alt gen capata o nuantd galbena-portocalie. Celulele nu se fixeaza pe peretii
vasului, iar in lipsa agitarii suspensia se concentreaza la fundul vasului, formand un sediment
usor resuspendabil. Pe mediile solide, Dunaliella salina formeaza colonii de culoare verde-
aprins cu un diametru de 1-2 mm. Microalga D. salina a fost cultivata pe doua medii minerale cu
nivel diferit de salinitate. Mediul Ben-Amotz are urmatoarea componenta: macroelementele in
g/l: NaCl - 120; NaNOz — 0,5; NaHCO:3 - 2,0; KH2PO4 - 0,05; MgS04-7H20 - 0,75; Fe-EDTA —
0,05 ml; 1ml/l solutie de microelemente cu componenta minerala in mg/l: HzBOs-2,86;
MnCl2-4H20-1,81; CuSO4-5H20-0,08; M003-0,015 [16]. Cel de-al doilea mediu, propus de El-
Baky se caracterizeaza printr-un nivel mai jos de salinitate si are urmatoarea componenta:
macroelementele in g/I: NaCl - 80; NaNOz — 0,5; NaHCOs - 2,0; KH2PO4 - 0,05; MgSO4-7H20 -
0,75; Fe-EDTA — 0,05 ml; 1 ml/l solutie de microelemente ce contine in mg/l: HzBOs-2,86;
MnCl,-4H>0-1,81; CuSO4-5H.0-0,08; M003-0,015 [16].

Temperatura optimala pentru aceasti tulpini este de 27-29°C, pH-ul se inscrie Tn limitele
de 8,0-8,5. Cantitatea de inocul care asigura un rezultat tehnologic convenabil este de 0,40-0,45
g/l biomasi absolut uscati. In experientele de laborator volumul probelor experimentale a fost de
50 ml, pentru care s-au utilizat baloane conice cu volumul total de 100 ml. Cultura se agita
periodic. Durata cultivarii este de 10 zile. Productivitatea tulpinii constituie 1,2-1,6 g/l. Biomasa
uscata de Dunaliella salina in dependentd de conditiile de cultivare si mediul nutritiv utilizat
contine 38-43% proteina, 25-30% glicerol, 5-8% lipide, 8-10% hidrati de carbon, 3,2-3,8% acizi
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nucleici, 5-7% p-caroten, 80-90mg/100g acid ascorbic, 20-25mg/100 g BAU tocoferol,

vitaminele grupei B, fitosteroli s.a [9].

2.2.6. Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05

Tulpina Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05 reprezinta tipic specia
Haematococcus pluvialis, ce apartine genului Haematococcus, familiei Haematococcaceae
ordinului Chlamydomonadales clasei Chlorophyceae, filumului Chlorophyta.

Tulpina algei verzi Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05 a fost colectata in anul
1997 dintr-un bazin acvatic artificial in zona orasului Chisindu si mentinuta pe mediile nutritive
minerale Gromov-6 si Bristol. Microalga Haematococcus pluvialis are trei etape de dezvoltare
care se deosebesc dupa forma si dimensiunile celulelor.

Etapa mobila constd din celulele vegetative verzi cu forma sfericd spre elipsoidald cu
diametrul de 8-20 pum, inconjurate de o membrana neteda, indepartata de protoplast si sunt
acoperite de o structura extracelulara gelatinoasa de o grosime variabila. Celula poseda 2 flageli
izoconti de lungime egala cu cea a corpului celular. Pentru etapa a doua de dezvoltare, cultura
algald reprezinta celule mobile aflagelate in forma palmeloida care treptat acumuleaza caroten si
devin de culoare bruni. in conditii nefavorabile (iluminare excesiva, deficit de nutrienti,
hipertermie), celulele vegetative se transforma Tn aplanospori. La etapa trei de dezvoltare, cultura
microalgala consta din celule rosii cu diametru de pana la 40-89 pum cu un peretele celular
rezistent. La aceastd etapa celulele acumuleaza cantitatea maximala de astaxantina in structuri
membranare lipidice din citoplasma.

Microalga H. pluvialis a fost cultivata pe mediul mineral care contine elementele (in g/l):
NaNOs - 0.3; KH2PO4 - 0.02; K2HPO4 - 0.08; NaCl - 0.02; CaCl; - 0.05; MgSO4-7H.0 - 0.01;
ZnS0O4-7H20 - 0.0001; MnSO4-5H20 - 0.0015; CuSO4-5H.0 - 0.00008; H3BOs - 0.0003;
(NH4)6M0024-4H,0 - 0.0003; FeCls-6H20 - 0.0175; Co(NO3z)2:6H20 - 0.0002; EDTA - 0.0075;
la temperatura de 26°C, in regim de iluminare continui cu intensitatea de 28 pM fotoni m? s71,
agitare lentd periodica in primele 10 zile de cultivare. Astaxantinogeneza este indusa prin
iluminarea excesivi cu intensitatea de 150 pM fotonip m2s? pe durata a 72 ore. Durata ciclului
de cultivare este de 14 zile. Biomasa de Haematococcus pluvialis contine 1,5-3% astaxantina,
17-25% proteine, 30-35% lipide, 32-36% carbohidrati [10].

2.3. Metode aplicate n studiu
2.3.1. Metoda de determinare a biomasei de cianobacterii si microalge
Principiul metodei spectrofotometrice de determinare a continutului de biomasa in

suspensia de cianobacterii si microalge consta in determinarea absorbantei suspensiei colorate si
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stabile. Stabilitatea suspensiei se obtine prin dilutii [16]. Metoda a fost propusa in 1993 de catre
academicianul V. Rudic. in prezent, metoda spectrofotometrica este tot mai frecvent utilizata in
aprecierea cantitatii de biomasa cianobacteriana si microalgala. Metoda este rapida si eficienta si
are la bazd cateva etape succesive: prepararea probelor de microorganisme de diferita
concentratie (cel putin 10 probe Tn 3-5 repetari); inregistrarea absorbantei pentru fiecare proba
(in 3-5 repetari), lungimea de unda este specifica pentru fiecare cultura in parte; separarea
biomasei din fiecare proba de lichidul cultural; demineralizarea biomasei din fiecare proba;
uscarea probelor de biomasa la 105+2°C timp de o ora; inregistrarea greutatii (masa) probelor;
determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native in biomasa absolut uscata in baza
corelarilor dintre valorile absorbantei si datele gravimetrice.

Tn testele biochimice si in procedurile de manipulare tehnologica se utilizeaza biomasa
nativa, care se aduce la o anumita concentratie, numita standard (uzual in mg/ml). Etapele de
standardizare a biomasei dupd concentratie sunt urmatoarele: 1) Masurarea volumului si
absorbantei suspensiei de microorganisme; 2) Colectarea si standardizarea dupa concentratie a
biomasei. Unele teste biochimice presupun pretratarea biomasei de microalge si cianobacterii Tn

scopul asigurarii distrugerii peretelui celular si sporirea accesibilitatii continutului din masa celulara.

H H

Se aplica tehnica congelarii/decongelarii repetate.

2.3.2. Determinarea continutului de proteine

Continutul de proteine In biomasa pretratatd a fost determinat cu aplicarea metodei
spectrofotometrice, ce constituie o adaptare a metodei Lowry [101, 272, 416]. La baza metodei
stau doua reactii cu implicarea ionilor bivalenti si monovalenti ai Cu. in cadrul primei reactii, in
mediu alcalin, ionii bivalenti Cu®* se cupleazi la legiturile peptidice, fiind supusi reducerii la
Cu®. Produsul rezultat, cromofor biuret, este stabilizat prin adiugarea de tartrat. A doua reactie
consta in reducerea reactivului Folin - Ciocalteu de catre complexul cuprului redus (obtinut in
prima reactie) cu legdturi amidice, precum si cu reziduuri de aminoacizi tirozina si triptofanul.
Ionii de cupru monovalenti reactioneaza cu reagentul Folin — Ciocalteu, care constituie un
amestec de acid fosfomolibdenic cu fenol. In rezultatul reactiei se formeaza un produs instabil,
care trece in albastru de molibden cu o absorbantd maximald la 750 nm. Reactivul Folin -
Ciocalteu in forma redusa are o culoare albastra (violet), care este detectat spectrofotometric.
Conform intensitatii culorii solutiei, se determina concentratia proteinelor. Sensibilitatea metodei
este de 2 pg/ml. Limitele concentratiilor determinate sunt de la 5 la 500 pg/ml. Cresterea
absorbantei amestecului reactant la 750 nm este proportionald cu concentratia de proteine in

proba analizata.
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Determinarea proteinelor in biomasa microalgelor si cianobacteriilor este precedata de
extragerea proteinelor cu NaOH 0,1N. Calculul continutului cantitativ de proteine in probe se

realizeaza in baza curbei de calibrare construite pentru albumina.

2.3.3. Determinarea continutului de carbohidrati

Continutul de glucide in biomasa microalgelor si cianobacteriilor a fost determinat cu
aplicarea reagentului antron (9(10H)-antracenona, C14H100). Metoda are la baza descompunerea
carbohidratilor in monozaharide intr-un mediu puternic acid, urmata de deshidratarea lor si
formarea de hidroximetilfurfural, care produce in reactia cu reagentul antron un compus complex
verde — albastrui [125, 332]. Dependenta corelationald a intensitatii culorii de continutul de
glucide din proba analizatd a fost determinata in intervalul concentratiei de monozaharide 0,02 -
0,10 mg/ml. Continutul cantitativ de glucide n probe se realizeaza in baza curbei de calibrare

construite pentru glucoza.

2.3.4. Determinarea cantitativa a lipidelor

Metoda spectrofotometricd de determinare a lipidelor prevede utilizarea reagentului
fosfovanilinic in calitate de alternativd atractivd pentru cuantificarea lipidelor si este inalt
apreciata de catre cercetatori datorita simplitatii ei. Pentru biomasa algala, metoda data se aplica
tot mai frecvent, inlocuind metoda gravimetrica Folch. Avantajul metodei consta in rapiditatea
efectuarii, posibilitatea testelor repetate, sensibilitatea inalta, adaptarea materialul biologic
utilizat. Metoda este utilizata frecvent in cercetarile ficologice [16, 335, 368].

La baza acestei metode se afla reactia de culoare determinatd de produsele degradarii
lipidelor Tn urma hidrolizei lor acide. Realizarea metodei presupune etapele: extragerea lipidelor
dintr-o cantitate determinatd de biomasd cu un volum de amestec organic extractant
(cloroform/etanol); evaporarea solventului din extractul lipidic obtinut; hidroliza reziduului
lipidic cu acid sulfuric pe baia de api la temperatura 90°C; interactiunea hidrolizatului cu
reagentul fosfo-vanilinic; Tnregistrarea absorbantei probelor. Calculul cantitativ al continutului

de lipide in biomasa se realizeaza in baza curbei de calibrare construite pentru acid oleic.

2.3.5. Determinarea continutului de ficobiliproteine

Continutul de ficobiliproteine a fost determinat prin metoda spectrofotometrica care are
la baza inregistrarea valorilor absorbantei, specifice pentru extractul hidric de C - ficocianina la
lungimea de unda de 620 nm (610 - 620 nm); pentru extractul hidric de aloficocianina - la 650
nm (650 - 655 nm) si pentru extractul hidric de R - ficoeritrind - la 562 nm (540 - 570 nm).

Calculul continutului cantitativ de ficobiliproteine a fost efectuat in baza ecuatiilor [16, 208].
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2.3.6. Determinarea p-carotenului si clorofilei
Metoda spectrofotometrica are la baza determinarea valorilor maximale ale absorbantei,
specifice pentru extractul etanolic de pigmenti (clorofila, caroten) cu calculul cantitativ in baza

formulelor [427] si cu aplicarea coeficientului de extinctie [361] sau in baza curbei de calibrare.

2.3.7. Determinarea continutului de fenoli

Metoda spectrofotometrica Folin-Ciocalteu are la baza transferul de electroni produs in
mediul alcalin cu reducerea complexului acid fosfomolibdenic/fosfovolframic. Rezultatele au
fost evaluate in baza curbei de calibrare construite pentru acid galic. Continutul fenolilor se

exprima Tn mg echivalent acid galic la ml extract sau mg(g) biomasa [414].

2.3.8. Determinarea activititii antioxidante

Reducerea radicalului ABTS*. Activitatea antioxidanta a fost determinata prin aplicarea
radicalului non biologic ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid). Metoda
are la baza principiul de reducere a radicalului de catre substantele cu activitate antioxidanta prin
mecanismul donor de electroni si de hidrogen, si ofera un raspuns pozitiv in acea masura, in care
in extractele examinate sunt prezente substante cu asemenea proprietati. Metoda este unificata
pentru diferite tipuri de compusi dupa valoarea absorbantei reagentului (ABTS radical) si durata
reactiei de reducere (6 min). Valoarea activitatii antioxidante a fost exprimatd n % inhibitie

ABTS [280, 357, 368, 456].

Reducerea radicalului DPPH

Metoda de determinare a activitatii antioxidante cu aplicarea radicalului DPPH (1,1
difenil-2-picril hidrazil) este un test rapid, simplu, precis si ieftin pentru a evalua capacitatea
diferitor compusi de a actiona in calitate de captatori ai radicalilor liberi sau donatori de
hidrogen [68, 456]. Metoda DPPH este descrisi ca metoda antioxidantd, fiind simpla si
convenabild care nu depinde de polaritatea probelor. in scopul adaptirii metodei date la
continutul de antioxidanti (in dependentd de cultura microalgald) au fost elaborate un sir de
variante care diferda dupa concentratia radicalului DPPH, solventul aplicat, continutul
amestecului reactant, durata reactiei de reducere a radicalului. Metoda DPPH' a fost unificata
pentru toate culturile in studiu: valoarea absorbantei de 0,660+0,05 la 515 nm si durata reactiei

de 30 min. Activitatea antioxidanta a fost exprimata in % inhibitie radical DPPH [16].
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Reducerea reagentului fosfo-molibdenic

Activitatea antioxidantd a probei se determind spectrofotometric, in baza reactiei de
oxido-reducere cu reducerea Mo(VI) in Mo(V) cu formarea complexului PO4s*/Mo(V) de
culoare verde si are la baza transferul de electroni produs in mediul acid [344]. Valoarea
activitatii antioxidante se exprimd in mg acid ascorbic/mg(g) biomasd. Calculul cantitativ s-a
efectuat Tn baza curbei de calibrare construite pentru acid ascorbic[16].

Determinarea capacitatii de reducere a radicalului oxidului nitric. Principiul metodei
constd in determinarea nivelului de producere a radicalului oxidului nitric generat de
nitroprusitul de sodiu. Oxidul nitric interactioneaza cu oxigenul si formeaza nitrifi care sunt
determinati spectrofotometric cu utilizarea reagentul Griess. Formarea cromoforului are loc in
rezultatul diazotizarii nitritului cu sulfanilamida si cuplarea lui cu naftiletilendiamina [136, 286].

Reducerea formarii radicalului oxidului nitric se exprima in % inhibitie NO" comparativ

cu control negativ.

2.3.9. Determinarea puterii de reducere a fierului

Metoda are la baza reducerea complexului ferocianurii ferice in ferocianura feroasa de
albastru de Berlin Fes(Fe(CN)s)3 [45, 326]. Hexacianoferatul de potasiu formeaza anionul stabil
[Fe(CN)s]* care poate detecta Fe(Il). Reducerea Fe(Ill) se produce de citre componentele
biomasei cianobacteriene si microalgale si forma redusd a fierului este detectatd de cationii
stabili de [Fe(CN)s]3" cu formarea complexului Fe*[Fe(CN)e]. de culoare verde-albastra.
Evaluarea puterii de reducere a fierului a fost efectuata in baza curbei de calibrare pentru acid
ascorbic. Puterea de reducere poate fi exprimata in valori relative (absorbanta) sau in echivalent

acid ascorbic in pg(mg)/g(mg) biomasa.

2.3.10. Determinarea produselor oxidarii lipidelor

Produsele degradarii oxidative a lipidelor Tn biomasa cianobacteriand si microalgala au
fost determinate prin calculul continutului de dialdehida malonica (DAM) in baza substantelor
reactive ale acidului tiobarbituric (TBA). Rezultatele testului continutului de DAM sunt anuntate
cu specificarea timpului de incubare si a lungimii de unda pentru produsele nespecifice colorate
[40, 202, 368].

Metodele de determinare a statutului oxidativ al biomasei demonstreaza, in mod indirect,
deplasarea statutului redox in favoarea proceselor de reducere sau a proceselor de oxidare cu
acumularea radicalilor liberi care induc oxidarea lipidelor. Tn cazul biomasei cianobacteriilor si

microalgelor, culoarea produselor nespecifice (ficobiliproteinele) se exclude prin inregistrarea
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absorbantei la 600 nm. Pentru compararea valorilor DAM a probelor poate fi aplicata valoarea
absorbantei [16].
Continutul cantitativ de dialdehidd malonica in probe se calculeaza cu utilizarea

coeficientului de extinctie a produsului complexului MDA-TBA.

2.3.11. Determinarea activitatii superoxiddismutazei

Activitatea  superoxiddismutazei (SOD) a fost determinatd prin metoda
spectrofotometrica, principiul careia constd in inhibarea reactiei de reducere a tetrazoliului
nitroblue (NBT) de catre superoxidul generat in reactii enzimatice. Metoda include cateva etape
care prevad generarea radicalilor superoxid in baza sistemului xantind-xantin oxidaza (XOD).
Acesta din urma reactioneaza cu NBT formand formazanul. Superoxiddismutaza inhiba aceasta
reactie, iar activitatea enzimei se masoara dupd gradul de inhibare prin Tinregistrarea
absorbantelor. O unitate de activitate SOD a fost definita ca cantitatea corectatd de enzima (in
raport cu controlul negativ) necesara pentru o inhibitie de 50% a reducerii de NBT in

comparatie cu controlul pozitiv [214].

2.3.12. Determinarea activitatii peroxidazei
Metoda are la baza evaluarea cantitativa a ratei la care enzima catalizeaza reactia de
oxidare a substratului in prezenta peroxidului de hidrogen. In calitate de substrat a fost aplicat

reagentul 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonic acid) [367].

2.3.13. Determinarea activitatii catalazei

Metoda spectrofotometricd de determinare a activitdtii catalazei se bazeazd pe
identificarea peroxidului de hidrogen nedescompus in rezultatul interactiunii Iui cu probele cu
activitate enzimatic specifica. In calitate de substrat se aplica amestecul peroxidului de hidrogen
cu solutie tampon fosfat. Descompunerea peroxidului de hidrogen este stopata de molibdatul de

amoniu [194].

2.3.14. Microscopia electronica

Microscopia electronica cu transmisie (TEM)

Morfologia celulelor cianobacteriene a fost caracterizata prin microscopie electronica de
transmisie folosind un microscop JEM-1400 (Jeol, Japonia din dotarea JINR Dubna) la o
tensiune de accelerare de 100 kW. Pentru analiza TEM, probele au fost fixate folosind 1% -

dialdehida glutarica in tamponul corespunzator la 4°C timp de 12 ore, apoi cu 1% OsOg4 timp de
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1 ora. Ulterior probele au fost deshidratate folosind etanol (concentratie 30-96%) si apoi cu
acetond. Probele fixate au fost Incorporate in rasina Epon. Sectiuni ultrasubtiri seriale au fost

obtinute pe ultramicrotomul LKB III (LKB, Suedia).

Microscopia electronica cu scanare (SEM)

Principiul microscopiei SEM (Scanning Electron Microscopy) se bazeaza pe utilizarea
unui fascicul de electroni in locul luminii pentru a obtine imagini de inaltd rezolutie ale
suprafetelor unor obiecte. Acest tip de microscopie permite obtinerea de imagini tridimensionale
si detaliate ale structurilor de suprafata ale diferitelor tipuri de mostre.

Microscopia electronica cu scanare (SEM) a fost realizata folosind Quanta 3D FEG (FEI,
Hillsboro, OR, SUA din dotarea JINR Dubna). Caracteristicile de functionare ale microscopului

folosit in experimente au fost urmatoarele: marire de 5000-150,000x, tensiune de 1-30 kV.

2.3.15. Analiza de activare cu neutroni

Continutul de elemente acumulate de biomasa cianobacteriilor si microalgelor a fost
determinat prin analiza instrumentala de activare a neutronilor (AAN) la instalatia REGATA a
reactorului IBR-2 (din dotarea IUCN Dubna). Procedura de iradiere a probelor biologice a fost
realizatd In conformitate cu protocoalele stabilite de institutie. Pentru a determina continutul
elemental al biomasei, probele au fost impachetate in cupe de aluminiu si iradiate timp de 3 zile

2 s~ 1, reambalate si masurate de doua ori folosind

la un flux de neutroni de 1,2x10' n cm~
detectoare de germaniu HP dupa 4 si, respectiv, 20 de zile de degradare. Continutul fiecarui
element a fost determinat in baza benzilor y cu energie specificd izotopilor respectivi.
Prelucrarea datelor AAN a fost efectuata folosind software-ul Genie 2000 si concentratiile
elementelor au fost calculate aplicand o metoda relativa, folosind software-ul dezvoltat de Frank

Laboratory of Neutron Physics, JINR.

2.3.16. Nivelul relativ de expresie a genelor asociate cu stresul

ARN total a fost extras din sedimentul celular obtinut la centrifugarea a 25 ml de cultura
de Arthrospira platensis, in trei repetari pentru fiecare varianta experimentala utilizand reactivul
TRIzol™ (Invitrogen™, USA). Procedura se realizeazd in conformitate cu protocolul
producatorului. Integritatea ARN izolat a fost evaluata utilizind QIlAxcel Advanced system
(Qiagen, Germany). ADNc a fost obtinut utilizand chitul Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-gPCR, cu dsDNase (Thermo Scientific™, USA). Etapele procesului au fost realizate
in conformitate cu instructiunile producatorului. RT-gPCR a fost realizat utilizdnd iTaq

Universal SYBR Green Supermix (BioRad, USA) in sistemul de detectic CFX96 Touch Real-
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Time PCR (BioRad, USA) aplicand primerii pentru urmatoarele gene: FeSOD, GOGAT, hsp90,
rbcL, POD, per, fur si 16S rARN (in calitate de gena de referintd) (Tabelul 2.1.). Nivelul relativ

de expresie a genelor selectate a fost analizat aplicand metoda AACt.

Tabelul 2.1. Lista primerilor utilizati pentru studiul expresiei relative

a genelor asociate cu stresul

Gena Primeri
rbcL CCTGTTGCTTCCGGTGGTAT
CACACGGTTAGCAGTTGCAC
GOGAT TCCTCCTCTTCCTGACCTGG
CCGCCAGCGGAATATCATCT
FeSOD GAAGTGCCTCAAGCCCAATG
GCCCAACCACTACCGAACTG
hsp90 CAATTACACCCCGCAAAGGC
CCAAGAAGAACCCCTGCTGT
Pod CCGGATCTTTGAGGGAGGGA
TTGCGGGTGATTGACTCCTT
Per TTTTGGCGGATACCGATGGC
ATCCTGAGCGTGGGTAGAGG
Fur AATATCTGCGATCGCTTTACACTG,
CGGTATCTTCTCAGGCGACG
16S rRNA CGTAAACCTCTCCTCAGTTCAG
GAACGGATTCACCGCAGTAT

2.3.17. Analiza statisticd a rezultatelor
Toate experientele au fost realizate in trei repetari. Pentru fiecare repetare si parametru au
fost realizate trei masuratori paralele. Datele sunt prezentate ca mediatdeviatia standard.
Diferenta dintre variantele experimentale si martor au fost apreciate in baza rezultatelor analizei
variationale (one-way ANOVA). Pentru calcularea nivelului de semnificatie a diferentelor dintre
variante a fost aplicat T-testul. Pentru analiza corelationala a fost aplicat Excel si SPSS Statistics

26 (analiza semnificatiei statistice a corelatiilor).

2.4.  Concluzii la capitolul 2

In scopul realizarii acestei lucriri au fost selectate obiecte de studiu si metode care

satisfac urmatoarelor criterii:

Pentru tulpinile ficologice:

e Sa posede valoare biotehnologica: caracterizate prin continut pretios; solicitate la nivel
mondial si local; studiate din punct de vedere fundamental si aplicativ; disponibile in colectii

locale si internationale.
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e Sa posede flexibilitate Tn cadrul fluxurilor tehnologice: sa suporte anumite deviatii de la
parametrii optimi de cultivare; sa ofere raspunsuri clare la manipulari biotehnologice.
e S3 existe producere locald/zonald in scopul transferului de elaborari tehnologice realizate n

laborator.

Pentru metodele de studiu la nivel de flux tehnologic:
e Sa fie adecvate scopului si sarcinilor trasate;
e S3 fie recunoscute de catre comunitatea academica din domeniu;
e Sa fie simple, precise, reproductibile, cost eficiente, usor de aplicat in conditii tehnologice in

calitate de metode de asigurare a controlului de calitate.

Pentru metodele de studiu la nivel de identificare a unor mecanisme si reactii de raspuns
specifice:
e Sa fie selectate Tn baza unei argumentari stiintifice riguroase;
e Sa corespunda nivelului actual international in domeniu,
e Si fie aprobate de comunitatea academica prin publicatii in reviste stiintifice indexate n
principalele baze de date internationale (in special WoS si Scopus);

e Sa corespunda standardelor metodologice ale domeniului de cercetare.

Publicarea rezultatelor obtinute in cadrul cercetarilor la tema tezei in editii de valoare
stiintifica, obtinerea de brevete de inventii, aprecierea inovatiilor la expozitii si saloane de

inventica si creativitate, confirma alegerea corecta a obiectelor si metodelor de cercetare.
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3. DINAMICA MODIFICARILOR ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A BIOMASEI
CULTURILOR FICOLOGICE PE DURATA CICLULUI DE CRESTERE iN CONDITII
OPTIME

Culturile de cianobacterii si microalge se dezvoltd in sisteme inchise In conformitate cu
legitatile generale comune pentru microorganisme, fiind prezente toate fazele de crestere: faza
de latentd, faza de accelerare a cresterii, faza cresterii exponentiale, faza de Incetinire a cresterii,
faza stationard si faza de declin. In dependenti de specia studiati, conditiile fizico-chimice
aplicate la cultivare, prezenta unor substante cu efect stimulator sau inhibitor, interventii
biotehnologice de diferita natura, se poate modifica atat durata totald a unui ciclu tehnologic, cat
si durata individuala a fiecarei faze si/sau raportul dintre acestea. Fiecare dintre fazele ciclului se
derularea fiziologica a proceselor vitale in scopul obtinerii efectelor dorite Th cadrul tehnologiilor
de cultivare. Din punct de vedere biotehnologic, faza cresterii exponentiale si faza stationara sunt
foarte semnificative, deoarece anume la aceste douad etape cel mai des are loc colectarea de
biomasi. In acelasi timp, faza de latentd este una cruciald din punct de vedere al succesului
implementarii modificarilor In procesul tehnologic, culturile fiind deosebit de vulnerabile la
etapa data, iar raspunsurile generate fiind rapide, profund specifice si cu repercusiuni in
dezvoltarea ulterioara a acestora. Astfel, in scopul elaborarii unor tehnologii ficologice bazate pe
elemente inovative de sintezd dirijatd a elementelor de interes este important de a cunoaste
particularitatile de dezvoltare a culturilor de cianobacterii si microalge in conditii cat mai
apropiate de optimul lor specific.

In marea majoritate a publicatiilor din domeniu, parametrul studiat pe durata ciclurilor de
crestere este cantitatea de biomasa [42, 174, 477]. In acelasi timp, alti parametri biochimici, de
asemenea, se modifica pe durata cultivarii culturilor ficologice. De exemplu, dacd cantitatea de
proteine totale Tn biomasa este un parametru relativ constant, atunci cantitatea de lipide si glucide
acumulate, precum si cantitatea, dar si raportul pigmentilor variaza semnificativ in dependenta
de faza de dezvoltare [2, 5,13, 14, 21]. De asemenea, pe durata ciclului de crestere se modifica
semnificativ atat activitatea antioxidanta totald, cat si activitatea diferitor tipuri de extracte
obtinute din biomasa cianobacteriilor si microalgelor de interes biotehnologic. In anumite
conditii s-a stabilit ca activitatea antioxidanta a biomasei de cianobacterii si microalge coreleaza
cu componenta biochimica a acesteia, in special cu continutul unor fractii specifice, cum ar fi
pigmentii carotenoizi, ficobiliproteinele, proteinele hidrosolubile s.a. [13, 14, 28].
Particularitatile mentionate pot servi drept predictii pentru stabilirea duratei ciclurilor

tehnologice in dependenta de produsul care urmeaza a fi obtinut. Din aceste motive ne-am trasat
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drept scop evidentierea unor particularitati ale modificarilor tipice ale activitatii antioxidante a
culturilor de interes ficobiotehnologic pe durata unui ciclu de crestere in sistem inchis al culturii
discontinue. Cele mai des aplicate metode de determinare a activitatii antiradicalice sunt cele
bazate pe aplicarea radicalilor nonbiologici, in special DPPH" si ABTS™". Reducerea radicalului
DPPH" are loc in baza mecanismului transferului de hidrogen (H°), iar reducerea radicalului
cation ABTS™ - In baza mecanismului transferului de electroni (7). Aceste doud metode n
calitate de prima masurare, care permit a evidentia activitatea antiradicalica nespecifica, iar
rezultatele obtinute prin aplicarea lor sunt un prim indicator al prezentei componentelor cu
proprietati antioxidante in biomasd. Un alt test care permite monitorizarea capacitatii
antioxidante a substraturilor biologice este testul de determinare a capacitatii de reducere a
reagentului fosfo-molibdenic (CRFM), care permite evidentierea activitatii antioxidante a
componentelor lipofile ale biomasei. Capacitatea de a participa in reactii de oxidoreducere, care
asigura anihilarea radicalilor liberi poate fi, de asemenea, monitorizata prin aplicarea metodei de
determinare a puterii de reducere a ionilor de fier. In scopul aprecierii intensititii proceselor
oxidative in biomasa cianobacteriilor si microalgelor este utila monitorizarea produselor finale
ale degradarii macromoleculelor organice. Unul dintre markerii recunoscuti pentru aceste scopuri
este dialdehida malonica, care se determina prin aplicarea testului TBARS. Fiecare dintre testele
de determinare a activitatii antioxidante a biomasei microalgelor si cianobacteriilor are un
specific propriu de aplicare, de aceea au fost utilizate in dependenta de scopul monitorizarii,
cultura ficologica si tipul de substrat cercetat. Rezultatele obtinute Th procesul de monitorizare a
culturilor de Nostoc linckia, Arthrospira platensis, Porphyridium cruentum si Haematococcus
pluvialis pe durata unui ciclu de cultivare in conditii optime pentru fiecare dintre ele sunt

prezentate n acest capitol.

3.1. Ciclurile de crestere ale culturilor ficologice in conditii optime ale sistemelor
inchise

In Figura 3.1. este prezentati acumularea de biomasd Tn cazul celor patru culturi
ficologice studiate pe durata unui ciclu de crestere in conditii de sistem inchis si conditii
optimale, descrise pentru fiecare dintre ele in capitolul 2. Durata unui ciclu (examinat pana la
intrarea culturilor in faza stationard) difera de la o cultura la alta si este intre 10 si 18 zile. De
mentionat ca pentru culturile ficologice, care se caracterizeaza printr-o ratd de crestere mult mai
redusd comparativ cu alte culturi microbiene, poate dura de la 10 la 30 de zile si chiar mai mult,
in dependenta de particularitatile culturii si conditiile aplicate. Din punct de vedere tehnologic,

mentinerea culturii in fazd stationara o perioadda indelungatd in culturd discontinud este
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neargumentatd din punct de vedere economic, din care cauza in aceastd lucrare sunt analizate
ciclurile de crestere ale culturilor ficologice pana la intrarea acestora in faza stationara. Culturile
cianobacteriilor Nostoc linckia si Arthrospira platensis au fost studiate atdt in conditii de
laborator, cat si in conditii de producere industriald, iar culturile microalgelor Porphyridium

cruentum si Haematococcus pluvialis — doar in conditii de laborator.
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Fig. 3.1. Curbele de crestere ale culturilor ficologice in sistem inchis, in conditii optime: (a)
— Nostoc linckia; (b) — Arthrospira platensis; (c) — Porphyridium cruentum; (d) —

Haematococcus pluvialis

Ambele culturi cianobacteriene se manifestd diferit pe durata unui ciclu vital in conditii
de laborator si in conditii de producere. Cantitatea de biomasa acumulata in conditii industriale 0
depaseste pe cea acumulata in laborator atat in cazul cianobacteriei Nostoc linckia, cat si in cazul
Arthrospira platensis. Tn cazul culturii Nostoc linckia, faza lag este slab pronuntati in ambele
variante de crestere, iar faza de crestere exponentiala are o duratd mai mare cu doud zile n
conditii de producere. Ascensiunea curbei de crestere a nostocului pe aceasta portiune este mai
abruptd de asemenea in conditii industriale. Intrarea in faza stationard in conditii standard a
culturii de nostoc are loc in laborator la cea de-a 9-a zi de cultivare, iar in conditii industriale —n

cea de-a 11-a zi. Tn cazul nostocului, conditiile industriale prezinti avantaje evidente, oferind o
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cantitate semnificativ mai mare de biomasa la finalul ciclului de cultivare, sporul fiind de
aproximativ 50% comparativ cu varianta cresterii in conditii de laborator.

Tn cazul culturii de Arthrospira platensis in conditii de laborator, faza lag dureazi doui
zile, fiind prezenta si faza de moarte initiala a culturii, iar faza exponentiald are o duratd mai
lunga comparativ cu conditiile de producere. Astfel, in laborator pe mediu standard si in conditii
optime faza stationara se instaleaza la cea de-a 10-a zi de cultivare, in timp ce in conditii de
producere industriald — la cea de-a 9-a zi. Ca si in cazul nostocului, cantitatea de spirulina
obtinutd in cadrul unui ciclu de cultivare in conditii de producere este mai mare comparativ cu
cea obtinutd in conditii de laborator, dar diferenta este mai micd in acest caz si constituie
aproximativ 15%.

Culturile celor doua microalge prezinta o curbd de crestere clasicd in conditii de sistem
inchis cu o durata de 14 zile pentru Porphyridium cruentum si de 18 zile pentru Haematococcus
pluvialis. Cultura de Porphyridium cruentum se caracterizeaza printr-o adaptare rapida la
conditiile noi, faza lag fiind scurtd cu o durata de 2 zile, dupa care urmeaza faza cresterii
exponentiale caracterizatd prin ascensiune bruscd a cantitatii de biomasd acumulatd. Faza de
incetinire a cresterii in cazul porfiridiumului este bine pronuntata si are o durata de 3 zile, dupa
care se instaleaza faza stationara, care poate sa se mentina o perioada de timp destul de lunga de
peste 20 de zile.

Cultura de Haematococcus pluvialis are cel mai lung ciclu de crestere, fiind si unica
culturd pleiomorfa dintre cele studiate in aceasta lucrare. Inocularea se face pornind de la faza de
cisti rosii, care germineaza rapid in mediul nutritiv proaspat, iar din cea de-a doua zi Tncepe
acumularea activa a biomasei in forma de celule mobile verzi. Cresterea exponentiald a culturii
in sistem inchis dureazd pana la ziua a 10-a inclusiv, dupa care incepe o faza de incetinire a
cresterii care este caracterizatd, de rand cu evenimentele specifice acestei faze, si de trecerea
culturii de hematococ in forma de cisti bruni.

Parcurgerea diferitor faze este astfel o caracteristica specifica pentru fiecare culturd
analizatd si urmeaza un pattern de specie care, de rand cu cresterea cantititii de biomasa, se
caracterizeaza si prin particularititi biochimice. Componenta biochimica a biomasei culturilor
ficologice la fiecare etapa a ciclului de viata reflecta starea fiziologica a celulelor de microalge si
cianobacterii. Este cunoscut faptul cd caracteristicile de specie sunt pronuntate in special pe
durata fazei de crestere exponentiald. Pe durata acestei faze au loc cele mai intense procese
metabolice, care asigura cresterea in ritm alert al numarului de celule in cultura. Faza stationara a
ciclului de crestere a culturilor se caracterizeaza printr-o incetinire simtitoare a proceselor

metabolice si prin acumularea compusilor de rezerva in celula. Este evident cd toate aceste
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fenomene se reflecta si in capacitatea antioxidanta a biomasei cianobacteriilor si microalgelor,
care oscileaza pe durata ciclului vital, astfel, incat sa asigure derularea normala a proceselor
vitale. In compartimentele ce urmeaza vor fi analizate modificarile activititii antioxidante a

biomasei culturilor cercetate pe durata unui ciclu de crestere in sistem Tnchis.

3.2. Activitatea antioxidanta a biomasei de Nostoc linckia CNMN-CB-03 pe durata
ciclului vital

Biomasa de Nostoc linckia se caracterizeazd prin componenta biochimica foarte
complexa, componentele antioxidante fiind reprezentate de proteine, printre care sunt si enzimele
antioxidante; pigmenti, vitamine, minerale. Nici unul din grupurile de substante cu proprietati
antioxidante nu este determinant pentru capacitatea antioxidanta totald a biomasei, fiecare avand
rolul sau specific in procesele de prevenire a formarii radicalilor liberi si speciilor reactive si Tn
inhibitia lor. In cadrul proceselor biotehnologie este important de a atinge un echilibru intre
producerea de biomasa si componenta biochimica a acesteia, inclusiv activitatea ei antioxidanta
totala. In continuare vor fi prezentate valorile activititii antioxidante a unor extracte din biomasa
de nostoc la diferite etape ale ciclului vital al culturii cianobacteriene. Rezultatele obtinute pentru
cultura crescutd in conditii de laborator prin aplicarea testelor de inhibitie a radicalilor

nonbiologici DPPH'" si ABTS™ in extractele hidrice si etanolice sunt prezentate in Figura 3.2.
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Fig. 3.2. Activitatea antiradicalica a fractiei hidrosolubile a biomasei de Nostoc linckia in

conditii de laborator (a) si in conditii de producere (b) pe durata ciclului vital

Prin aplicarea testului de inhibitie a radicalului DPPH" a fost stabilit ca pe durata ciclului
vital al cianobacteriei Nostoc linckia activitatea antiradicalica n extractele hidrice din biomasa
variaza intre 24 si 35 % inhibitie a radicalului nominalizat, in functie de faza ciclului vital.

Variatiile inregistrate reflecta necesitatile culturii de nostoc in componente capabile sa anihileze
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radicalii liberi formati, dar si raspunsul culturii la modificarile metabolice generate de procesele
de crestere si dezvoltare (Figura 3.2.a).

Valori Tnalte ale parametrului dat se inregistreaza la finalul primei zile a ciclului vital,
inhibitia radicalului DPPH" fiind de 34,1%. La fel, valori inalte au fost obtinute si pentru
perioada dintre ziua a patra si a saptea ale ciclului vital in sistem inchis, cand valorile testului
DPPH" au fost intre 30,5 si 35,1% inhibitie. Perioada respectiva corespunde fazei exponentiale
de crestere a nostocului, care este caracterizatd prin activitatea biosintetica cea mai inaltd din
structura ciclului vital. La inocularea culturii pe mediu nutritiv standard complet valoarea testului
DPPH" a fost de 24,6 %, iar timp de 24 ore aceasta activitate a crescut cu aproape 10%, ceea ce
se explica prin activarea mecanismelor de adaptare metabolica la noile conditii ale mediului.
Faza de accelerare a cresterii (ziua a 3-a) este marcatd de o majorare a inhibitiei radicalului
DPPH’ de la 28,7 la 33,2 %, iar faza de incetinire a ritmului de crestere, care corespunde celei
de-a 8-a zi a ciclului vital, se caracterizeaza prin sciderea valorii testului DPPH" la 28,2 %. In
faza stationara, ncepand cu cea de a 10-a zi a ciclului vital, valorile testului DPPH" din nou cresc
si in ziua a 10-a constituie peste 32 % inhibitie DPPH'. Odata cu intrarea culturii de nostoc in
faza de declin activitatea antioxidantd a extractului hidric din biomasa de nostoc crescutd in
conditii de laborator din nou descreste, valorile testului fiind sub 25% inhibitie radical DPPH"
(Figura 3.2.a).

Astfel, putem confirma ca capacitatea de reducere a radicalilor In baza mecanismului
transferului de protoni se modifica odata cu trecerea culturii dintr-o faza a ciclului de crestere in
alta: faza lag - primele 24 ore de la inoculare; trecerea din faza de accelerare a cresterii la cea de
crestere exponentiald; trecerea din faza de crestere exponentiald la faza stationara. Valoarea
minimala a testului DPPH a fost inregistrata in faza de declin a culturii, iar valorile maximale ale
activitatii antiradicalice determinatd prin aplicarea testului DPPH corespund intervalelor
temporale n care cultura trece de la o conditie fiziologica la alta.

Capacitatea finaltd de reducere a radicalului cation ABTS™ reflectd activitatea
antiradicalica a componentelor antioxidante, care actioneazd in baza mecanismului transferului
de electroni. Valorile obtinute pentru componentele hidrosolubile ale biomasei de nostoc
crescutd in conditii de laborator aratd ca aceste componente predomind in cultura respectiva, pe
intreaga durata a ciclului vital (Figura 3.2. a). Activitatea antiradicalica a extractelor hidrice din
biomasa de nostoc in primele doua zile ale ciclului vital in raport cu radicalul ABTS™ a fost de
65 - 66 % inhibitie. Odata cu intrarea culturii in faza accelerarii cresterii se observa o scadere a
nivelului de inhibitie a radicalului pana la 59%, ceea ce este egal cu valoarea testului ABTS™

caracteristica pentru faza de latentd, cand cultura se adapteaza la noile conditii. Pe durata fazei de
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crestere exponentiala activitatea antioxidanta a extractului hidric din biomasa de nostoc crescuta
in conditii de laborator creste si atinge valoarea de 74% inhibitie ABTS™.

Majorarea capacitatii de inhibitie a radicalului ABTS™ se produce pe durata fazei de
crestere exponentiald care se caracterizeaza si prin activitate vitala maximala a culturii. Dupa
cum am mentionat in capitolul 1, procesul de fotosintezad si cel de respiratie sunt principalele
procese care in conditii normale genereaza specii reactive ale oxigenului, ceea ce solicitd
accelerarea proceselor de formare a antioxidantilor, care sunt destinati mentinerii echilibrului
redox in culturd. Pe durata fazei stationare, activitatea antiradicalica a componentelor
hidrosolubile a biomasei de nostoc crescuta in conditii de laborator se mentine la nivelul intre 65
si 70% inhibitie a radicalului cation ABTS™ (Figura 3.2.a).

Testele DPPH si ABTS au fost aplicate si in cazul extractelor hidrice din biomasa de
Nostoc linckia crescuta in conditii de producere industriala, iar rezultatele pot fi urmarite pe
Figura 3.2.b. Se observa pastrarea vectorului de modificare a valorilor testelor realizate ca si in
cazul conditiilor de laborator, de asemenea, se evidentiaza aceleasi puncte critice. Valorile
activitatii antioxidante a extractelor hidrice din biomasa de nostoc crescuta in conditii de
laborator sunt foarte apropiate de cele caracteristice extractelor din biomasa crescutd in
producere. Componentele liposolubile ale biomasei de nostoc au un aport substantial in
asigurarea echilibrului proceselor de oxido-reducere in celulele cianobacteriilor si microalgelor.
Pentru a urmari evolutia activitatii antioxidante asigurata de componentele liposolubile, din
biomasa de nostoc s-au obtinut extracte etanolice, pentru care s-au facut aceleasi teste ca si in

cazul extractelor hidrice. Rezultatele obtinute sunt prezentate n Figura 3.3.
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Fig. 3.3. Activitatea antiradicalica a componentelor liposolubile din biomasa de Nostoc

linckia in conditii de laborator (a) si in conditii de producere (b) pe durata ciclului vital.
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Extractele etanolice din biomasa de nostoc se caracterizeaza prin valori mai mici ale
testelor DPPH s1 ABTS atit in cazul cresterii culturii in conditii de laborator, cat si in cazul
conditiilor industriale. O alta particularitate a acestui tip de extracte consta in faptul ca activitatea
lor antioxidantd in raport cu radicalii ABTS™ si DPPH" pe durata ciclului vital este destul de
stabild, cu exceptia unui salt evident care se observa in faza de latenta. De asemenea, In conditii
de laborator testul ABTS evidentiazd clar faza de declin printr-o scadere semnificativd a
capacitatii de inhibitie a radicalului ABTS™ comparativ cu ziua a 10-a a ciclului.

In conditii de producere, ca si in cele de laborator, se observa o deplasare a valorilor
activitatii antiradicalice de la valorile medii pe ciclu in faza de latentd, dupd care ambele teste
inregistreaza valori apropiate, dar mai joase decat in cazul componentelor hidrosolubile ale
biomasei (Figura 3.3.b). Ca si in cazul componentelor hidrosolubile, mentinerea parametrilor
antiradicalici a extractelor etanolice la un nivel constant in fazele de crestere exponentiala si
stationara de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia in producere este utila pentru obtinerea
unei biomase calitative.

Activitatea antioxidantd a componentelor lipofile ale biomasei de nostoc a fost
monitorizatd, de asemenea, aplicand testul capacitatii de reducere a reagentului fosfo-molibdenic
(CRFM). Rezultatele obtinute pentru cultura de nostoc crescuta in conditii de laborator si de

producere sunt prezentate in Figura 3.4
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Fig. 3.4. Capacitatea de reducere a reagentului fosfo-molibdenic a componentelor
liposolubile din biomasa de Nostoc linckia Tn conditii de laborator (a) si de producere (b) pe

parcursul ciclului de cultivare

In conditii de laborator, CRFM a extractului etanolic este minimal in primele doui zile
ale ciclului vital, dupa care, incepand cu ziua a 3-a de cultivare, acest parametru creste si se
mentine la valori de peste 50 mg echivalent al acidului ascorbic per gram de biomasa. Valoarea

maximald de aproximativ 80 mg echivalent al acidului ascorbic per gram de biomasda se
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inregistreaza in ziua a 4-a a ciclului vital, dupa care urmeaza o reducere a CRFM timp de doua
zile, urmate de o stabilizare a valorilor testului. Ultima zi de crestere a culturii de nostoc in
conditii de laborator, care corespunde perioadei de declin, se asociaza iar cu o reducere a valorii
CRFM de aproape 3 ori fata de ziua precedenta (Figura 3.4.a).

Vectorul modificarilor valorilor testului CRFM 1in conditii de crestere industriald a
nostocului este acelasi ca si in conditii de laborator. Deosebirile de baza se refera la fenomenele
din ziua a 4-a si a 12-a a ciclului vital. Astfel, valoarea CRFM a extractului etanolic in ziua a 4-a
in conditii de producere este semnificativ mai mare comparativ cu faza anterioard (de latentd),
dar nu se deosebeste de valorile obtinute in zilele urmatoare. De asemenea, 1n ziua a 12-3, in
conditii de producere, faza de declin nu se manifesta nici din punct de vedere al cantitatii de
biomasa (subcapitolul 3.1.) si nici conform rezultatelor testului CRFM (Figura 3.4.b).

Siguranta biomasei ficologice poate fi apreciata in baza markerilor stresului oxidativ,
dintre care a fost selectat testul TBARS — testul de determinare a produselor finale ale
peroxidarii lipidelor. Prin intermediul acestui test a fost determinatd cantitatea de dialdehida
malonica in biomasa de nostoc crescutd in conditii de laborator si de producere. Rezultatele pot

fi urmarite n figura 3.5.
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Fig. 3.5. Cantitatea de dialdehida malonica in biomasa de Nostoc linckia in conditii de

laborator (a) si de producere (b) pe parcursul ciclului de cultivare

Valorile testului TBARS se incadreaza intre 9 si 16 UM dialdehidd malonicd per gram de
biomasi, atat in conditii de laborator, cat si in conditii de producere. In conditii de laborator,
cantitatile maxime de DAM se observa in faza de latenta si in a doua parte a fazei de crestere
exponentiala (Figura 3.5.a.), iar in conditii de producere — in faza de latentd, faza de accelerare a
cresterii si la inceputul fazei de crestere exponentiala (Figura 3.5.b.). Tn conditii industriale,

zilele 2-5 se caracterizeaza prin valori scazute ale nivelului markerului de stres, n timp ce in
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conditii de laborator doar jumatate din aceastd perioada se caracterizeaza prin valori minime de
DAM, si anume zilele 4 s1 5 de cultivare.

Tn zilele 6 si 7 ale ciclului vital, cantitatea DAM atat in conditii de laborator, cat si in
conditii industriale creste din nou si atinge un nou salt in ambele variante n cea de-a 7-a zi. Cu
toate ca vectorul modificarilor este acelasi, amplitudinea acestora este semnificativ mai mare in
conditii de laborator. Este important ca in conditii industriale cea de-a doua parte a fazei de
crestere exponentiald si inceputul fazei stationare se caracterizeaza prin fluctuatii minime si nivel
scazut al markerului de stres, cantitatea DAM variind nesemnificativ intre 11 si 12 pM/g
biomasa pana la finalul ciclului vital (Figura 3.5.b.).

Astfel, atat in conditii de laborator, cat si In conditii industriale optime biomasa de Nostoc
linckia se caracterizeaza prin activitate antioxidantd pronuntata, care variaza in dependenta de
faza ciclului vital, iar markerul stresului oxidativ - dialdehida malonica, este la un nivel scazut,
ceea ce confirma siguranta atit a biomasei obtinute, cat si a derivatelor care pot fi obtinute din
aceastd biomasa. In acelasi timp, monitorizarea modificarii cantititii DAM permite evidentierea
punctelor vulnerabile ale culturii pe durata unui ciclu de crestere, si anume perioada de latenta si
inceputul fazei de crestere exponentiala a culturii. Din punct de vedere tehnologic, aceste puncte

necesita control specific de calitate in scopul asigurarii unui produs calitativ si sigur.

3.3. Modificarea activititii antioxidante a biomasei de Arthrospira platensis pe
durata unui ciclu de cultivare

Tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11 este o tulpind cu proprietati biotehnologice
valoroase si cu o calitate superioard a biomasei produse. Aceasta tulpina este crescutd cu succes
in conditii industriale, de aceea experientele au fost efectuate in conditii de laborator si in
conditii de producere. Durata standard de cultivare a acestei culturi este de 10 zile, pe durata
carora a fost monitorizata capacitatea antioxidanta a biomasei. In aceste scopuri, de asemenea, ca
si in cazul culturii de nostoc, au fost selectate mai multe metode, printre care metoda de
determinare a puterii de reducere a ionilor de fier, metodele bazate pe determinarea capacitatii de
inhibare a radicalilor ABTS™ si DPPH". De asemenea, pe durata ciclului vital a fost monitorizata
cantitatea de dialdehida malonica in calitate de marker al peroxidarii lipidelor.

Figura 3.6 reflectd rezultatele obtinute in cadrul testului de determinare a puterii de
reducere a biomasei de spirulind pe durata ciclului vital in conditii de laborator si in conditii
industriale. In conditii optimale de cultivare in laborator, puterea de reducere a biomasei
oscileaza nesemnificativ pe durata ciclului vital — intre 4,50 si 6,06 mg echivalent acid ascorbic

per gram biomasa. Unica diferenta statistic semnificativa intre doua zile consecutive ale ciclului
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de crestere se atestd n faza de latentd, intre cultura de 24 si 48 ore (p<0.01). Oscilatiile ulterioare
ale puterii de reducere a fierului de catre biomasa de spirulind sunt minore si nesemnificative
statistic.

In conditii de producere, puterea de reducere a ionilor de fier a biomasei de spirulini este
mai mare cu pana la 80% comparativ cu spirulina crescuta in conditii de laborator. De asemenea,
oscilatiile acestui parametru pe durata ciclului de crestere a spirulinei sunt mai pronuntate si
semnificative statistic. Cultura de 24 ore crescuta in conditii industriale are 0 putere de reducere
a fierului trivalent de 1,8 ori mai mare decét cultura echivalenta crescuta in laborator, in timp ce
culturile de 48 ore practic nu se deosebesc intre ele. In conditii industriale de cultivare, in faza
cresterii exponentiale, puterea de reducere a biomasei de spirulind oscileaza cu un maxim
pronuntat in ziua a 6-a (11,2 mg echivalent acid ascorbic/g biomasa). in faza stationara, puterea
de reducere a spirulinei inregistreaza o crestere lenta continuad de la valoarea de 9,3 mg/g acid
ascorbic (ziua 7-a) pana la valoarea de 11,5 mg/g acid ascorbic, determinata in ziua a 10-a, cu 0

deosebire statistic veridica intre ziua a 7-a/ a 9-a, si a 7-a/ a 10-a (p<0,01 Tn ambele cazuri).
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Figura 3.6. Puterea de reducere a ionilor de fier (III) a biomasei de spirulini pe durata

ciclului vital in conditii de laborator si in conditii de producere industriala

Spirulina, ca si nostocul, manifesta comportament diferit in laborator si in conditii
industriale. Nivelul de activitate in conditii de producere este mai inalt comparativ cu conditiile
de laborator. A doua diferenta se observa in cea de-a doua zi a ciclului vital, care corespunde
fazei de accelerare a cresterii. In conditii de laborator are loc o crestere semnificativ a puterii de
reducere a biomasei comparativ cu ziua anterioard, iar in conditii de producere se observa
diminuarea cu aproximativ 30% a acestui parametru. Capacitatea antiradicalica a spirulinei a fost

apreciata in baza testelor ABTS si DPPH, care au fost aplicate pentru doua tipuri de extracte din
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biomasa — hidrice si etanolice. Rezultatele testului ABTS pentru cultura de spirulina crescuta in

conditii de laborator si in conditii industriale sunt prezentate n figura 3.7.
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Fig.3.7. Activitatea antiradicalica (testul ABTS) a extractelor hidrice si etanolice din

biomasa de spirulina pe durata ciclului vital in conditii de laborator (a) si de producere (b)

Activitatea antiradicalica a extractelor hidrice si etanolice fata de radicalul cation ABTS™
este foarte asemindtoare intre cele doud tipuri de extracte in ambele conditii de cultivare. Tn
conditii optimale de cultivare in laborator, extractele din cultura de 24 ore, aflata in faza de
latentd, se caracterizeaza prin activitate maximald, de aproximativ 27% inhibitie radical. Tn
urmatoarele 24 ore are loc o scadere pronuntatd (cu peste 20% fatd de ziua anterioard) a
activitatii antiradicalice ale ambelor tipuri de extracte in raport cu radicalul ABTS™. Activitatea
extractelor din biomasa de spirulina din ziua a treia a ciclului vital din nou creste semnificativ
comparativ cu ziua a doua, dar nu atinge valorile acesteia. Biomasa din ziua a patra se
caracterizeaza prin activitatea componentelor hidrosolubile si etanol-solubile la nivelul zilei
anterioare, dupa care urmeaza din nou o scadere a acestui parametru in ambele tipuri de extracte
din biomasa de spirulini. Tncepand cu ziua a 6-a a ciclului vital, activitatea antiradicalici a
extractului hidric din spirulind inregistreaza o crestere lentd continua cu valoarea maxima de
26,2 % inhibitie 1n ziua a 10-a, in timp ce activitatea extractului etanolic din biomasa de spirulina
colectata la ziua a 6-a de crestere este semnificativ mai mare comparativ cu ziua anterioara si se
mentine la valori similare pe toatd durata fazei stationare.

In conditii de producere, valorile testului ABTS pentru extractul etanolic sunt incadrate
intre 23 si 38% inhibitie radical, iar pentru extractul hidric — intre 34 si 46% inhibitie. Spre
deosebire de conditiile de laborator, in conditii de crestere industriald activitatea antiradicalica a
spirulinei la cea de-a doua zi, in faza de latentd si trecere la faza de accelerare a cresterii, se
atestd o crestere semnificativd a activitatii antiradicalice in raport cu radicalul ABTS™

comparativ cu ziua anterioard. In schimb, cu referire la urmatoarele doua zile ale ciclului vital
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putem spune ca in conditii de producere, ca si in cazul conditiilor de laborator, avem o activitate
antiradicalica maximala a ambelor tipuri de extracte din biomasa de spirulina. Pe durata fazei de
crestere exponentiala, activitatea antioxidanta a extractului etanolic tinde spre micsorare, iar in
faza stationard creste usor. Totodatd, activitatea extractului hidric din biomasa spirulinei
colectata Tn aceste intervale se modifica in sens opus comparativ cu extractul etanolic. Cu toate
aceste diferente, valorile testului ABTS pentru extractul etanolic din biomasa de spirulina
crescutd in conditii de laborator si in conditii industriale la finalul fazei de crestere exponentiala
si in faza stationara sunt foarte apropiate si se Incadreazd in limitele de 22-30% inhibitie radical
cation ABTS™. In schimb, activitatea antiradicalici a componentelor hidrosolubile din biomasa
de spirulina crescutd in conditii de producere, pe durata intervalului analizat mai sus, este mai
mare comparativ cu cea a extractului hidric din biomasa crescuta in laborator (35-42% inhibitie

in producere fata de 23-26% in laborator).

In scopul monitorizarii modificarii capacititii antiradicalice a extractelor din biomasa de
spirulind, realizatd in baza mecanismului transferului de protoni, acestea au fost testate si cu
aplicarea testului DPPH. Activitatea antiradicalica fata de radicalul DPPH" a extractelor hidrice si

etanolice din biomasa de spirulind in conditii de laborator si producere sunt prezentate in figura
3.8.
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Fig.3.8. Activitatea antiradicalica (testul DPPH) a extractelor hidrice si etanolice din

biomasa de spirulina pe durata ciclului vital in conditii de laborator (a) si de producere (b)

in conditii optimale de laborator, o activitate antiradicalica 1naltd a extractelor etanolice
din spirulini a fost observati la inceputul si la sfarsitul fazei cresterii exponentiale. in faza
cresterii exponentiale au fost inregistrate doud maxime ale activitdtii antioxidante a extractelor
etanolice n ziua 3 de cultivare si ziua 6 de cultivare (9,1 % inhibitie DPPH’). In faza stationara,
valorile activitatii antiradicalice a extractelor etanolice se mentin constante pand la finalul

cultivarii. Activitatea extractelor hidrice din biomasa de spirulina creste lent, dar continuu pe
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intreaga perioada de cultivare. Valoarea maximala a fost atestata in ziua a 7-a (22,9% inhibitie
DPPH"), in faza stationard, iar valorile minime — in primele 2 zile de cultivare (17,5 -17,8%
inhibitie) (Figura 3.8.a.).

In conditii de producere, activitatea antiradicalici a extractelor etanolic si hidric din
biomasa de spirulind este mult mai nalta. Astfel, In dependentd de varsta culturii, activitatea
extractului etanolic se incadreaza in limitele de 29 si 38% inhibitie radical DPPH" (comparativ
cu conditiile de laborator — 7,1 -9,1% inhibitie). La fel, valori mai mari ale testului DPPH au fost
inregistrate si in cazul extractului hidric, care in conditii industriale au fost de 25,2 -35,5%
inhibitie (fatd de 17,5 — 22,9% inhibitie). Activitatea antiradicalica a extractului hidric in conditii
de producere a fost stabild pe durata primelor 5 zile ale ciclului vital, dupa care in ziua a 6-a se
inregistreaza cea mai inaltd valoare a testului DPPH. In continuare, activitatea antiradicalica a
extractului hidric descreste pana in ziua a 10-a, cAnd avem cea mai mica valoare din acest sir
(Figura 3.8.b.).

Dialdehida malonica este un marker recunoscut pentru evaluarea stresului oxidativ,
concentratia sa fiind un indicator al gradului de peroxidare a lipidelor, proces care depinde de
nivelul radicalilor liberi. Nivelul de dialdehidd malonica in biomasa de spirulind se modifica pe
durata ciclului vital si este diferit in conditii de laborator si in conditii de producere. Rezultatele

obtinute sunt prezentate in figura 3.9.

—e— Laborator —a— Producere

DAM, puM/g biomasa
S

Figura 3.9. Modificarea continutului dialdehidei malonice in biomasa spirulinei pe durata

ciclului vital

Daca pe durata primelor 24 ore din momentul inocularii nivelul DAM nu se deosebeste
semnificativ in conditii de laborator si in conditii de producere, atunci in zilele urmatoare situatia
se schimba in mod diferit in cele doua cazuri. Astfel, in laborator in ziua a doua si a treia nivelul
DAM scade, iar in zilele urmatoare — a patra si a cincea din nou creste. Aceasta crestere este

asociata in timp cu prima parte a fazei de crestere exponentiald. De la mijlocul fazei de crestere
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exponentiala si pana la sfarsitul ciclului vital nivelul de dialdehidd malonica Tn biomasa de
spirulind este minim si constant.

In conditii de producere, nivelul de peroxidare a lipidelor este mai inalt, comparativ cu
conditiile de laborator. In ziua a doua si in zilele 6-10 ale ciclului vital aceasta diferenta este de
peste doua ori. Zilele 4 si 5 ale ciclului vital al spirulinei se caracterizeaza prin nivel foarte
apropiat al DAM 1n biomasa obtinuta in laborator si in producere. Din ziua a sasea si pana la
finalul ciclului cantitatea DAM este putin mai mica decat in ziua anterioara, dar nu semnificativ,
si ramane de peste 2 ori mai mare decét in biomasa crescuta in laborator.

Astfel, pe durata unui ciclu de cultivare al spirulinei au loc multiple modificari ale
statutului antioxidant al biomasei. Ca si in cazul nostocului, cele mai sensibile perioade sunt faza
lag, faza de accelerare a cresterii si prima jumatate a fazei de crestere exponentiala. Activitatea
antioxidantd si intensitatea proceselor de oxidare in biomasa sunt diferite in dependentd de
conditiile in care are loc cultivarea spirulinei. Tn cazul speciei Arthrospira platensis, conditiile de
producere sunt caracterizate prin procese de oxidare mai intense, comparativ cu cele de

laborator.

3.4. Capacitatea antioxidanti a biomasei de Porphyridium cruentum CNMN-AR-01
pe parcursul ciclului vital n sistem inchis

Porphyridium cruentum este o microalga rosie cunoscutd si un obiect biotehnologic de
perspectiva pentru obtinerea diferitor substante bioactive, cum ar fi polizaharidele sulfatate,
acizii grasi polinesaturati cu catena lunga, in special acidul eicosapentaenoic si acidul arahidonic,
ficobiliproteinele, dar si a preparatelor cu efect antioxidant si antiradicalic. Pe langa cele
mentionate, biomasa de porfiridium contine cantititi biotehnologic importante de carotenoizi,
tocoferol, glutation, agenti de chelare a metalelor si Inregistreazd o activitate semnificativa a
enzimelor antioxidante primare si secundare.

Comparativ cu cianobacteriile, microalga porfiridium are un ciclu vital mai lung, dar
procesele care au loc in fiecare dintre fazele ciclului vital se deruleaza Tn conformitate cu
etapizarea ciclului vital al altor microorganisme. La porfiridium este foarte pronuntata faza de
latenta. Una dintre explicatiile acestui fenomen este faptul ca celulele care constituie inoculul
sunt inconjurate de o capsula polizaharidica consistentd, care le asigura un inalt grad de
stabilitate. Capsula este rezultatul acumularii polizaharidelor in cea de-a doua jumatate a fazei de
crestere exponentiald a culturii. Anume o astfel de cultura serveste in calitate de inocul. Mediul

nutritiv proaspat se caracterizeazd prin viscozitate joasa, ceea ce duce la dizolvarea capsulei. In
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acest fel, celulele raman fara stratul protector si se adapteaza mai dificil la noile conditii in care
au fost transferate.

In dependenta de faza ciclului vital, in celulele microalgelor si cianobacteriilor
functioneaza diferite mecanisme, care asigura supravietuirea culturii, iar acest lucru se reflecta in
modificarea activitatii biosintetice. Odatd cu parcurgerea ciclului vital de catre cultura de
porfiridium, aflat intr-un sistem inchis, incep a actiona factorii limitativi, unul dintre care este
acumularea SRO, care se produc atat in rezultatul proceselor vitale normale, cat si in rezultatul
epuizarii resurselor nutritive, maririi densitatii celulelor si acumularii reziduurilor metabolice in
mediu. Ca rezultat se modifica si necesitatea celulelor de a asigura protectia antioxidanta, care
este asiguratd de numeroase componente ale biomasei si actioneaza la diferite niveluri asupra
diferitor elemente metabolice si de mediu, ce cauzeaza stresul oxidativ al culturii.

Au fost supuse analizelor trei tipuri de extracte din biomasa de porfiridium: extractul
hidric, extractul hidro-etanolic cu concentratia alcoolului de 45% si extractul etanolic.
Modificarea in dinamicd a capacitatii de inhibare a radicalilor DPPH" si ABTS™ pe durata

ciclului vital al microalgei este prezentata in figura 3.10.
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Fig. 3.10. Activitatea antiradicalica fata de radicalii DPPH' (a) si ABTS™ (b) a extractelor

din biomasa de Porphyridium cruentum pe parcursul ciclului vital

In figura pot fi observate fluctuatii ale activittii antioxidante in doua tipuri de extracte —
cel etanolic si cel hidro-etanolic. Valorile testului de inhibitie a radicalului DPPH' in aceste doua
extracte pe durata ciclului vital oscileaza intre 5 si 20% in laborator si intre 16 si 27% in conditii
de producere industriald. Fluctuatiile valorice in cazul testului DPPH pentru extractul etanolic si
cel hidro-etanolic urmeaza acelasi pattern al modificarilor. Cresterea valorilor capacitatii de
inhibitie a radicalului DPPH" in extractele etanolic si hidro-etanolic are loc pana la a cincea zi de

cultivare (care corespunde fazei cresterii exponentiale), dupa care urmeaza o scadere a activitatii
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antiradicalice si mentinerea acestor valori pand la ziua a zecea de cultivare, care corespunde
trecerii culturii in faza stationard. Faza stationard este caracterizata prin valori joase, dar stabile
ale capacitatii antiradicalice a extractelor hidro-etanolic si etanolic din porfiridium. Capacitatea
de reducere a radicalului DPPH" a extractelor din biomasa de porfiridium in faza stationara este
mai joasd chiar si fatd de activitatea extractelor din biomasa aflatd in fazele initiale ale ciclului
vital si este de cel mult 6,5% inhibitie 1n extractul etanolic, si 9,3% inhibitie in extractul hidro-
etanolic (Figura 3.10.a.).

Activitatea antiradicalica in raport cu radicalul DPPH" a extractului hidric este net
superioard comparativ cu activitatea celor doud extracte analizate mai sus. Astfel, pe durata
ciclului vital, valorile acestui test in extractul hidric oscileaza in limite stranse — 35,1 — 40,2%
inhibitie. Diferentele observate Intre valori nu sunt veridice din punct de vedere statistic, deci
putem afirma ca capacitatea de inhibitie a radicalului DPPH" ramane constantd in extractul hidric
din biomasa pe durata intregului ciclu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum (Figura
3.10.a).

Tn figura 3.10.b sunt prezentate rezultatele testului ABTS obtinute pentru cele trei tipuri
de extracte din biomasa de porfiridium pe durata ciclului vital. Se vede ca activitatea extractelor
etanolic si hidro-etanolic variaza pe durata ciclului de crestere in limitele valorilor 16,4 si 26,9%
inhibitie, diferentele dintre activitatea celor doua extracte fiind semnificativa statistic pe durata
fazei de crestere exponentiald si In ultima zi de monitorizare a culturii — faza stationara (p<0,05
pentru toate valorile zilnice mentionate). Valoarea maximala a testului ABTS in cazul extractului
etanolic si celui hidro-etanolic a fost Tnregistrata la inceputul fazei de crestere exponentiala, fiind
de 22,6% inhibitie in extractul etanolic si 26,9% inhibitie in extractul hidro-etanolic. Un alt
maxim al valorilor testului ABTS pentru cele doua tipuri de extracte a fost inregistrat in ziua a
13-a (faza stationard). Activitatea antiradicalica in raport cu radicalul ABTS * a extractului hidric
din biomasa de porfiridium este mult mai mare, atat comparativ cu alte tipuri de extracte, dar si
fatd de activitatea extractului hidric fatd de radicalul DPPH", testul avand valori de la 60,5 si
64,8% inhibitie, iar diferentele observate pe durata ciclului vital sunt nesemnificative din punct
de vedere statistic (Figura 3.10. b).

Atat testul ABTS, cat si DPPH sunt teste considerate nespecifice, adica care pot fi
aplicate atat in sisteme biologice, cat si in cele non-biologice, fiind realizate Tn baza unor radicali
universali. Tn acelasi timp, testele evidentiaza compusii care isi realizeazi activitatea in baza
unor reactii diferite, fapt care explica diferentele valorice dintre aceste doua teste.

Tn scopul aprecierii aportului diferitor componente in activitatea antiradicalica a biomasei

este util de a analiza raportul dintre valorile testului ABTS si valorile testului DPPH. Rezultatele
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pot fi urmérite in Figura 3.11. Tn cazul extractului hidric, avem o constanti a valorilor raportului
respectiv pe durata intregului ciclu de crestere a culturii, ceea ce poate fi interpretat ca faptul, ca
pe durata ciclului vital componentele biomasei cu efect antiradicalic realizat in baza reactiilor cu
transfer de electroni si celor care actioneaza in baza transferului de protoni ramane constant si
echilibrat. Altfel stau lucrurile in cazul extractului etanolic si extractului hidro-etanolic. Raportul
dintre valorile testului ABTS/DPPH se modifica in aceste doua tipuri de extracte pe durata
ciclului vital, dar respecta acelasi model de variatie. Pentru primele 10 zile valorile raportului
variazd Intre 0.9 si 2.0, prevalenta fiind de partea activitatii manifestate in baza reactiilor cu
transfer de electroni. Doar in zilele 4 si 5 ale ciclului vital extractele din biomasa de porfiridium
manifesta o activitate practic egala in raport cu radicalul DPPH" comparativ cu radicalul
ABTS ™. n rest, pani in ziua a 10-a inclusiv, activitatea extractelor hidro-etanolic si etanolic in
raport cu radicalul ABTS* este de 1,2-1,8 mai mare comparativ cu activitatea in raport cu
radicalul DPPH". Pe durata zilelor 11-14 se observa o crestere semnificativa a valorilor acestui
raport cu o valoare maxima pentru ziua a 13-a a ciclului de cultivare. Tn baza acestor rezultate
putem presupune o crestere semnificativa a ponderii componentelor extractile ale biomasei de
porfiridium cu un mecanism antiradicalic bazat pe transfer de electroni, fenomen specific pentru

procesele fiziologice normale n celulele vii.

B —— Extract hidric = —— Extract hidro-etanolic ~ ----#---- Extract etanolic

Fig. 3.11. Raportul valorilor testelor ABTS/DPPH pentru extractele din biomasa de

Porphyridium cruentum pe durata ciclului vital

Un alt test de determinare a activitatii antioxidante a extractelor cu componenta complexa
este testul de reducere a reagentului Folin-Ciocalteu (FC). Acesta este aplicat atat pentru
aprecierea activitdtii antioxidante generale a extractelor policomponente, cit si pentru
cuantificarea continutului total de fenoli in aceste extracte. Rezultatele acestui test pentru cele

trei tipuri de extracte din biomasa de porfiridium pe durata ciclului vital, exprimate in echivalent
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de acid galic per gram de biomasa sunt prezentate in figura 3.12. Activitatea extractului hidric
este semnificativ mai mare comparativ cu activitatea extractelor etanolic si hidro-etanolic. De
asemenea, valorile testului Tn acest tip de extract sunt foarte apropiate unele de altele pe intreaga
durata a ciclului si se inscriu intre valorile de 0.40 — 0.45 mg acid galic per gram de biomasa
uscata de porfiridium. Doar in cazul celei de-a 3-a zi de cultivare se atesta o valoare semnificativ
mai joasa a activitatii antioxidante 1n baza testului Folin-Ciocalteu.

Extractele etanolic si hidro-etanolic au ardtat valori mult mai joase ale testului FC,
incadrandu-se in limita de la 0,07 la 0,23 mg acid galic per g biomasa. Cea mai 1nalta activitate a
extractului hidro-etanolic este caracteristica extractelor obtinute din biomasa aflata in faza de
latentd si in faza stationara de crestere. Mai mult, extractul are cea mai mare activitate in faza de
latentd a culturii. De asemenea, valori inalte ale testului FC au fost nregistrate la finalul fazei de

crestere exponentiald — inceputul fazei stationare.
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Fig. 3.12. Activitatea antioxidanti stabilita in baza testului de reducere a reagentului Folin-

Ciocalteu in extractele din biomasa de Porphyridium cruentum

Anterior a fost stabilit ca in cazul culturii de porfiridium, testul de reducere a reagentului
Folin-Ciocalteu exprima mai degraba cantitatea compusilor fenolici in extract, decat activitatea
antioxidanta generala a extractului obtinut (Sadovnic, 2014). In cazul prezentat in lucrare au fost
analizate alte tipuri de extracte fatd de cele din lucrarea citata, de aceea am recurs la analiza
corelationald a rezultatelor testului ABTS cu cele ale testului de reducere a reagentului FC. n
cazul extractului hidric, coeficientul de corelatie a fost r= -0,37, in cazul extractului hidro-
etanolic — r=0,51, iar in cazul extractului etanolic — r= 0,32. Rezultatele obtinute confirma lipsa
unei coreldri intre valorile acestor doua teste, ceea ce sustine concluzia exprimata mai sus. Testul

de reducere a reagentului Folin-Ciocalteu exprima activitatea antioxidanta a componentelor de
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naturd fenolicd din biomasa de porfiridium, in timp ce testul ABTS permite evidentierea
activitatii unui spectru mai larg de compusi.

Astfel, a fost stabilit ca pe durata ciclului vital al culturii de Porphyridium cruentum
activitatea antioxidanta variaza semnificativ, reflectind modificari atat ale activitatii vitale, cat si
modificari ale componentei biochimice a biomasei. Aceste variatii permit identificarea punctelor
critice in care se produc modificari semnificative in culturd si care pot fi luate in considerare
drept puncte importante pentru aplicarea procedeelor de stimulare a culturii in scopuri

biotehnologice.

3.5. Dinamica parametrilor activitatii antioxidante a biomasei de Haematococcus
pluvialis CNMN-AV-05 pe parcursul ciclului vital

Cel mai semnificativ dintre studiile efectuate in laboratorul Ficobiotehnologie este
exemplul culturii de Haematococcus pluvialis. Tn cazul acestei culturi, extractele etanolice din
biomasa sunt practic monocomponente, deoarece in cazul fazei de celule verzi acestea sunt
reprezentate prin B-caroten, iar in cazul aplanosporilor — prin astaxantini. In asemenea conditii
intre valorile testului ABTS si continutul de carotenoizi in extracte este o corelatie puternica,
coeficientul de determinare fiind mai mare de 0,9. Tn acest caz este absolut suficientd
determinarea acestor doi carotenoizi la etapele respective pentru a putea face o concluzie reala
despre starea culturii, fie in conditii normale, fie in cele de stres oxidativ indus.

Ciclul vital al microalgei verzi Haematococcus pluvialis include doua stari diferite:
mobila (celule verzi biflagelate) si stationara (cisti verzi, bruni si rosii). Etapa celulelor verzi
mobile este etapa de multiplicare a celulelor si de sintezd a pigmentilor fotosintetici. In cistii
bruni incepe transformarea carotenului in astaxantind, care finalizeaza in etapa de cisti rosii. La
toate etapele de dezvoltare a hematococului celulele contin componente antioxidante. In celulele
verzi predomind clorofila, luteina, P-carotenul, violaxantina si neoxantina, se sintetizeaza
lipidele, majoritatea avand in componentd acizi grasi omega-3. Pentru cistii bruni este
caracteristic un complex de carotenoizi, raportul cdrora este in permanentd fluctuatie. Cistii rosii
contin Tn calitate de carotenoid dominant astaxantina, care este un superantioxidant.

Din punct de vedere biotehnologic, este foarte important de a stabili in ce conditii si la ce
etapd de dezvoltare putem obtine o biomasa calitativa, din care putem extrage un complex
automatiza procesele biotehnologice si de a obtine produsul dorit in conditii dirijate.
Monitorizarea evolutiei modificdrilor in activitatea antioxidantd a biomasei algale pe durata

ciclului vital este posibila prin determinarea zilnica a capacitdtii antioxidante a biomasei algale.
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In cazul respectirii conditiilor descrise mai sus, etapa celulelor verzi mobile este de 9
zile. Anume aceste 9 zile formeaza ciclul vital clasic, cunoscut pentru culturile de
microorganisme in sisteme inchise. Perioada primelor 48 ore prezinta faza lag n care are loc
initierea germindrii cistilor rosii si adaptarea celulelor verzi mobile. Urmatoarele 48 ore
constituie faza de accelerare a germinatiei, dupd care urmeaza faza cresterii exponentiale (zilele
5-8). Ziua a 9-a constituie faza de incetinire a cresterii — anume acum se intervine cu aplicarea
luminii de intensitate inaltd, pentru a induce formarea cistilor. Zile 10-16 constituie faza
stationara cu 2 etape diferite. In zilele 10-13 ale ciclului vital are loc procesul de transformare a
carotenului in astaxantind si formarea cistilor bruni. Perioada de formare a cistilor rosii dureaza 3
zile (zilele 14-16 ale ciclului vital).

Activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa de Haematococcus pluvialis pe durata
ciclului vital a fost determinata prin aplicarea testelor de reducere a radicalului-cation ABTS si

radicalului DPPH. Rezultatele testelor sunt prezentate in Figura 3.13.
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Fig. 3.13. Activitatea antioxidanta (teste DPPH, ABTS, % inhibitie) a extractului etanolic

din biomasa de H. pluvialis, pe parcursul perioadei de cultivare

Activitatea antiradicalica determinatd in baza testului ABTS este la un nivel de
aproximativ 20% inhibitie in primele 48 ore dupa inoculare. La aceasta etapa cultura de
haematococcus prezintd un mix care include un numar considerabil de cisti care mai contin
astaxantind si celule verzi mobile tinere care trec printr-o perioada de adaptare la noile conditii.
La ziua a patra, cand are loc initierea proceselor de diviziune celulard, practic este epuizata
rezerva de astaxantind, celulele verzi devin mai vulnerabile, iar toate rezervele lor sunt orientate
spre initierea multiplicarii celulare care urmeazi in etapa urmitoare. In etapa cresterii

exponentiale avem o marire lentd, dar stabild a activitatii antioxidante a biomasei. In aceasta
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perioada, procesele biosintetice sunt la cota maxima. Multe dintre produsele biosintezei poseda
proprietdti antioxidante pronuntate.

Caderea brusca care se inregistreaza la ziua a 10 de cultivare este cauzatd de stresul
oxidativ indus. In urmatoarele zile (etapa cistilor bruni) urmeazia o crestere pronuntati a
activitatii antiradicalice a extractelor din H. pluvialis, determinata de transformarea treptata a
carotenului 1n astaxantind. Etapa cistilor rosii este caracterizata prin procese specifice de formare
a invelisurilor celulare, ceea ce contribuie la micsorarea activitatii antiradicalice a extractelor,
dar care revine la valori Tnalte la ziua a 18-a a ciclului.

Intre continutul total de carotenoizi si activitatea reducitoare a extractului etanolic n
raport cu radicalul cation ABTS ", obtinut din biomasa de hematococ la etapa celulelor mobile
verzi, in perioada de germinare a cistilor rosii, utilizati in calitate de inocul (primele 4 zile) se
observa o dependenta corelationala puternica. La aceasta etapa se modifica peretele celular, are
loc activarea proceselor biosintetice datoritd mediului de cultivare bogat in nutrienti, celulele
contin un raport variabil de carotenoizi, caracterizat prin scdderea treptatd a cantitdtii de
astaxantind si cresterea cantitatii de pB-caroten, si a sumei carotenoizilor. Aceeasi tendinta se
pastreaza si In urmitoarele 5 zile. In etapa de cisti bruni este destul de dificil de a stabili
legaturile intre activitatea antioxidanta prin reducerea radicalului ABTS " a extractelor etanolice
transformare, care se inregistreaza pentru componentele din aceasta clasa.

Activitatea de inhibitie a radicalului DPPH", de asemenea, se modifica in limite largi pe
durata ciclului vital al culturii de haematococcus. Valori de peste 40% inhibitie radical in cazul
acestui test au fost inregistrate pentru extractele din biomasa microalgalad aflata la zilele 3-6 si
13-18 ale ciclului vital. Comparativ cu momentul inocularii, peste 24 ore are loc o scadere de la
33,3% inhibitie la 23,4% a capacitatii de inhibare a extractului etanolic din biomasa.
Urmatoarele 24 ore se remarca printr-o crestere a activitatii antiradicalice 1n raport cu radicalul
DPPH’, pana la 44,4% inhibitie. Activitatea inalta a extractelor este specifica si pentru extractele
din biomasa colectata in urmatoarele 4 zile, dupa care aceasta scade brusc pana la aproximativ
8% inhibitie radical. Revenirea la valori inalte ale activitatii antiradicalice are loc abia la ziua a
13-a ciclului vital, atingand cotele maximale in ziua 15 si 16 ale ciclului. Rezultatele acestui test
nu coreleaza cu continutul pigmentilor carotenoizi, care prezinta principalul interes din punct de
vedere biotehnologic, fiind mai putin informativ in contextul dat.

Astfel, ca si in cazul celorlalte culturi ficologice studiate, aplicarea testelor adecvate de
evidentiere a modificarilor in statutul antioxidant al Haematococcus pluvialis permite

evidentierea fazelor specifice caracterizate prin vulnerabilitate maxima, dar si prin
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susceptibilitate maxima in raport cu diferite interventii externe, inclusiv cele tehnologice aplicate
in scopuri de stimulare. Rezultatele obtinute ne permit sa afirmam ca etapa de celule mobile
verzi din cadrul ciclului de cultivare al algei verzi Haematococcus pluvialis este potrivita pentru
studiul variatiilor statutului antioxidant al culturii. Aplicand doi parametri, care prezinta
dependenta corelationala puternica (activitatea antiradicalica in raport cu radicalul cation
ABTS* si continutul de carotenoizi) reducem posibilitatea erorilor in interpretarea rezultatelor
obtinute, mai ales atunci, cand studiem influenta diferitor factori externi, inclusiv cei care tin de

conditiile tehnologice industriale.

3.6. Concluzii la capitolul 3.

Delimitarea fazelor ciclului vital al cianobacteriilor si microalgelor se face in
conformitate cu metodologia clasica in baza ratei de crestere si a timpului de generatie, care in
cazul culturilor ficologice difera mult in comparatie cu culturile bacteriene tipice. La modul
practic, curba de crestere a culturilor microbiene in ciclu inchis exprima dependenta numarului
de celule/biomasa de timp. Din punct de vedere biotehnologic, este important ca in cadrul
tehnologiilor de crestere a microalgelor si cianobacteriilor, de rand cu cantitatea de biomasa, sa
fie urmarita dinamica parametrilor productivi si de siguranta. Aplicarea unei game de metode de
stabilire a activitatii antioxidante, realizate in baza diferitor mecanisme si Tn baza diferitor
compusi cu activitate biologicd pronuntata ne-a permis sa obtinem un tablou amplu, care descrie
modificarile ce au loc la nivel de asigurare a unui statut antioxidant stabil la microalgele si
cianobacteriile de interes biotehnologic. Curbele de modificare a activitatii antioxidante obtinute
prin aplicarea a mai multor teste standard, ca aspect nu repetd curbele de crestere a masei
celulare, dar prezintd zone specifice, in care parametrii monitorizati difera semnificativ de restul
datelor din cadrul seriilor respective.

Tn acest capitol au fost analizate detaliat curbele de modificare a activitatii antioxidante a
patru obiecte ficologice, ce reprezinti doui domene si trei filumuri diferite ale lumii vii. In
pofida distantei evolutive enorme dintre aceste organisme, modul de manifestare a variatiilor
statutului antioxidant pe durata unui ciclu de crestere la tulpinile analizate are multe elemente
comune. Faza de latenta la toate speciile studiate se evidentiaza prin particularitati specifice, care
fiind diferite la fiecare obiect evidentiaza intr-un mod sau altul aceasta etapa a ciclului vital. O
alta particularitate care se evidentiaza din datele analizate consta in aceea ca la trecerea culturii
de la o fazd de crestere la alta se produc anumite salturi ale valorilor parametrilor monitorizati,
care in opinia noastrd reflectd restructurari functionale ale celulelor microalgelor si

cianobacteriilor. Din punct de vedere tehnologic, aceste puncte pot fi potrivite pentru aplicarea
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manipularilor in scop de dirijare a proceselor biosintetice in culturile ficologice. Cele expuse mai

sus pot fi generalizate in urmatoarele concluzii:

1. Activitatea antioxidanta a culturilor de microalge si cianobacterii studiate se modifica pe
durata unui ciclu de cultivare in sistem Tnchis in mod diferit in dependenta de cultura,
amplitudinea modificarilor fiind mai mica la cianobacterii.

2. Oscilatiile activitatii antioxidante pe durata ciclului vital al microalgelor si
cianobacteriilor sunt determinate de procesele fiziologice, inclusiv de cele biosintetice, in
celule la fiecare etapa a ciclului celular. Cresterea activitatii antioxidante odatd cu
avansarea in timp a culturii este asociatd cu acumularea componentelor functionale ale
celulelor, iar scaderea activitatii antioxidante — cu acumularea produselor de rezerva.
Modificarea bruscd a capacitatii antioxidante a culturilor este asociatd cu trecerea
acestora de la o stare functionala la alta si corespunde, Tn special, cu trecerea de la o faza
a ciclului vital la alta.

3. Cunoasterea particularitatilor de modificare a proprietdtilor antioxidante a biomasei
microalgale si cianobacteriene pe durata ciclului vital este cruciala pentru implementarea
diferitor procedee biotehnologice de stimulare a culturilor ficologice si pentru obtinerea

unei biomase valoroase, sigure pentru consum.

Rezultatele si concluziile expuse in acest capitol au fost publicate in mai multe lucrari
stiintifice, prezentate si discutate cu comunitatea academica la manifestdri stiintifice

internationale [3, 4, 14, 15, 20, 29, 95, 110, 111].
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4. STRESUL TEHNOLOGIC LA CIANOBACTERIILE SI MICROALGELE DE
INTERES INDUSTRIAL

Conditiile de stres de orice naturda impun modificari semnificative in activitatea vitald a
microalgelor si cianobacteriilor, procesele fiziologice fiind orientate spre adaptarea culturilor la
conditiile specifice. Ca rezultat, atdit componenta biochimica, cat si activitatea antioxidantda a
biomasei obtinute se modifica comparativ cu conditiile considerate drept optimale pentru fiecare
cultura. Variatiile de temperatura, intensitate si duratd a perioadei de lumina, nivelul de salinitate
a mediului nutritiv si aplicarea stimulatorilor — acestea sunt principalele provocari la care trebuie
sa raspunda culturile de cianobacterii si microalge crescute in conditii industriale. Tn acest capitol
sunt analizate reactiile de raspuns ale culturilor de Arthrospira platensis, Nostoc linckia si

Porphyridium cruentum la diferite tipuri de stres asociat procesului tehnologic.

4.1. Influenta stresului termic asupra tulpinii tehnologice Arthrospira platensis
CNMN-CB-11

Arthrospira platensis este o specie activ crescuta in diferite tipuri de bioreactoare,
inclusiv in cele de tip deschis, in multe tari ale lumii. Optimul de crestere pentru majoritatea
tulpinilor este de aproximativ 30°C. In aceasta lucrare, ne-am propus si observim modificarea
componentei biomasei de spirulina in cazul cresterii ei in conditii de stres termic (crestere la 0
temperatura de 40°C) in conditii de laborator si in conditii industriale, Th bioreactoare deschise.

In conditii de laborator, A. platensis a fost crescutid in baloane conice din sticli cu
volumul de 250 ml, pe agitator rotativ setat la 130 rotatii per minut, pe mediul nutritiv SP-1. Tn
cazul stresului termic, spirulina a fost mentinuta la temperatura de 40°C. lluminarea culturii a
fost continua cu intensitatea de 50 uM fotoni-m2-s?, pH-ul de 9-11. in conditii de producere,
cianobacteria a fost crescutd la aceiasi temperaturd, iluminare si pH, pe acelasi mediu nutritiv, la
amestecare continua in tancuri deschise cu capacitatea de 60 |. Durata cultivarii a fost de 10 zile,
ceea ce constituie un ciclu vital. La intervale de 24 ore au fost preluate probe pentru efectuarea
testelor biochimice. In calitate de control a servit cultura de spirulini crescuti in conditii termice
optime. Pe durata ciclului au fost monitorizati parametrii cheie ai calitatii biomasei si ai
activitatii antioxidante a acesteia.

In figura 4.1 sunt prezentate rezultatele cu referire la continutul de dialdehidd malonici in

biomasa de spirulina si activitatea antioxidanta a extractelor pe durata ciclului vital in conditii de
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laborator (Figura 4.1 A) si in conditii de producere industriala (Figura 4.1 B), in conditii optime

st la temperaturd ridicata.
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Fig. 4.1 Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehidd malonica in biomasa de
Arthrospira platensis in conditii de stres termic pe durata ciclului vital: (a)- conditii de
laborator; (b) — conditii industriale

Compararea rezultatelor obtinute sugereaza concluzia ca conditiile industriale de
producere sunt din start conditii de stres, comparativ cu conditiile de laborator. Dupa primele 24
ore dupda inoculare (in faza lag) valorile DAM 1in conditii de temperaturda optima sunt
aproximativ aceleasi in laborator si la producere (7.01 pM/g in laborator si 7.82 pM/g in
producere). Tn continuare, insa, tabloul se schimba: in conditii de laborator, la trecerea culturii in
faza de accelerare a cresterii, nivelul de DAM scade semnificativ, pana la 4,6 uM/g, iar in
conditii de producere acest parametru este in crestere — la ziua a doua de cultivare nivelul DAM
este de 8.46 pM/g. In conditii de laborator, la trecerea culturii in faza de crestere exponentiala
(ziua a 4-a si a 5-a de crestere), se observa un nou salt al continutului de DAM, pe cand in
conditii de producere acest parametru este in scadere continud. Cu toate acestea, in conditii de

producere in zilele 4 si 5 cantitatea DAM este veridic mai inaltd decét in conditii de laborator
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(p<0.001). La cea de-a 10-a zi de cultivare, cand se face colectarea finala a biomasei, continutul
DAM in biomasa obtinuta in conditii de producere este de 3 ori mai inalt comparativ cu biomasa
crescuta n laborator.

Temperatura de 40°C duce la intensificarea procesului de peroxidare a lipidelor si la
acumularea produsului final — DAM. Fluctuatiile valorilor acestui parametru pe durata ciclului
vital in conditii de laborator si de producere repetd fluctuatiile respective, observate la
temperatura optima. Trebuie sd mentionam ca cultura de A. platensis crescutd in laborator este
mai sensibila la temperatura inalta comparativ cu cea crescuta in conditii industriale. Cu toate ca
in ambele cazuri la temperatura de 40°C nivelul DAM este veridic mai mare decét la temperatura
de 30°C (p<0.001), discrepanta este mai pronuntatd in conditii de laborator. Astfel, In faza
stationara (ziua 7-10), in conditii de laborator, la temperatura de 40°C, DAM este de 2.63-3.07
ori mai mare decét la temperatura de 30°C, iar in conditii de producere cresterea DAM este de
1.1-1.37 ori (p<0.05).

Activitatea antioxidanta a extractelor hidrice din biomasa de spirulina a fost determinata
utilizand testul ABTS. Valorile testului in extractele din biomasa crescutd la temperatura optima
de 30°C in conditii de laborator variaza pe durata ciclului vital in limitele de 28.0 si 54.7%
inhibitie radical cation ABTS"", iar in conditii de producere — intre 31.0 si 58.0% (Figura 4.1).
Putem evidentia Inceputul fazei de crestere exponentiala, care in conditii de laborator este la ziua
a treia, iar in conditii de producere — cu intarziere, la ziua a 4-a a ciclului vital. Tn acest moment
de timp se Inregistreazd o scddere pronuntata a activitatii antioxidante a extractelor hidrice din
biomasa crescuti la temperaturd de 40°C comparativ cu cea crescuti la temperatura optima. In
conditii de laborator, activitatea extractului hidric din biomasa crescutd la 30°C este de 1.8 ori
mai mare comparativ cu cea a extractului din biomasa crescuta la 40°C.

In conditii optime, perioada ciclului vital, cAnd cultura trece la faza cresterii exponentiale,
este caracterizata prin rezistentd sporitd a celulelor fatd de actiunea diferitor factori chimici.
Anume din aceste considerente se recomanda ca, in caz de necesitate, diferiti stimulatori sa fie
addugati la mediul nutritiv in care creste spirulina nu la inceputul ciclului, ci anume in faza
cresterii exponentiale. Rezultatele prezentate aici sugereaza faptul cd, in conditii de stres termic,
rezistenta culturii la actiunea radicalilor liberi la inceputul fazei de crestere exponentiala este
practic la acelasi nivel cu perioadele Tnvecinate, iar perioada respectivd posibil sd nu mai ofere
siguranta observata in cazul temperaturii normale.

La finele ciclului vital, atat in conditii de laborator, cat si in conditii de producere (ziua 9-
10) se observa o scadere veridica a activitatii antioxidante a extractelor hidrice din biomasa de

spirulind crescutd in conditii de temperatura inalta. Astfel, in baza rezultatelor prezentate, putem
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afirma ca temperatura nalta — de 40°C prezinta un factor de stres pentru tulpina tehnologica de
Arthrospira platensis. Aceasta se confirma prin cresterea cantitatii de DAM in biomasa pe durata
intregului ciclu vital si prin scaderea activitdtii antioxidante, realizate in baza schimbului de
electroni, care se observa in special la inceputul fazei de crestere exponentiala si la finele fazei
stationare.

Enzimele antioxidante sunt cunoscute ca enzime de prima linie de aparare a celulelor vii
de actiunea nociva a radicalilor liberi. Este demonstrat ca actiunea diferitor factori de mediu duce
la modificarea activitatii acestor enzime in celulele de spirulind. Astfel, iradierea cu raze gama a
celulelor de spirulina in doza de pana la 2 kGy intensifica activitatea SOD de peste 2 ori si a
POD — de 3 ori [390]. Diferite valori ale pH-ului Tn intervalul 8-10 nu provoaca modificari ale
activitatii SOD, in schimb duce la scaderea de peste 1,5 ori a activitatii POD. La cresterea
ulterioara a pH-ului mai sus de 10 are loc madrirea activititii SOD si scdderea activitatii
enzimatice in raport cu peroxidul de hidrogen a enzimei POD [214]. O crestere a activitatii SOD
de peste 6 ori si a activitatii POD de peste 10 ori se atesta in biomasa de spirulina crescuta in
prezenta unei cantitati de pana la 8mM H20; [32]. Exemplele aduse demonstreaza ca in cazul
spirulinei, ca si la alte organisme vii in conditii de stres oxidativ, are loc modificarea activitatii
enzimelor antioxidante. Pornind de la aceasta, ne-am pus drept scop sd urmarim modificarile
activitatii SOD si POD la spirulind pe durata ciclului vital in conditii optime si la temperatura

ridicata. Rezultatele sunt prezentate in Figura 4.2.
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Fig. 4.2. Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Arthrospira platensis in conditii
de stres termic/laborator pe durata ciclului vital

in conditii optime la inoculare, activitatea SOD 1n biomasa de spirulind constituie 17,6
UA/mg proteina si activitatea POD — 23,0 UA/mg proteina. Perioada lag este caracterizata

printr-o crestere usoara a activitatii acestor enzime. Nivelul dat de activitate se mentine si pe
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durata fazei de crestere exponentiald. In faza stationard, activitatea enzimelor antioxidante
primare scade pana la nivelul inregistrat pentru inocul. In conditii de temperatura ridicata, in
primele 3 zile de cultivare, se observa cresterea activitatii enzimelor antioxidante fata de nivelul
inregistrat in inocul. Comparativ cu conditiile optime, valorile obtinute sunt de 1,8-3,0 ori mai
mari. In continuare, ca si in conditii optime, are loc scaderea activititii SOD si POD. Trebuie si
mentionam ca in conditii de temperaturd 1naltd scaderea activitatii enzimelor antioxidante se
produce mult mai devreme, inca in timpul fazei de crestere exponentiald a culturii de spirulina.
Nivelul de activitate a SOD si POD in conditii de temperaturd ridicatd rdmane mai Inalt
comparativ cu conditiile optime pana la sfarsitul ciclului vital.

Astfel, in conditii optime cel mai inalt nivel de activitate al enzimelor antioxidante
primare se inregistreaza pe durata fazei lag si a celei de crestere exponentiald. La temperatura de
40°C cea mai 1nalta activitate a SOD si POD sunt in faza lag si la inceputul fazei de crestere
exponentiala. Activitatea celor doud enzime in biomasa de spirulind pe durata ciclului vital la
temperatura de 40°C este mai inalta decat la 30°C. Rezultatele prezentate mai sus denota starea
de stres in biomasa de spirulind la temperatura ridicatda — 40°C, dar si a conditiilor de producere
industriald comparativ cu cele de laborator

In continuare, am avut drept scop si stabilim dacd starea de stres este asociati cu
cantitatea de biomasa produsa si cu continutul principalelor componente, pentru care se obtine
aceastd biomasa. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul A4.1. In conditii de laborator la
temperaturd optima, adaptarea culturii la noile conditii dupa inoculare decurge mai usor decat in
conditii de temperatura de 40°C. Aceasta determind o cantitate de biomasa mai mare cu 13,7%
dupa 24 ore de la inoculare in conditii optime. Faza de crestere exponentiala se caracterizeaza
prin valori apropiate ale cantitdtii de biomasa in ambele experiente. Diferentele se observa doar
la sfarsitul acestei faze si pe durata fazei stationare. In acest interval de timp, in conditii de
temperatura ridicata, cantitatea de biomasa este mai mare cu 15.0-18.6% comparativ cu
conditiile optime (p<0.01). Spre finele ciclului vital are loc practic o egalare a cantitatii de
biomasa in ambele cazuri.

In conditii de producere, cantitatea de biomasa obtinuti este mai mare comparativ cu
experientele de laborator (cu 17.8% in conditii optime si cu 30.3% in conditii de temperatura
ridicatd, p<0.005). In acelasi timp, nu existd o diferenta statistic veridica pe durata ciclului vital
intre variantele experimentale cu diferit nivel termic.

Spirulina este in primul rdnd un superproducdtor de proteind, ficobiliproteine si
polizaharide sulfatate. Proteina din componenta biomasei de spirulind se caracterizeazd printr-0

componentd aminoacidicd echilibratd, de aceea continutul de proteina este unul din parametrii de
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calitate a biomasei de spirulind produsi in conditii industriale. In experientele efectuate in
laborator, continutul de proteine in biomasa spirulinei pe durata ciclului vital a fost destul de
constant. Exceptie prezinta doar inceputul fazei stationare (ziua a 7-a) in conditii de temperatura
inalta, cand se observa o usoara scadere (cu 12%) a cantitdtii de proteine In biomasa de spirulina
obtinutd la 40°C comparativ cu cea crescuti in conditii optime. In conditii de producere
industriald mici deosebiri in cantitatea de proteine se Inregistreaza doar in prima jumatate a fazei
de crestere exponentiald a culturii. Deosebire veridicd din punct de vedere statistic se
inregistreaza doar in cea de-a treia zi a ciclului vital, cAnd in conditii de temperaturd inalta
cantitatea de proteine in biomasa este cu 10,1% mai mare comparativ cu biomasa crescuta in
conditii optime. In faza stationard cand are loc colectarea de biomasi, continutul de proteine atat
in conditii de laborator, cat si de producere, la ambele nivele termice aplicate este aproximativ
acelasi, fara diferente veridice din punct de vedere statistic.

Pigmentii ficobiliproteici sunt un grup de substante macromoleculare, care reactioneaza
prompt la modificarea conditiilor de mediu ori la cele asociate cu stresul oxidativ. Pe langa
functia de captare a luminii (in domeniul lungimilor de unda de 495-650 nm) si transferul ei spre
clorofild, aceste substante poseda si proprietati antioxidante. Ficobiliproteinele, pigmenti
tetrapirolici hidrosolubili cu un potential cuantic Tnalt al fluorescentei, sunt formate prin
asocierea apoproteinelor cu ficobilinele, care actioneaza ca cromofori. Ficobiliproteinele devin
atractive pentru utilizare comerciala datorita numarului mare de cromofori, gradului de
fluorescenta Tnalt, capacitatii de a forma conjugate stabile cu diferite substante, solubilitatea Tn
apa. Ele sunt deja utilizate Tn calitate de coloranti naturali in industria alimentara (C-ficocianina)
si Tn industria cosmetica (C-ficocianina si R-ficoeretrina). Datorita proprietatilor lor spectrale se
mai utilizeaza n calitate de trasori in imunodiagnostica, microscopie diagnostica si in cercetarile
biomedicale.

Ca antioxidanti eficienti, ficobiliproteinele se manifesta in procesul de neutralizare a
radicalilor liberi. Astfel, a fost stabilit ca acesti compusi elimind radicalii aloxil, hidroxil si
peroxil. Efectul lor protector este exprimat prin protectia membranelor fiziologic active de
procesul de peroxidare [387]. Modificarea continutului de ficobiliproteine in componenta
celulelor microalgelor si cianobacteriilor este unul din mecanismele de rezistentd a acestor
organisme la actiunea diferitor factori. Astfel, o modificare esentiald a continutului de
ficocianina si aloficocianina la Arthrospira platensis este inregistrata atat la actiunea diferitor
factor chimici, cum ar fi compusii coordinativi ai metalelor de tranzitie, cat si la actiunea

factorilor fizici de mediu, cum sunt temperatura si intensitatea luminii.
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Cantitatea de ficobiliproteine in biomasa de spirulind pe durata ciclului vital in laborator
in conditii de temperaturd oprima variaza in limitele de 12.04-18.38% BAU, iar in conditii de
temperatura ridicata — 10.22-15.65%. Cele mai semnificative diferente se observa la inceputul
fazei de crestere exponentiala si in faza stationard, cand in conditii de temperaturd inalta are loc o
scadere a continutului de ficobiliproteine cu pana la 30% fatd de conditiile de temperatura
optima.

In conditii de producere industriala in faza stationard de asemenea se observa o scidere a
cantitdtii de ficobiliproteine in biomasa de spirulind crescuta in conditii de temperatura inalta cu
pana la 33,4% 1in ziua a opta a ciclului vital, dar spre sfarsitul ciclului tehnologic, la colectarea
biomasei, are loc o egalare a acestui parametru in biomasa obtinutd in conditii optime si in
conditii de temperatura de 40°C.

Lipidele, de asemenea, sunt o componenta celulara, care se modificd in dependenta de
conditiile de mediu si de varsta fiziologica a culturii. Temperatura este unul dintre factorii fizici
care influenteaza cantitatea si calitatea lipidelor in celulele vii. Ca parte componentd a
membranelor biologice, lipidele determina gradul de fluiditate a acestor structuri, intensitatea
schimbului de substante cu mediul extracelular si capacitatea de supravietuire a organismelor.

La spirulina in conditii de laborator la temperatura de 30°C cantitatea de lipide scade la
inceputul fazei de crestere exponentiald, dupd care urmeaza cresterea lor cantitativa. La finele
ciclului vital, cantitatea de lipide este maximalda — 5.69% BAU. La cresterea spirulinei la
temperatura de 40°C cantitatea de lipide este stabilda pe parcursul ciclului vital, dar scade
semnificativ (practic de 2 ori) in faza stationari. In conditii de producere industriald intre
variantele de temperaturd nu se atestd diferente semnificative intre cantitdtile de lipide in
biomasa de spirulind pe durata ciclului vital.

Glucidele constituie o componenti importantdi a biomasei de spirulini. In special
polizaharidele se caracterizeaza prin activitate biologica inalta — antiinflamatoare, antioxidanta si
anticancer [31, 117, 251]. In conditii optime de laborator cantitatea de glucide atinge 10-15%, in
dependentd de varsta culturii. In experientele efectuate la cresterea spirulinei la temperatura de
30°C cantitatea glucidelor se mentine in aceste limite, cu mici variatii pe durata ciclului vital. In
conditii de temperatura inaltd, In prima jumatate a fazei cresterii exponentiale are loc acumularea
accelerata a glucidelor, cantitatea lor fiind cu 35% mai mare comparativ cu conditiile optime.
Tncepand cu ziua a 5-a de cultivare, cantitatea de glucide in biomasa de spirulini crescuti in
conditii de temperatura ridicata revine la valorile caracteristice pentru conditiile de temperatura

optima.
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In conditii de producere industriald, temperatura nalta provoaca o scidere a cantitatii de
glucide in biomasa de spirulina, care in dependentd de faza ciclului vital constituie 9.3-32.1%.
Cel mai 1nalt continut de glucide in biomasd se inregistreazd la inceputul fazei de crestere
exponentiala si in faza stationara, atat la temperatura de 30°C, cat si la cea de 40°C.

In concluzie la acest compartiment putem afirma ci temperatura inaltd (40°C) este un
factor de stres pentru cultura de Arthrospira platensis atat in conditii de laborator, cat si n
conditii de producere. In conditii de laborator cantitatea de dialdehidd malonica in biomasa
crescutd la temperaturd inaltd este de 3 ori mai mare ca in biomasa crescutd la temperatura
optima, iar in conditii de producere industriala cresterea cantitatii DAM este de 37%.

Cresterea spirulinei in conditii de temperaturd inalta este, de asemenea, asociatd cu
marirea activitatii enzimelor antioxidante primare atat in conditii de laborator, cat si in conditii
de producere industriald. Continutul de proteine nu se modificd semnificativ ca rezultat al
actiunii temperaturii inalte, in schimb se Inregistreazd o scadere importantd a cantitatii de
ficobiliproteine in prima jumatate a fazei de crestere exponentialda cu 30-33% comparativ cu
conditiile optime, atat in laborator, cat si la producere. La sfarsitul ciclului vital, cantitatea de
ficobiliproteine in biomasa crescuta la diferite temperaturi devine aproximativ egala.

La temperaturd naltd in conditii de laborator cantitatea de lipide in biomasa de spirulinad
scade practic de 2 ori comparativ cu conditiile de temperaturd optima, in timp ce in conditii de
producere industriala diferenta aceasta este minimala.

In conditii de laborator, temperatura inalti provoaca o crestere a cantititii de glucide cu
pand la 35% in prima jumatate a fazei de crestere exponentiald, pe cand in conditii de producere
industriala cantitatea de glucide in biomasa crescuta la temperatura de 40°C este stabil mai joasa

comparativ cu biomasa crescuta in conditii optime, pe tot parcursul ciclului vital.

4.2. Influenta stresului de lumind asupra spirulinei in conditii de laborator si de
producere

In naturi cianobacteriile sunt adaptate la conditii de fotoperiodism, iar situatia in care
perioadele de lumina si cele de intuneric alterneaza este normala pentru spirulina care populeaza
habitatele naturale. In experientele noastre a fost utilizatdi o tulpini adaptati la conditii
industriale, creatd pentru producere de biomasi si alte produse valoroase. In conditii industriale
pentru aceasta tulpina se aplica regimul de iluminare continud cu densitatea fluxului fotonic de
50 uM fotoni /m? /s. In aceste conditii, durata unui ciclu inchis deplin este de 10 zile, ceea ce este

convenabil din punct de vedere economic. In acelasi timp, ne-am pus drept scop sd urmarim,
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daca iluminarea continud este mai potrivita fata de iluminarea periodica din punct de vedere al
sigurantei biomasei de spirulind obtinuta.

Pentru aceasta au fost comparati parametrii de calitate si sigurantd ai biomasei de
spirulina crescuta in conditii de laborator si in conditii industriale cu aplicarea a doud regimuri de
iluminare — continua si periodica (12 ore intuneric: 12 ore lumina). Mediul nutritiv utilizat este
descris in compartimentul precedent. Temperatura a fost de 30°C.

Pentru a aprecia nivelul de stres in cultura de spirulina a fost determinata cantitatea de

dialdehida malonica. Rezultatele sunt prezentate n figura 4.3.
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Fig. 4.3. Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonici in biomasa de
Arthrospira platensis in conditii de stres de iluminare pe durata ciclului vital: (a)- conditii
de laborator; (b) — conditii de producere. ((24)—iluminare continui; (12/12)—iluminare

periodica (12 ore lumini:12 ore intuneric))

in conditii de laborator, cantitatea DAM 1n biomasa de spirulind la iluminare continua a
variat intre 2.44 si 7.01 mmol/g (Figura 4.3. A). Cel mai inalt nivel al DAM este caracteristic
fazei lag. Trecerea culturii in faza de crestere exponentiala este asociata cu scaderea nivelului
DAM in biomasa cu 14-34% comparativ cu faza precedentd. Astfel, pe durata zilelor 2-5

cantitatea DAM este n limitele de 4.60-6.03 mmol/g. Tncepand cu ziua a 6-a, DAM scade si mai
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mult — practic in jumatate fatd de ziua precedentd. Nivelul DAM ramane constant jos pana la
finele ciclului de crestere (in limita valorilor de 2.44-2.88 mmol/g). Aplicarea regimului de
iluminare periodica a spirulinei in conditii de laborator s-a asociat cu o crestere foarte pronuntata
a DAM. Astfel, pe durata fazei lag si celei de crestere exponentiald, in conditii de iluminare
periodica, nivelul DAM in spirulind a fost de 2.2-3.7 ori mai mare comparativ cu valorile
respective obtinute pentru cultura iluminati continuu. incepand cu cea de-a 6-a zi de cultivare
diferenta aceasta a fost si mai mare. La finele ciclului vital, biomasa de spirulind crescuta in
conditii de iluminare periodica continea de 10 ori mai multa DAM fata de biomasa obtinuta la
iluminare continua.

Am mentionat anterior ca tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11 este o tulpind
tehnologica selectatd pentru crestere industriald in conditii de iluminare continud si care se
caracterizeaza printr-un ciclu vital scurt. Acest lucru explica rezultatele descrise mai sus, care
denotd o stare de stres pronuntat in celulele spirulinei, atunci cand sunt supuse reducerii
perioadei luminoase la 12 ore.

In conditii industriale situatia este diferitd de cea din laborator (Figura 4.3. B). Dupa cum
am mai mentionat, conditiile industriale in sine prezinta o situatie de stres comparativ cu cele de
laborator. Cantitatea DAM la cultivare industriald in conditii de iluminare continud variaza n
limitele valorilor de 5.13-8.46 mmol/g. Cele mai joase valori ale DAM, ca si in conditii de
laborator, sunt in faza stationard. Reducerea perioadei luminoase la 12 ore produce anumite
modificari n cantitatea DAM, dar nu atat de dramatice ca in cazul conditiilor de laborator. Cele
mai semnificative diferente se observa in perioada stationard, cand la iluminarea periodica are
loc cresterea DAM in biomasa de spirulina cu 26.7-55.0% fatd de valorile respective obtinute
pentru conditiile de iluminare continua (p<0.001).

Activitatea antioxidantd a extractelor hidrice din biomasa de spirulind obtinuta in
laborator in conditii de iluminare continui si periodica, de asemenea, a fost diferiti. In conditii
de laborator, la iluminare continud, in dependenta de faza ciclului vital valorile testului ABTS au
fost in limitele de 28.0-54.8% inhibitie (Figura 4.3. A). Se evidentiaza inceputul fazei de crestere
exponentiala, cand activitatea antioxidanta a extractului din biomasd este veridic mai mare
comparativ cu celelalte valori inregistrate pe durata ciclului vital (p<0.001). [luminarea periodica
provoaca modificari importante In nivelul activitatii antioxidante a extractelor de spirulind, care
difera in dependentd de etapa ciclului vital. Astfel, pe durata primelor 6 zile de cultivare a
spirulinei, in conditii de iluminare periodica activitatea antioxidantd este mai joasd cu 36.8-
55.5% fata de valorile pentru zilele respective inregistrate in extractele obtinute din biomasa

crescutd in conditii de iluminare continud. Ziua a 7-a— etapa de incetinire a cresterii se
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deosebeste, deoarece activitatea antioxidantd a extractului din biomasa de spirulind iluminata
periodic a fost semnificativ mai mare comparativ cu biomasa iluminata continuu. Faza stationara
este caracterizata prin valori asemanatoare (fara deosebiri veridice din punct de vedere statistic)
ale activitatii antioxidante in ambele variante de iluminare.

In conditii de producere, deosebirea dintre nivelul de activitate antioxidanti a extractelor
hidrice din biomasa de spirulind crescutd in conditii de iluminare continud si in conditii de
fotoperiodism nu este atat de clard ca in laborator (Figura 4.3. B). O scadere a activitatii
antioxidante 1n conditii de fotoperiodism se atesta in faza lag, la ziua a 4-a si la ziua a 10-a a
ciclului vital. Si 1n cea de-a treia zi a ciclului (faza de accelerare a cresterii) se observa diferenta
in activitatea antioxidanta a spirulinei obtinutd in 2 regimuri diferite de iluminare, numai ca
situatia este inversd. In aceastd etapa are loc o crestere a activititii antioxidante a extractului
hidric din biomasa de spirulina crescuta in conditii de fotoperiodism.

Astfel, rezultatele descrise ne permit sa concluzionam ca pentru tulpina industriala
Arthrospira platensis CNMN-CB-11 fotoperiodismul (12:12) prezinta o stare de stres, care este
foarte pronuntat in conditii de laborator pe toata durata ciclului vital. In conditii industriale, de
asemenea, fotoperiodismul poate fi apreciat ca o situatie de stres, dar un stres de o intensitate
mult mai joasd, comparativ cu situatia in laborator. In conditii industriale si in cele de laborator,
cel mai intens stres cauzat de reducerea timpului luminos este caracteristic pentru faza stationara
a ciclului vital.

Calitatea si intensitatea luminii, dar si fotoperiodismul au o influentd marcanta asupra
activitatii enzimelor antioxidante, in special asupra superoxiddismutazei la organismele
fotosintetizatoare. De exemplu, la alga Gracilariopsis tenuifrons crescuta in conditii de
fotoperiodism activitatea SOD 1n perioada de lumina este de 2 ori mai Tnalta decat in perioada de
intuneric. Variatiile circadiene in activitatea SOD dispar la cultivare in conditii de lumina
constantd. Aceasta demonstreaza implicarea luminii in reglarea activitatii SOD. Intensitatea si
lungimea de undd luminoasd aplicata, de asemenea, influenteaza activitatea SOD. Lumina
albastra s-a dovedit a fi cel mai bun inductor al activitatii SOD la aceasta alga [364]. Acelasi
efect al luminii albastre — cresterea activitatii enzimelor antioxidante, a fost observat si in cazul
plantelor superioare [203]. Intensitatea scdazutd a luminii pe o duratd de cateva cicluri circadiene
de asemenea este asociata cu cresterea activitatii enzimelor antioxidante [481].

Deoarece anterior am demonstrat ca pentru tulpina industriald Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 fotoperiodismul a prezentat o conditie de stres, am presupus cd activitatea
enzimelor antioxidante primare va fi, de asemenea, afectata. Rezultatele sunt prezentate in figura
4.4,
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Fig. 4.4. Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Arthrospira platensis in conditii
de stres de iluminare pe durata ciclului vital: (a) - conditii de laborator; (b) — conditii de
producere. ((24) - iluminare continua; (12/12) - iluminare periodica (12 ore lumini:12 ore
intuneric))

in conditii de iluminare continud, in laborator cea mai inalta activitate SOD si POD a fost
caracteristicd pentru perioada lag si cea de crestere exponentiali. In acest interval de timp
activitatea SOD la spirulina variaza in limita de 17.6-22.1 U/mg proteind, iar activitatea POD —
intre 26.2-29.3 U/mg proteina. In faza stationari activitatea enzimelor antioxidante primare
scade pana la nivelul inregistrat pentru inocul. In conditii de fotoperiodism, modificarea
activitatii enzimelor antioxidante comparativ cu iluminarea continua se observa incepand cu faza
cresterii exponentiale a culturii. In perioada zilelor 3-6 de cultivare se observa o crestere a
activitatii tuturor enzimelor studiate. Cea mai pronuntata crestere este in cazul SOD - activitatea
inregistratd este de peste 2 ori mai mare comparativ cu conditiile de iluminare continu. in
continuare activitatea enzimelor antioxidante scade. In faza stationari, activitatea SOD scade sub
nivelul caracteristic culturii de spirulind crescuta in conditii de iluminare continua, iar activitatea
POD practic se egaleaza cu cea a martorului.

Astfel, in conditii de laborator, atat la iluminare continud, cat si in conditii de

fotoperiodism, cea mai inaltd activitate a enzimelor antioxidante primare SOD si POD este
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caracteristica fazei lag si fazei exponentiale de crestere. In conditii de fotoperiodism, Tn timpul
etapelor mentionate ale ciclului vital, activitatea enzimelor studiate este mai mare (de peste 1.4
ori in cazul POD si de peste 2 ori in cazul SOD). Scaderea activitdtii SOD sub nivelul martorului
in conditii de fotoperiodism pe durata fazei stationare in conditii de laborator este un semn ca
intensitatea stresului creat este foarte nalt, iar enzimele de prima linie de aparare cedeaza si
urmeaza a se include alte componente nonenzimatice pentru a efectua protectia antioxidanta.

In conditii industriale, la iluminare continua activitatea SOD si POD este mai mare de
1.4-1.8 ori comparativ cu conditiile de laborator. De rand cu alte date prezentate mai sus, aceasta
confirma faptul ca conditiile industriale in sine constituie un factor de stres. Fotoperiodismul
intervine si el ca un alt factor de stres, care duce la o marire de pand la 1,5 ori a activitatii
enzimelor antioxidante. Spre deosebire de experientele de laborator, aici nu se atestd scaderea
activitatii SOD si POD in faza stationara. Astfel, in conditii industriale activitatea enzimelor
ramane inaltd pe durata intregului ciclu vital.

Tn tabelul A 4.2. sunt prezentate rezultatele cu referire la cantitatea de biomasa acumulati
si continutul de proteine, glucide, lipide, ficobiliproteine in biomasa de spirulind pe durata
ciclului vital in conditii de iluminare continui si in conditii de fotoperiodism. In conditii de
laborator, la iluminare cantitatea de biomasa in faza lag este cu 12 % mai mare decat in
conditiile de iluminare periodicd. Deoarece aceastd diferentd nu este semnificativa statistic,
vorbim doar despre o tendintd de marire, ceea ce nu poate indica asupra unei adaptari mai bune a
culturii la noile conditii dupa inoculare. Faza de crestere exponentiald se caracterizeaza prin
valori apropiate ale cantitatii de biomasa in ambele experiente. Diferentele se observa doar la
sfarsitul acestei faze si pe durata fazei stationare. In acest interval de timp, in conditii de
fotoperiodism cantitatea de biomasa este mai mare cu 23.3-39.3% comparativ cu conditiile de
iluminare continua (p<0.005). Diferenta aceasta se pastreaza pana la finele ciclului vital.

In conditii de producere, cantitatea de biomasi obtinuti la finele ciclului vital atat la
iluminare continud, cat si in conditii de fotoperiodism, este mai mare cu peste 16% (p<0.01)
comparativ cu experientele de laborator. Spre deosebire de conditiile de laborator, diferenta
dintre cantitatea de biomasd acumulatd este semnificativd deja in perioada de crestere
exponentiala. Astfel, la ziua a 5 a ciclului vital se inregistreaza cea mai mare diferentd intre
biomasa acumulata in cele doua experiente — de peste 60%. Cantitatea de biomasa de spirulind in
conditii industriale la iluminare periodica se mentine mai inalta cu 29.6-62.5% pana la sfarsitul
ciclului vital.

Observam ca regimul fotoperiodic pare a fi mai convenabil din punct de vedere

tehnologic, deoarece permite acumularea unei cantitati mai mari de biomasd de spirulind. Cu

117



toate acestea, cantitatea de DAM, activitatea antioxidantd a extractelor hidrice si activitatea
enzimelor antioxidante primare denota o stare de stres, care ar putea fi asociatd cu scaderea
calitatii si sigurantei biomasei obtinute 1n conditii de laborator: continutul de proteine in biomasa
spirulinei pe durata ciclului vital a fost practic constant atdt la iluminare constanta, cat si la
fotoperiodism. Diferenta constd in aceea cd la iluminare periodicd cantitatea de proteine in
biomasa de spirulind este semnificativ mai mica, comparativ cu conditiile optime pentru tulpina.
In dependenta de etapa ciclului vital sciderea cantititii de proteine in biomasa a constituit 12.1-
25.8%.

In conditii industriale avem acelasi tablou — un nivel practic uniform al cantititii de
proteine in biomasa atat la iluminare continud, cat si in conditii de fotoperiodism. Si in acest caz
avem o scadere a cantitdtii de proteine in biomasa de spirulind crescutd in conditii de
fotoperiodism comparativ cu cea crescuti la iluminare continui. In prima jumitate a fazei de
crestere exponentiald diferenta dintre variantele experimentale este statistic nesemnificativa
(zilele 3-5 ale ciclului vital). In celelalte perioade diferentele sunt veridice si constituie 13-15%.

Functia de baza a ficobiliproteinelor constd in colectarea energiei luminii si transmiterea
ei spre sistemul fotosintetic. Din acest punct de vedere, orice variere in regimul de iluminare ar
trebui sa produca modificari cantitative ale acestor compusi valorosi. Cantitatea de
ficobiliproteine in biomasa de spirulind pe durata ciclului vital in laborator in conditii de
iluminare continua variaza in limitele de 12.04-18.38% BAU, iar in conditii de fotoperiodism —
14.1-18.3%. Cu toate ca intervalele de variere sunt foarte apropiate, diferentele intre continutul
de ficobiliproteine in biomasa de spirulind sunt bine conturate pe durata ciclului vital. Astfel, in
faza lag si la inceputul fazei de crestere exponentiald, in conditii de fotoperiodism cantitatea de
ficobiliproteine in biomasa de spirulind este cu pana la 40% (p<0.001) mai mare decat in
perioadele respective in conditii de iluminare continui. In perioada ce urmeazi continutul de
ficobiliproteine in spirulind nu difera semnificativ in dependentd de regimul de iluminare.

in conditii de producere industriald, la iluminare continua, in perioadele critice ale
ciclului vital (faza lag - prima zi, prima zi a fazei de crestere exponentiala — a 3-a zi, faza de
incetinire a cresterii — a 7-a zi) avem un nivel mai inalt al ficobiliproteinelor In biomasa
comparativ cu conditiile de laborator si iluminare continui. In celelalte zile cantitatea de
ficobiliproteine in biomasa crescuta in laborator si cea crescuta in conditii industriale nu difera
semnificativ. In cazul iluminarii periodice, cresterea cantitatii de ficobiliproteine in biomasa de
spirulind in conditii industriale comparativ cu cele de laborator se inregistreazd in faza de

accelerare a cresterii (a 2-a zi) si in faza stationard. In aceste perioade cantitatea de
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ficobiliproteine in conditii de crestere industriala este cu 31-45% mai mare decat in conditii de
laborator.

Astfel, fotoperiodismul provoacd modificéri in continutul de ficobiliproteine in biomasa
intr-o maniera diferita in conditii de laborator si cele industriale. In conditii industriale, la finele
ciclului vital se observa cea mai mare crestere a cantitatii de ficobiliproteine — cu 32%
comparativ cu iluminarea continud in conditii de producere si cu 45% comparativ cu conditiile
de fotoperiodism in laborator.

Cantitatea de lipide in biomasa cianobacteriilor, de asemenea, este influentatd de
intensitatea luminii. Astfel, a fost demonstrat ca lumina de culoare rosie favorizeaza acumularea
de lipide in biomasa microalgelor. In conditii de imitare a ritmului circadian de iluminare (de la 0
la 1920pumol/m?s), cantitatea maximala de lipide la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803
(14% din biomasa uscata) se obtine la intensitatea maximala a luminii [138].

La spirulina in conditii de laborator, la iluminare continua cantitatea de lipide scade la
inceputul fazei de crestere exponentiald dupa care urmeaza cresterea lor cantitativa. La finele
ciclului vital cantitatea de lipide este maximald — 5.69% BAU. La cresterea spirulinei in conditii
de fotoperiodism cantitatea de lipide este stabild pe parcursul ciclului vital. O diferenta
semnificativa statistic se observa doar la finalul ciclului vital, cAnd cantitatea de lipide in
biomasa este cu 25% mai mica comparativ cu biomasa crescuta la iluminare continua.

In conditii industriale, la cultivare in regim de iluminare periodici cantitatea de lipide in
biomasa de spirulind este mai joasa ori foarte apropiata cu nivelul caracteristic pentru biomasa
crescutd la iluminare continua. Exceptie prezintd zilele 7-8, cand are loc Tncetinirea cresterii si
trecerea culturii in faza stationard, cand ca urmare a regimului fotoperiodic, se produce o crestere
a cantitatii de lipide cu 21-29%. Pe durata fazei stationare insa acest decalaj este eliminat,
cantitatile de lipide devenind echivalente in ambele experiente.

Glucidele constituie o componentd importantd a biomasei de spirulind. Cantitatea lor
poate fi influentatd esential de intensitatea luminii. De exemplu, producerea de glucide la 6
tulpini de nostoc a fost maritd esential prin aplicarea iluminirii cu intensitate inalta [324]. Tn
experientele noastre, de asemenea, am observat ca conditiile de iluminare influenteaza cantitatea
de glucide acumulate in celulele de spirulind. in conditii de iluminare continui, Tn laborator
cantitatea de glucide atinge 10-15%, in dependenti de varsta culturii. In experientele efectuate la
cresterea spirulinei in conditii de fotoperiodism Tn laborator s-a observat o crestere de peste 2 ori
a cantitatii de glucide. Exceptie a fost faza lag, dar si in aceastd faza cantitatea glucidelor in
biomasa de spirulind crescutd in conditii de fotoperiodism a fost mai mare decat in cazul

spirulinei crescute in conditii de iluminare continua (cu 31%).
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In conditii de producere industriala, iluminarea periodica provoacd o crestere a cantititii
de glucide in biomasa de spirulin, care in dependentd de faza ciclului vital constituie 48-79%.
Cel mai inalt continut de glucide in biomasa se inregistreaza in faza lag si in faza de incetinire a
cresterii. Faza stationara se caracterizeaza prin scaderea cantitdtii de glucide in biomasa crescuta
in conditii de fotoperiodism la nivelul inregistrat in spirulina crescuta la iluminare continua.

In concluzie la acest compartiment, putem afirma ci pentru tulpina industriala
Arthrospira platensis CNMN-CB-11 fotoperiodismul prezintd o stare de stres, care este mai
pronuntat in conditii de laborator. In conditii industriale si in cele de laborator, cel mai intens
stres cauzat de reducerea timpului luminos este caracteristic pentru faza stationara a ciclului
vital.

Cresterea tulpinii Arthrospira platensis CNMN-CB-11 in laborator in conditii de
fotoperiodism este asociatd cu scaderea activitatii enzimelor antioxidante (comparativ cu situatia
de iluminare continud) de la inceputul ciclului vital si pana la sfarsitul fazei de crestere
exponentiala, iar n conditii industriale o scadere veridica se vede, Tn special, la finalul ciclului
vital.

Fotoperiodismul este asociat in experientele noastre cu o crestere semnificativd a
cantititii de biomasa obtinuta pe durata unui ciclu vital. Astfel, in conditii industriale se obtine
de peste 1,6 ori mai multd biomasa decat la iluminarea continud a culturii. Cu toate acestea,
situatia datd trebuie tratatd cu atentie maxima, deoarece este asociatd cu un risc major de
acumulare a radicalilor liberi ca rezultat al situatiei de stres indus.

Prezenta stresului indus de fotoperiodism este confirmata si prin reducerea cantitatii de
proteine (cu pana la 25%) in biomasa de Arthrospira platensis CNMN-CB-11 obtinutd in
conditii de iluminare periodicd atat in laborator, cat si in conditii industriale, comparativ cu
conditiile de iluminare continua.

Fotoperiodismul provoaca modificari in continutul de ficobiliproteine in biomasa intr-o0
manierd diferitd in conditii de laborator si cele industriale. In conditii industriale, la finele
ciclului vital se observd cea mai mare crestere a cantitatii de ficobiliproteine — cu 32 %
comparativ cu iluminarea continua in conditii de producere si cu 45% comparativ cu conditiile
de fotoperiodism in laborator. Cresterea cantitatii de ficobiliproteine, asociatd cu cresterea
cantitatii de biomasa in conditii de fotoperiodism, poate fi o solutie simpld si eficienta atunci
cand scopul producerii spirulinei este obtinerea pigmentilor ficobilinici.

In conditii de laborator fotoperiodismul provoaci o scidere a cantititii de lipide la
sfarsitul ciclului vital, iar in conditii industriale aceste valori sunt foarte aseminitoare. In

schimb, in conditii industriale avem o scurta perioada (zilele 7-8) cand biomasa de Arthrospira
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platensis CNMN-CB-11 contine o cantitate de lipide cu o patrime mai mare comparativ cu
conditiile de iluminare constanta. Fotoperiodismul la aceasta tulpind este asociat si cu o crestere
a cantitatii de glucide in biomasa — de pana la doua ori in conditii de laborator si de pana la 1,8
ori in conditii industriale.

Cu toate ca in conditii de fotoperiodism unii parametri tehnologici se caracterizeaza prin
valori atractive (creste cantitatea de biomasa acumulata, precum si cantitatea de ficobiliproteine
si glucide in biomasd), aceasta situatie urmeaza a fi tratatd cu mare atentie, pentru a nu permite

compromiterea sigurantei produselor obtinute din cauza acumularii de radicali liberi.

4.3. Influenta stresului salin asupra Arthrospira platensis si Nostoc linckia n conditii
de laborator

Cantitatea de clorura de sodiu Th mediile pentru cresterea tulpinilor Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 si Nostoc linckia CNMN-CB-03 este < 1 g/l. Stresul provocat de acest compus la
ambele tulpini este asociat cu reducerea cantitatii de biomasa obtinuta, de aceea in conditii
industriale controlate asemenea situatii sunt evitate. Studiul tolerantei la clorura de sodiu are mai
mult valoare fundamentala, decét pur tehnologica (cu scop de producere a biomasei), din care
cauza experientele au fost realizate doar in conditii de laborator.

Pentru a evalua raspunsul culturii de Arthrospira platensis CNMN-CB-11 la stresul salin
au fost testate 5 concentratii de NaCl (10, 20, 30, 40 si 50 g/l). Tn calitate de control a fost
utilizata spirulina crescuta pe mediul SP-1, descris anterior. Tn acest mediu cantitatea de NaCl
este de 1 g/I. Tn calitate de marker al stresului oxidativ a fost utilizat ca si in exemplele
precedente cantitatea de dialdehida malonica in biomasa. Masurarile au fost efectuate de 3 ori pe
durata ciclului vital — la zilele 3, 6 si 10. Rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 4.5. La cea
de-a 3-a zi a ciclului vital nu se observa diferente statistic veridice intre variantele experimentale,
nivelul DAM fiind cuprins intre 3.46 si 4.70 mmol/g. Tn schimb, activitatea antioxidanti a
extractului hidric din biomasa de spirulina crescuta pe medii cu salinitatea inalta este cu 33.7-
45.3% mai joasa (p<0.001) comparativ cu biomasa crescuta Tn conditii de salinitate normala. La
cea de-a 6 zi de cultivare cantitatea DAM in biomasa de spirulina Tn conditii de stres salin n
dependenta de concentratia de NaCl este de 2.0-3.2 ori mai mare comparativ cu martorul.
Activitatea antioxidanta (testul ABTS), de asemenea, creste in conditii de stres salin cu 20-48%
comparativ cu martorul. Ca si la cea de-a 3 zi, nu s-au inregistrat deosebiri veridice statistic intre
variantele de stres salin. Aceste diferente devin vizibile abia la sfarsitul ciclului vital. Testele
efectuate la cea de-a 10 zi arata ca la concentratiile de 10 si 20 g/l NaCl atét cantitatea DAM, cat

si activitatea de inhibare a radicalului cation ABTS ™ ramane la acelasi nivel ca si la ziua a 6-a.
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Tn cazul concentratiei de 30 g/l cantitatea DAM creste si devine de 3,2 ori mai mare ca in martor,
lar activitatea antioxidanta scade pana la nivelul martorului. Concentratiile mari de NaCl (40 si
50 g/l) la finele ciclului vital au dus la cresterea si mai pronuntatda a DAM (de 4.6 si 4.9 ori mai
mare ca in control), dar si la 0 scadere esentiala a activitatii antioxidante (cu pana la 50%).
Astfel, rezultatele descrise mai sus denota ca salinitatea inalta prezinta un factor de stres pentru
cultura de spirulina. Stresul oxidativ se instaleaza lent, astfel la cea de-a 3-a zi a ciclului vital
nivelul markerului de stres oxidativ in biomasa este la nivelul controlului, iar la celelalte doua
monitoriziri — creste semnificativ. In acelasi timp, la a doua monitorizare si partial la cea de-a
treia, se atestd cresterea activitatii antioxidante a biomasei, care este 0 dovadd a mobilizarii

capacitatilor antioxidante ale celulei pentru a stinge radicalii formati.
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4.5. Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonica in biomasa de Arthrospira
platensis la diferite concentratii de NaCl in mediu. (C/3, C/6, si C/10—controlul la ziua 3,
6 si 10); 10, 20, 30, 40, 50— concentratia de NaCl, g/I)

Cu Tnaintarea in ciclul vital, la cea de-a 6-a zi putem vorbi despre o stare de stres oxidativ
pronuntat, confirmat prin nivelurile ridicate ale DAM. Activitatea antioxidantd a biomasei
continud sa ramana veridic mai mare comparativ cu martorul. Sfarsitul ciclului vital denota ca
concentratiile de 40 si 50 g/l NaCl provoaca un stres pronuntat, fiind asociate cu o crestere de
pana la 5 ori a cantitatii DAM si scaderea cu pana la 50% a activitatii antioxidante a extractelor
hidrice din biomasa.

Acelasi tip de experiente a fost realizat si cu tulpina Nostoc linckia CNM-CB-03. n
calitate de mediu nutritiv standard a fost utilizat mediul Gromov 6 optimizat. Cultivarea a fost
efectuata in baloane Erlenmeyer cu mentinerea urmatorilor parametri: pH-ul 6,8-7,2, temperatura

25-27 °C, densitatea fluxului de fotoni de 50 pM/m?/s, agitare periodica lenti. Durata cultivirii —

10 zile. Au fost aplicate aceleasi concentratii de clorurd de sodiu ca si in cazul spirulinei.
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Cantitatea DAM si activitatea antioxidantd a extractelor hidrice din biomasa de nostoc pe mediu
standard si in conditii de stres salin sunt prezentate in figura 4.6. Spre deosebire de spiruling, in
conditii de stres salin nostocul la cea de-a 3 zi a ciclului vital contine de 2.5-3.1 ori mai multa
DAM comparativ cu controlul. Tn cazul acestei tulpini nivelul de peroxidare a lipidelor se
intensifica semnificativ n conditii de stres salin. Activitatea antioxidanta a extractului hidric din
biomasa de nostoc crescut pe mediu cu 10 g/l NaCl este mai mare comparativ cu martorul
(p<0.01). Concentratiile mai mari de NaCl provoaca scaderea acestui parametru. Cea mai joasa
activitate de inhibitie a radicalului ABTS o are extractul din biomasa de nostoc crescut pe mediu

cu 50 g/l sare (cu 31% mai mic ca martorul, p<0.001).
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Fig. 4.6. Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonica in biomasa de Nostoc
linckia la diferite concentratii de NaCl in mediu. (C/3, C/6, si C/10—controlul la ziua 3, 6 si
10); 10, 20, 30, 40, 50— concentratia de NaCl, g/l)

La cea de-a 6 zi a ciclului vital, cantitatea DAM Tn biomasa de nostoc crescuta pe medii
cu diferite concentratii de NaCl ramane cu mult mai mare fata de martor (de 2.0-2.6 ori).
Activitatea antioxidanta a extractelor hidrice in cazul concentratilor de NaCl de 10 si 20 g/l este
la nivelul martorului, iar n cazul concentratiilor de 30, 40 si 50 g/l este veridic mai joasa (cu 17-
36%).

La cea de-a 10 zi a ciclului vital, Tn conditii de stres salin cantitatea DAM 1n biomasa de
nostoc continua sa ramana 1nalta, iar activitatea antioxidanta la concentratiile de 30, 40 si 50 g/l
— joasa comparativ cu martorul. Exista si 0 deosebire fata de rezultatele obtinute pentru
perioadele anterioare. In cazul concentratiei de 10 g/l activitatea antioxidanta a extractului hidric
din nostoc este veridic mai mare comparativ cu martorul. Activitatea enzimelor antioxidante
primare in celulele ambelor tulpini studiate a fost modificata semnificativ in conditii de stres

salin. La spirulina crescuta in conditii de stres salin la concentratia de 10 g/l NaCl are loc

123



Cresterea activitatii celor 3 enzime (Figura 4.7). Valorile crescute ale activitatii SOD n conditii
de stres indus prin aplicarea concentratiei de 10 g/l NaCl se mentin la toate etapele de
monitorizare, inclusiv la cea de-a treia zi a ciclului vital. La a 6-a zi a ciclului vital activitatea
SOD 1in variantele experimentale se pastreaza la nivelul zilei a 3-a, iar activitatea POD scade
comparativ cu valorile inregistrate anterior.

Tendinta data se pastreaza si la cea de-a 10-a zi de cultivare, activitatea POD fiind si mai

mica comparativ cu ziua a 6-a.
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Fig. 4.7. Activitatea enzimelor antioxidante la Arthrospira platensis in conditii de nivel
diferit de salinitate. (C/3, C/6, si C/10—controlul la ziua 3, 6 si 10); 10, 20, 30, 40, 50—
concentratia de NaCl, g/l)

Conform rezultatelor prezentate anterior, la ziua a treia nu se observa 0 crestere a
cantititii de dialdehidd malonica in biomasa de spirulini crescuti in conditii de stres salin. Tntr-o
anumitd masura, aceasta poate fi explicat prin activitatea inalta a enzimelor antioxidante primare,
care asigura eliminarea eficientd a superoxid - radicalului (SOD), iar apoi a H2O> format ca
rezultat al reactiei de dismutatie (POD). La concentratiile Tnalte de NaCl functia de eliminare a
peroxidului de hidrogen este realizata de peroxidaze, activitatea carora se mentine la un nivel
destul de Tnalt.

Ziua a 6-a de cultivare a spirulinei, in conditii de stres salin, se deosebeste printr-un nivel
foarte Tnalt al DAM 1in biomasa. Deosebirea de ziua a 3-a a ciclului vital consta in scaderea
activitatii POD. Astfel, chiar daca activitatea SOD este inaltd, scaderea activitatii enzimelor
implicate n eliminarea H20. duce la acumularea acestei molecule reactive si la formarea celui
mai periculos radical - radicalul hidroxil ("OH). Deoarece radicalul hidroxil ataca activ toate
macromoleculele nvecinate site-ului de formare, inclusiv lipidele, procesul de peroxidare este

foarte activ. Aceasta situatie este reflectatd in marirea nivelului de DAM, care la spirulina, n
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conditii de stres salin, este pronuntata la sfarsitul fazei de crestere exponentiala a culturii si Tn
faza stationara.
Activitatea enzimelor antioxidante primare la tulpina Nostoc linckia CNM-CB-03, de

asemenea, se modifica in conditii de stres salin (Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Activitatea enzimelor antioxidante la Nostoc linckia in conditii de nivel diferit de
salinitate. (C/3, C/6, si C/10—controlul la ziua 3, 6 si 10);
10, 20, 30, 40, 50— concentratia de NaCl, g/I)

In linii generale, tendintele se pastreaza ca si in cazul spirulinei. La nostoc, de asemenea,
creste activitatea SOD si scade activitatea POD. La cea de a 3-a zi a ciclului vital, in conditii de
stres salin, Tncepdnd cu cea mai joasa concentratie de NaCl aplicata (10 g/l), activitatea SOD
creste de peste 3 ori, iar activitatea POD scade aproximativ de 2 ori. Aceasta situatie Se pastreaza
pe intreaga durati a ciclului vital cu anumite fluctuatii valorice. Tn aceste conditii, tinand cont de
explicatiile aduse mai sus, putem argumenta cresterea semnificativa a nivelului DAM in biomasa
de nostoc in conditii de stres salin prin dezechilibrul in activitatea enzimelor antioxidante
primare — cresterea activitatii SOD si scaderea activitatii POD.

Cantitatea de biomasa de spirulina produsa in conditii de stres salin la ziua a 3-a si a 6-a
este practic la nivelul controlului (Tabelul A.4.3.). La sfarsitul ciclului vital insa (ziua a 10-a), in
dependenta de concentratia de NaCl, cantitatea de biomasa de spirulind acumulata este cu 16,8-
35,6% mai joasa comparativ cu conditiile standard. Calitatea biomasei obtinute, de asemenea,
este diferita in conditii de stres salin. La ziua a 3 si a 6-a cantitatea de proteine in biomasa de
spirulina crescuta n conditii de stres salin scade usor (in unele variante experimentale, statistic
nesemnificativ) comparativ cu controlul.

Ca si in cazul biomasei, diferentele sunt evidente la sfarsitul ciclului vital. Biomasa de
spirulind crescuta n conditii de stres salin contine cu pana la 29% mai putine proteine decat

controlul. Scade si cantitatea de ficobiliproteine in biomasa.
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La ziua a 6-a a ciclului vital, la concentratiile de 30, 40 si 50 g/l NaCl cantitatea de
ficobiliproteine scade cu 38-45% comparativ cu controlul. La sfarsitul ciclului vital si in cazul
concentratiilor mici (10 si 20 g/l) de NaCl cantitatea de ficobiliproteine Tn biomasa este
semnificativ redusa — cu 27-34%.

Cantitatea de lipide Tn biomasa de spirulina creste Tn conditii de stres salin. Diferenta este
vizibila deja la ziua a 3-a a ciclului vital, cadnd in dependenta de concentratia de sare utilizata s-a
obtinut 0 crestere de 12,6-20,4%. Odata cu varsta culturii creste si diferenta dintre cantitatea de
lipide Tn biomasa de spirulina crescuta in conditii de stres salin si control. La ziua a 10-a, in toate
variantele cu stres salin cantitatea de lipide n spirulina este mai mare ca in control cu 35-63%.
Cantitatea de glucide in spirulina n conditii de stres salin, de asemenea, creste. La cea de a treia
zi a ciclului vital o crestere a continutului de glucide se observa la concentratiile de 30, 40 si 50
g/l NaCl (cu pana la 33%). La sfarsitul fazei de crestere exponentiala cantitatea de glucide in
toate variantele cu stres salin este mai mare ca in control cu pana la 46%. La ziua a 10-a
cresterea continutului de glucide este si mai pronuntata — cu 45-81% comparativ cu controlul.

Cresterea cantitdtii de glucide si lipide in conditii de stres salin este orientata spre
minimalizarea pierderii de apa de catre celule in conditii hiperosmotice si prezinta un mecanism
universal de protectie a organismelor in conditii extreme.

Si Tn cazul nostocului cantitatea de biomasa obtinutd in conditii de stres salin este mult
mai joasa comparativ cu controlul. La concentratia de 10 g/l NaCl scaderea devine semnificativa
doar la sfarsitul ciclului vital, cAnd cantitatea de biomasa acumulata Tn conditii de stres este cu
aproximativ 19% mai mica comparativ cu martorul. Celelalte concentratii provoaca o diminuare
a cantitatii de biomasa incepand cu cea de-a 6 zi a ciclului vital — cu pana la 26%, iar la sfarsitul
ciclului diferenta constituie deja pana la 39%.

Spre deosebire de spirulina, la nostoc cantitatea de proteine Th biomasd variaza
nesemnificativ Tn conditii de stres salin. Doar concentratia de 50 g/l NaCl provoaca o scadere a
continutului de proteina cu pana la 21% comparativ cu controlul. Cantitatea de ficobiliproteine
ramane la nivelul martorului pe durata fazei exponentiale in biomasa de nostoc crescuta pe
mediu cu 10 g/l NaCl. La sfarsitul ciclului vital chiar si la aceasta concentratie Se observa 0
scadere usoara a cantitatii de ficobiliproteine. La concentratiile mai mari de NaCl cantitatea de
ficobiliproteine in nostoc scade cu 38-59% fata de control. Continutul de lipide Tn toate
variantele cu stres salin la cea de-a 3-a zi a ciclului vital este la nivelul martorului, iar la ziua a 6-
a si a 10-a creste semnificativ - cu 20-58% fata de control. Si continutul de glucide are un trend
pozitiv in variantele cu stres salin, iar la sfarsitul ciclului se observa o crestere semnificativa cu

pana la 33% fata de martor n toate variantele experimentale.
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Concentratiile Tnalte de sare in mediile de cultivare a tulpinilor studiate de spirulina si
nostoc sunt asociate cu stresul oxidativ in celulele cianobacteriilor, fapt care este confirmat prin
cresterea cantitatii de DAM, care este un produs final al peroxidarii lipidelor. La concentratia de
10 g/l de NaCl sistemul enzimatic de protectie antioxidanta la spirulind functioneaza echilibrat si
asigura protectia eficienta a celulelor datorita activitatii marite a SOD si POD. La concentratiile
Tnalte de NaCl apare o discrepanta in functionarea acestui sistem, exprimata prin activitatea
sporitd a SOD si scaderea activitatii peroxidazei. La nostoc, acelasi fenomen se observa la prima
monitorizare (a treia zi ) si este caracteristic pentru toate concentratiile, inclusiv pentru cea de 10
g/l NaCl.

Ca rezultat al stresului instalat, cantitatea de biomasa obtinuta intr-un ciclu de crestere
scade esential atat la spirulind, cét si la nostoc. Starea de stres afecteaza, de asemenea, si calitatea
biomasei. Stresul salin duce la scaderea cantitatii de proteine si ficobiliproteine la ambele culturi

si la cresterea continutului de lipide si polizaharide.

4.4. Influenta ionilor metalici asupra Arthrospira platensis CNMN-CB-11, Nostoc
linckia CNM-CB-03 si Porphyridium cruentum CNM-AR-01

In acest capitol este expusa analiza reactiilor de rispuns ale culturilor de spirulind, nostoc
si porfiridium la actiunea Zn** (recunoscut ca stimulator de crestere in anumite limite de
concentratii) si Cu?* (cu potential toxic pronuntat chiar la concentratii joase). Cuprul a fost
introdus in forma de sare — sulfat de cupru, in cantitate de 5 mg/l, iar zincul — in forma de acetat
de zinc de aceiasi concentratie. Adaugarea sulfatului de cupru s-a efectuat la momentul pregatirii
mediului nutritiv (varianta I) si la inceputul fazei cresterii exponentiale (varianta II). Varianta a
doua a fost aplicatd pentru a verifica, daca varsta culturii are influentd asupra nivelului de
toxicitate provocat si dacd este posibil de a minimaliza efectele nocive asupra culturii.
Monitorizarea parametrilor biochimici s-a efectuat pe durata fazei de crestere exponentiala (ziua
a 3-a — a 7-a). Mediul nutritiv utilizat in varianta control continea CuSO45H20 1n cantitate de
0.08 mg/I si nu continea zinc.

Cantitatea de dialdehida malonicéd in biomasa de spirulina crescuta in mediu cu cupru si
zinc si activitatea antiradicalica a extractului hidric sunt prezentate Tn Figura 4.9. Conform
rezultatelor, cantitatea de dialdehida malonica in biomasa control si in cea crescutd pe mediu cu
acetat de zinc este la acelasi nivel, iar in ziua a 4-a si a 5-a — cantitatea DAM este chiar mai mare
Tn cazul martorului. Astfel, acetatul de zinc nu a fost un factor de stres, care sa induca oxidarea

accelerata a lipidelor din componenta celulelor de spirulina.
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Complet altfel a fost situatia la addugarea sulfatului de cupru. Prezenta metalului in
mediul nutritiv, care este adaugat la inocularea culturii se asociaza cu marirea cantitatii de DAM
in biomasa de spirulina pe durata fazei de crestere exponentiala de 1,3-3,7 ori comparativ cu
controlul si de 1,8-4,0 ori comparativ cu valorile respective obtinute la adaugarea acetatului de
zinc Tn mediu nutritiv. Si cea de-a doua variantd experimentald, cand sulfatul de cupru a fost
adaugat la cea de-a treia zi de cultivare, de asemenea, se deosebeste prin valori foarte inalte ale
DAM. Diferenta este vizibila incepand cu cea de-a 4 zi a ciclului vital. Pe durata perioadei intre
zilele a 4-a si a 7-a in aceastd experienta, cantitatea DAM este de 1,3 — 3,3 ori mai mare
comparativ cu controlul si de 1,7-3,6 ori mai mare fatd de nivelul DAM 1in spirulina crescutd in

prezenta acetatului de zinc
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Fig.4.9. Activitatea antioxidanta si continutul de dialdehidd malonica in biomasa de
Arthrospira platensis in prezenta cuprului si zincului. ((C) - control; (CuSOas) - 5 mg/I
CuSOg4 adaugat la prima zi; (CuSOs+) - 5 mg/l CuSO4 adaugat la ziua a 3-a; (Zn acet) - 5
mg/l ZnCsH1006 adaugat la prima zi)

Activitatea antioxidantd a extractelor hidrice din biomasa de spirulind de asemenea este
modificata in cazul utilizarii sulfatului de cupru. In ambele variante experimentale se observa o
scadere semnificativa (p<0,001) a valorilor testului ABTS. In cazul aplicrii acetatului de zinc nu
are loc o modificare semnificativa a activitatii antioxidante.

Datele prezentate mai sus demonstreazd ca cuprul induce o stare de stres pronuntat la
spirulind, care este confirmat prin cresterea cantitatii DAM si scaderea activitatii antioxidante a
extractelor hidrice din biomasd. Adaugarea intarziatd a sulfatului de cupru nu amelioreaza

situatia data. La 24 ore dupa adaugarea ionilor de metal, cantitatea DAM o depaseste pe cea din
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biomasa probei control de 1,7 ori, iar la sfarsitul fazei de crestere exponentiala, cantitatea de
produse finale ale degradarii oxidative ale lipidelor este de 3,6 ori mai mare ca in control. Zincul
nu produce accelerarea procesului de peroxidare al lipidelor, cantitatea DAM fiind la nivelul
controlului. De asemenea, nici activitatea antioxidantd nu este modificata la spirulina sub
influenta zincului.

Mediul nutritiv pentru cresterea tulpinii Nostoc linckia CNMN-CB-03 contine zinc in
forma de ZnSO4¢7H20 in cantitate de 0.05 mg si nu contine cupru. Cantitatea de dialdehida
malonica in biomasd de nostoc obtinutd pe mediu la care a fost adaugat sulfatul de cupru ori
acetatul de zinc n cantitate de 5 mg/l si activitatea antiradicalica a extractului hidric sunt

prezentate in Figura 4.10.
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Fig.4.10. Activitatea antioxidanti si continutul de dialdehida malonica in biomasa de
Nostoc linckia in prezenta cuprului si zincului. ((C) - control; (CuSOs) - 5 mg/l CuSO4
adaugat la prima zi; (CuSOs+) - 5 mg/l CuSO4 adaugat la ziua a 3-a; (Zn acet) - 5 mg/I

ZnC4H1006 addugat la prima zi)

Ca si in cazul spirulinei, adaugarea la mediul nutritiv a unei cantitati de 5 mg/l de acetat
de zinc nu a provocat modificarea nivelului DAM 1in biomasa si nici a activitatii atioxidante a
extractului hidric. Sulfatul de cupru insd, a provocat o crestere semnificativa a dialdehidei
malonice si o scadere a activititii antioxidante a extractelor hidrice. In cazul DAM, termenul de
introducere a sarii de cupru nu a avut un impact vadit. Atat in cazul introducerii CuSO4 Th mediu
nutritiv la inoculare, cat si in cazul adaugarii lui la zivua a 3-a a ciclului vital, cantitatea DAM 1n
biomasa de nostoc creste de 3,0-3,7 ori. Tn schimb, la adaugarea cuprului la inceputul fazei de
crestere exponentiald activitatea antioxidantd a extractelor hidrice din biomasa scade mai putin
(cu 20-47%) comparativ cu experienta unde cuprul a fost adaugat la inceputul ciclului vital

(scaderea cu 40-206%). Rezultatele demonstreaza ca sulfatul de cupru in cantitate de 5 mg/I, in
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special la addugarea lui la inceputul ciclului vital, genereaza o stare de stres oxidativ pronuntat.
Cantitatea markerului stresului — DAM - creste de peste 3 ori, iar activitatea antioxidantd scade
spre sfarsitul fazei cresterii exponentiale, de asemenea, de 3 ori. Adaugarea mai tarzie a
sulfatului de cupru este asociata totusi cu starea de stres oxidativ pronuntat, dar scidderea
activitatii antioxidante a extractelor hidrice in acest caz este de cel mult 1,5 ori fatd de proba
martor.

Acelasi tip de test a fost realizat si pentru cultura de porfiridium. Rezultatele sunt
prezentate in figura 4.11. Activitatea antioxidanta a extractului hidric din biomasa de porfiridium
in raport cu radicalul ABTS™, in varianta cu adaugarea sulfatului de cupru la prima zi scade de
2.1-2.4 ori comparativ cu martorul. La adaugarea cuprului in cea de-a treia zi de cultivare de
asemenea, se observd o scadere a acestui parametru, dar mult mai putin pronuntata — de
maximum 1.4 ori fatd de martor, efectul negativ fiind in crestere pe durata ciclului de cultivare a
microalgei. Prezenta acetatului de zinc nu produce modificari ale valorilor testului ABTS pe

durata cultivarii.
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Fig.4.11. Activitatea antioxidanta si continutul de dialdehidd malonica in biomasa de
Porphyridium cruentum in prezenta cuprului si zincului. ((C) - control; (CuSOs) - 5 mg/I
CuSOg4 adaugat la prima zi; (CuSQOs+) - 5 mg/l CuSO4 adaugat la ziua a 3-a; (Zn acetat) - 5
mg/l ZnCsH1006 adaugat la prima zi)

Cantitatea de dialdehida malonica n biomasa de porfiridium in cazul prezentei acetatului
de zinc Tn mediu este similara cu cea caracteristica martorului. Prezenta ionilor de cupru produce
o crestere semnificativa a cantititii DAM, in ambele variante de administrare a compusului.
Atunci cand sulfatul de cupru este adaugat la ziua a 3-a de cultivare cantitatea DAM creste de
1.4 — 1.9 ori comparativ cu martorul, iar in cazul addugarii compusului la inceputul ciclului de

crestere — de 2.1 -3 ori.
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Activitatea enzimelor antioxidante se modificd puternic sub actiunea cuprului, atat la
spiruling, cat si la nostoc. La adaugarea cuprului la inoculare, incepand cu cea de-a 4 zi a ciclului
vital se observd o scadere semnificativd a activitdtii superoxiddismutazei la spirulind. Cand
sulfatul de cupru a fost adaugat la cea de-a treia zi de cultivare, scaderca semnificativa a
activitatii SOD se observa la cea de-a 6-a zi. Observam ca in ambele variante, la sfarsitul fazei de
crestere exponentiald avem o scadere cu 41-44 % a activitatii SOD in experientele cu cupru

comparativ cu controlul (Figura 4.12).
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Fig.4.12. Activitatea enzimelor antioxidante Tn biomasa de Arthrospira platensis in prezenta
cuprului si zincului. ((C/3, C/4, C/5, C/6, C/7) - controlul pentru ziua respectiva; (CuSQOs) -
5 mg/l CuSOs adaugat la prima zi; (CuSQO4+) - 5 mg/l CuSO4 adaugat la ziua a 3-a; (Zn
acet) - 5 mg/l ZnCsH1006 adaugat la prima zi)

Activitatea peroxidazei, de asemenea, scade sub influenta cuprului. La cea de-a 7-a zi
aceastad scadere constituie 39-52%. Astfel, actiunea inhibitoare a cuprului asupra enzimelor
antioxidante primare nu se vede imediat, ci se manifesta in timp. Acetatul de zinc nu are efect
inhibitor asupra SOD si POD Ila spirulind. Activitatea enzimelor pe durata fazei de crestere
exponentiala este la nivelul controlului, iar la cea de-a 7 zi de cultivare se observa o crestere
semnificativa a activitatii SOD si POD sub actiunea zincului (cu 22,2 si 30,7%, respectiv).

La nostoc, cuprul provoaca inhibarea activitatii enzimelor antioxidante primare pe toata
durata fazei de crestere exponentiald (figura 4.13). Atunci cand sulfatul de cupru a fost adaugat
la inoculare, la inceputul fazei cresterii exponentiale activitatea SOD scade de 2,7 ori, iar POD —
de 1,8 ori comparativ cu controlul. Pe durata acestei faze, in biomasa de nostoc crescut pe mediu
cu sulfat de cupru se mentine un nivel jos al activitatii enzimelor antioxidante. La sfarsitul fazei,

nivelul de inhibitie al enzimelor este foarte pronuntat.
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Atunci cand sulfatul de cupru este introdus la ziua a 3-a de cultivare, deja peste 24 ore
activitatea SOD si POD scade semnificativ (de 3,3 si 2,4 ori, respectiv). Si in aceastd varianta
activitatea enzimelor antioxidante primare rdmane mult mai joasa comparativ cu controlul pe

durata fazei exponentiale.
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Fig.4.13. Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Nostoc linckia in prezenta
cuprului si zincului. ((C/3, C/4, C/5, C/6, C/7) - control pentru ziua respectiva; (CuSOz) - 5
mg/l CuSO4 adaugat la prima zi; (CuSOas+) - 5 mg/l CuSO4 adiugat la ziua a 3-a; (Zn acet)

- 5 mg/l ZnCsH1006 adiugat la prima zi)

Acetatul de zinc nu modifica esential activitatea enzimelor antioxidante la nostoc. Atat la
inceputul, cét si la sfarsitul fazei exponentiale activitatea SOD si POD se mentine la nivelul
controlului.

La cultura Porphyridium cruentum, de asemenea, putem urmari modificari serioase ale
activitatii enzimelor antioxidante de prima linie de protectie, in special in conditii de interactiune
cu ionii de cupru (figura 4.14). Cele mai mici fluctuatii au fost observate pentru enzima
superoxiddismutaza, activitatea careia creste semnificativ doar in cazul addugarii sulfatului de
cupru la inceputul ciclului de cultivare, dar aceste deosebiri se atenueaza spre finalul fazei de
crestere exponentiald. Activitatea enzimelor implicate in inlaturarea peroxidului de hidrogen —
catalaza si peroxidaza, insa, se modificd intr-o manierd mult mai accentuatd. La addugarea
sulfatului de cupru la inceputul perioadei de cultivare se produce o crestere a activitatii POD si o
diminuare a activititii catalazei (CAT). In zilele 3-5, activitatea POD creste de 2.5 -3.0 ori
comparativ cu martorul, iar activitatea CAT scade de peste trei ori. In urmatoarea zi diferentele
se atenueazi, dar totusi raman semnificative. Tn ziua a saptea, activitatea POD revine la nivelul

martorului, iar activitatea CAT ramane semnificativ mai joasa. La adaugarea sulfatului de cupru
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in sistem la inceputul fazei cresterii accelerate a culturii, variatiile activitatii enzimatice repeta

acelasi model ca si in cazul descris mai sus, dar amplitudinea oscilatiilor este mult mai redusa.
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Fig.4.14. Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de Porphyridium cruentum in
prezenta cuprului si zincului. ((C/3, C/4, C/5, C/6, C/7) - control pentru ziua respectiva;
(CuSO0g) - 5 mg/l CuSO4 adiugat la prima zi; (CuSOs+) - 5 mg/l CuSO4 adiugat la ziua a 3-
a; (Zn acet) - 5 mg/l ZnCsH1006 adiugat la prima zi)

Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa spirulinei si a nostocului sub actiunea
cuprului si a zincului denota doua stari diferite ale culturilor de cianobacterii. Tn cazul cuprului
este vorba de un stres oxidativ profund. Caderea activitdtii SOD si POD duce la acumularea
radicalilor si moleculelor reactive, care ataca lipidele din componenta membranelor. Ca rezultat
al procesului de peroxidare a acestora se formeaza o cantitate sporita de DAM, care serveste
drept marker al stresului.

In cazul acetatului de zinc este o situatie diferitd. Activitatea enzimelor antioxidante
primare nu este afectatd si ca rezultat, acestea realizeaza protectia eficienta a celulelor. Lipsa
stresului este confirmata si prin nivelul normal al DAM.

Cantitatea de biomasd de spirulind este influentatd esential de cupru. La addugarea
sulfatului de cupru la Inceputul ciclului de viata, cantitatea de biomasa de spirulind scade cu pana
la 40 % spre mijlocul fazei de crestere exponentiala, iar la ziua a 6-a cultura este deja in faza de
declin (Tabelul A. 4.4). Situatia este mai buna in cazul adaugarii sulfatului de cupru la cea de a
treia zi de cultivare. Tn acest caz, cantitatea de biomasa obtinuta la sfarsitul fazei de crestere
exponentiala este cu pana la 24% mai joasa comparativ cu cultura netratata.

Tinand cont de faptul ca in producerea industriala de cele mai multe ori parametrul

principal este cantitatea de biomasa obtinuta, situatia descrisd mai sus ar parea o solutie in cazul
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cand este necesar de a introduce anumite substante chimice la mediul nutritiv. Aparent,
addugarea acestora la inceputul fazei de crestere exponentiala ar solutiona problema pierderilor
masive de biomasa. In acelasi timp, in aceste conditii cantitatea de dialdehidi malonica este
foarte Tnaltd in biomasa si practic nu se deosebeste de varianta, cand sulfatul de cupru este
adaugat la inceputul cultivarii (Figura 4.12). Astfel, cu toate cd avem un nivel acceptabil de
biomasa, calitatea ei poate prezenta un pericol real pentru consumatori din cauza produselor
degradarii oxidative a acesteia. Situatia datd denotd ca cantitatea de biomasa nu poate fi un
indicator al sigurantei produselor ficologice si este necesar de a introduce parametri de control,
care sa permitd de a evita utilizarea biomasei care prezintd potential prooxidant Tnalt. Acetatul de
zinc din contra, la inceputul fazei de crestere exponentiald, provoaca o crestere a biomasei de
spirulind cu pana la 21%, iar spre sfarsitul fazei, avem o egalare cu controlul (Tabelul A.
4.4).Continutul de proteine si ficobiliproteine in biomasa de spirulind scade atunci cand cuprul
este adaugat la Inceputul ciclului de viatd. Astfel, cantitatea de proteine sub influenta cuprului
este cu 38% mai joasa la sfarsitul fazei de crestere exponentiald, iar cantitatea ficobiliproteinelor
scade de peste 10 ori. La adaugarea cuprului la ziua a treia continutul de proteine in spirulind nu
se modifica semnificativ, in schimb cantitatea de ficobiliproteine scade de 2.3 ori. Cantitatea de
lipide este maritd sub actiunea cuprului cu peste 40% in ambele variante. Si cantitatea hidratilor
de carbon creste sub influenta cuprului de 2.0-2.3 ori.

Tn cazul nostocului, sulfatul de cupru are efect de diminuare a biomasei obtinute doar in
varianta in care a fost adaugat la inceputul cultivarii. Comparativ cu spirulina, la nostoc nu se
observa clar un declin al culturii, dar are loc o oprire a acumuldrii de biomasa. Aceasta poate fi
explicat prin capacitatea nostocului de a intra in perioade de latentd in caz de conditii
nefavorabile ale mediului ambiant. Atunci cand sulfatul de cupru este adaugat la cea de-a treia zi
de cultivare, practic nu avem o scadere semnificativa statistic a cantitatii de biomasa, doar ca si
aceastd tulpind acumuleaza o cantitate foarte inalta de DAM.

Calitatea biomasei de nostoc, de asemenea, este modificata sub influenta cuprului. Ca si
la spirulina, la nostoc cantitatea de proteine scade de peste 2 ori atunci cand sulfatul de cupru
este addugat la Inceputul ciclului de viata si de peste 3 ori, cand cuprul este adaugat la cea de a
treia zi. Cantitatea de ficobiliproteine, indiferent de timpul adaugarii cuprului scade de peste 3
ori comparativ cu martorul. Tn ambele variante cu cupru, in biomasa de nostoc creste continutul
de carbohidrati de aproximativ 1.3 ori si de lipide — de pana la 1.6 ori. Acetatul de zinc nu
produce modificari majore in cantitatea proteinelor totale, lipidelor si hidratilor de carbon la
spirulind si nostoc. Doar cantitatea de ficobiliproteine la spirulind scade cu 29%, iar la nostoc —

creste cu 45% (datele analizate pot fi urmarite in Tabelul A4.4).
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Microalga Porphyridium cruentum prezintd reactii foarte asemanatoare cu cele ale
nostocului. Cantitatea de biomasa obtinutd la finalul ciclului de cultivare in prezenta cuprului
este mai joasa, cu 12 % comparativ cu martorul in cazul adaugarii compusului in cea de-a treia
zi de cultivare si cu 25% la adaugarea acestuia in prima zi. Chiar daca parametrii biochimici ai
biomasei se modifica in limite moderate (datele pot fi urmarite in tabelul A4.5), cantitatea DAM
si abaterea de la valorile normale a activitétii enzimelor antioxidante de prima linie indica clar ca
prezenta ionilor de cupru sunt un factor de stres eminent pentru aceastd microalga.

Astfel, aici am analizat doud situatii diferite: actiunea unui metal cu potential toxic inalt —
cuprul, si a unuia mai putin toxic — zincul asupra a trei tulpini de importanta industrialda —
Arthrospira platensis CNMN-CB-11, Nostoc linckia CNMN-CB-03 si Porphyridium cruentum
CNMN-AR-01. Am constatat ca cuprul induce stresul oxidativ la toate tulpinile, fiind adaugat la
inoculare, ori la cea de-a treia zi de crestere. In aceste conditii, Tn biomasa ficologica creste
semnificativ cantitatea DAM, scade activitatea antioxidantd a extractelor hidrice, se modifica
semnificativ activitatea enzimelor antioxidante primare.

Cantitatea de biomasa in cazul celor trei tulpini scade semnificativ atunci cand cuprul este
adaugat la inoculare. In cazul cand cuprul este adiugat la cea de a treia zi de cultivare, pierderile
de biomasa sunt mai putin pronuntate, la fel ca si cele de proteina sau alti compusi valorosi.

Ambele tulpini cianobacteriene au raspuns prin marirea cantitatii de carbohidrati si de
lipide la prezenta cuprului, indiferent de timpul de adaugare a lui, iar in cazul porfiridiumului
creste doar cantitatea de carbohidrati, in timp ce cantitatea de lipide scade. De asemenea, in
biomasa de spirulind si nostoc scade semnificativ cantitatea pigmentilor ficobilinici sub influenta
cuprului. Tn cazul porfiridiumului, reducerea cantititii de pigmenti ficobilinici persistd, dar este
mai putin pronuntata.

Acetatul de zinc in concentratia de 5mg/l nu s-a manifestat ca inductor de stres la
tulpinile studiate. Astfel, cantitatea de DAM, activitatea antioxidantd a extractelor hidrice si
activitatea enzimelor antioxidante primare nu se modifica sub influenta zincului, ori se modifica
in limite foarte inguste. In acelasi timp, in cazul nostocului zincul sporeste cantitatea de biomasi
cu peste 20%. In mod diferit se modifica si cantitatea de ficobiliproteine — scade la spirulina si
creste la nostoc. Astfel, zincul poate fi un inductor ori inhibitor specific pentru anumite procese
metabolice la cianobacterii, iar pentru descifrarea mecanismelor acestei actiuni este necesar de a

acumula date cu referire la diferite tulpini.
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4.5. Concluzii la capitolul 4.

In acest capitol este prezentat efectul stresului termic si al iluminarii asupra spirulinei
(tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11) in conditii de laborator si de producere industriala.
De asemenea, sunt descrise efectele stresului salin si stresului provocat de ionii metalici asupra
spirulinei si nostocului (tulpina Nostoc linckia CNMN-CB-03) si efectele stresului provocat de
cupru asupra porfiridiumului (tulpina Porphyridium cruentum CNMN-AR-01) in conditii de
laborator.

Rezultatele obtinute sugereaza cd conditiile de productie, cu mentinerea nivelului optim
al factorilor fizici, pentru spirulind sunt conditii de stres in comparatie cu cele de laborator, fapt
confirmat prin cantitdti mai mari ale markerului de stres in biomasa, in special in punctele
vulnerabile ale ciclului vital. Temperatura mai inalta decat optimul pentru cultura si iluminarea
periodica sunt factori de stres pentru spirulina atat in conditii de laborator, cat si de producere.
Cantitatea de dialdehida malonica din biomasa crescutd in conditii de laborator la temperatura
supraoptimala a fost de 3 ori mai mare fatd de temperatura optima, iar in conditii de producere
industrialda - cu 37% mai mare. Activitatea enzimelor antioxidante primare, de asemenea, este
mai Tnaltd atunci cand spirulina creste in regim termic supraoptimal, in special discrepanta fiind
caracteristica pentru faza de latenta si faza de crestere exponentiala timpurie. Astfel,
sensibilitatea spirulinei la stres hipertermic este mai pronuntatd in conditii de laborator
comparativ cu conditiile industriale.

Arthrospira platensis CNMN-CB-11 este o tulpina tehnologica selectata pentru cultivarea
industriala in conditii de iluminare continua si ciclu tehnologic comparativ scurt. Conditiile
fotoperiodismului cu 12 ore de lumind si 12 ore de intuneric induc o stare de stres, care este
foarte pronuntata in conditii de laborator pe tot parcursul ciclului vital al cianobacteriei, cu
accent deosebit la trecerea culturii in faza stationard. In conditii industriale, fotoperiodismul
poate fi privit, de asemenea, ca un stres, dar de o intensitate mult mai mica fatd de situatia din
laborator. Conditiile fotoperiodismului cauzeaza o crestere a activitatii enzimelor antioxidante, Tn
special pe durata fazelor de latenta si crestere exponentiald. Pe durata fazei stationare n conditii
de laborator are loc o reducere semnificativa a activitatii SOD, fenomen care lipseste in conditii
de producere industriala.

Rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor descrise 1n acest capitol sugereaza necesitatea
aplicarii in conditii de producere a mai multor parametri de control a calitatii decat cei care au la
baza productivitatea. Astfel, cu toate cd s-a demonstrat cd iluminarea periodica este o stare de
stres pentru tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11 la diferite etape ale ciclului, cantitatea

de biomasa obtinuta atat in conditii de laborator, cat si in conditii industriale este cu aproximativ
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40-60% mai mare decat in conditii de iluminare continui. In acelasi timp, avem o scidere
pronuntatd a unuia dintre principalii parametri de calitate a biomasei de spirulina — cantitatea de
proteine In biomasad, care in conditiile mentionate este cu pana la 26% mai joasa decat in conditii
de iluminare continui. In schimb, in aceste conditii putem asigura o producere mai mare de
ficobiliproteine (cu 32%) si carbohidrati (pana la 1,8 ori) in comparatie cu iluminarea continua.
Astfel, in dependenta de scopul in care va fi utilizata biomasa obtinutd, putem aplica diverse
strategii de gestionare eficientd a starilor de stres in culturile cianobacteriene.

Salinitatea ridicata este un factor de stres pentru culturile de spirulina si nostoc, care este
confirmatd printr-un nivel inalt al markerului de stres si printr-o discrepantd in functionarea
sistemului antioxidant enzimatic, exprimata prin activitatea sporitd a SOD si scaderea activitatii
peroxidazice. Ca urmare a acestor fenomene, in conditii de stres salin, biomasa cianobacteriana
produsa intr-un ciclu de crestere scade substantial, iar componenta acesteia este deplasata de la
optimul caracteristic - cantitatea de proteine si ficobiliproteine scade, iar continutul de lipide si
polizaharide creste comparativ cu martorul.

In dependenti de potentialul toxic pe care il au, metalele, de asemenea, pot induce starea
de stres oxidativ la culturile de cianobacterii si microalge. Cuprul induce stresul oxidativ la toate
cele trei tulpini implicate in studiu, fapt confirmat prin cresterea nivelului DAM, modificarea
activitatii antioxidante a biomasei si a activitatii enzimelor antioxidante primare in limite foarte
largi, scaderea semnificativa a cantitatii de biomasa ficologicd obtinuta in cadrul unui ciclu
tehnologic si continutul de ficobiliproteine in aceasta. Ambele tulpini cianobacteriene au raspuns
la prezenta cuprului prin reducerea semnificativa a continutului de ficobiliproteine, cresterea
cantitdtii de carbohidrati si lipide, iar tulpina microalgald — prin cresterea cantitatii de
carbohidrati.

Astfel, patru tipuri diferite de stres au generat modificari generalizate in toti parametrii
productivi si de siguranta ai biomasei de spirulind, nostoc si porfiridium, fiind afectata
productivitatea, componenta biochimica, activitatea antioxidanta si cantitatea markerului
stresului oxidativ.

Cele mentionate mai sus pot fi expuse in urmatoarele concluzii:

1. Procesul tehnologic de crestere industriald, in care se mentin conditiile optime, este o
stare de stres pentru cianobacteria Arthrospira platensis CNMN-11 fata de conditiile de
laborator. Raspunsul spirulinei la stres in conditii de laborator poate fi diferit de cel care
apare 1n conditii industriale. Transferul tehnologic din laborator poate fi efectuat numai

dupa verificarea rezultatelor in conditii industriale.
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2. Toate tipurile de stres sunt asociate cu cresterea cantititii de DAM din biomasa
ficologicd, cu modificarea activitatii antioxidante a extractelor hidrice si a activitatii
enzimelor antioxidante de prima linie de protectie. In functie de tulpina, tipul de stres si
de intensitatea lui, valorile parametrilor care reflecta statutul antioxidant al biomasei pot
creste sau scadea.

3. In conditii de stres moderat (de exemplu, in cazul iluminarii periodice) se pot obtine
anumite avantaje tehnologice, cum ar fi cresterea productiei de biomasd si niveluri
ridicate de ficobiliproteine si carbohidrati din biomasd. Cu toate acestea, situatia datad
trebuie tratata cu precautie maxima, deoarece este asociatd cu un risc ridicat de acumulare
de radicali liberi, care rezulta din stresul indus. Atunci cand scopul producerii nu este
utilizarea biomasei integrale, ci extractia anumitor componente bioactive (ex.
ficobiliproteine, polizaharide), avantajele stresului moderat pot fi aplicate cu succes ca

solutii tehnologice simple, ieftine si eficiente.
Ideile si concluziile enuntate mai sus au fost expuse in multiple publicatii (monografii,

capitole Tn monografii, articole in reviste stiintifice, articole si teze la conferinte) [1-4, 6-8, 15,
21, 23, 29, 59, 83, 89, 91, 98, 112, 113, 370, 373-375].
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5. STRESUL OXIDATIV TN NANOBIOTEHNOLOGIA CIANOBACTERIILOR SI
MICROALGELOR

Nanomaterialele de diferite tipuri devin practic omniprezente Tn ultimul deceniu datorita
utilizarii intense intr-o gama larga de industrii [179, 346]. Ca rezultat se contureaza mai multe
elemente de interactiune intre obiectele ficologice si nanomaterialele, in special cu nanoparticulele
[275, 276, 315]. Printre acestea, unul dintre primele aspecte este cel al nanobiosintezei realizate
cu ajutorul microalgelor si cianobacteriilor. Nanobiosinteza este activ exploratda de cercetatori in
ultimul timp, accentul fiind pus pe utilizarea diferitor tipuri de extracte caracterizate prin capacitate
de reducere mare. Mai putin este studiat aspectul sintezei nanoparticulelor in celulele vii ale
microalgelor si cianobacteriilor, care are loc datoritd activarii mecanismului de protectie care
transforma ionii agresivi in forme mai putin toxice (de exemplu de nanoparticule).

Cel de-al doilea aspect al interactiunii nanomaterialelor cu cianobacteriile si microalgele
este cel al efectelor biologice generate de nanoparticule produse industrial si deversate in mediul
ambiant ori aplicate in mod intentionat in calitate de factori biotehnologici. Din acest punct de
vedere, nanoparticulele pot fi tratate ca stimulatori ai diferitor procese sau ca 