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Rezumat
In articol sunt prezentate rezultatele cercetarilor orientate spre elucidarea influentei
stresului hipotermic asupra continutului de pigmenti si activitatii antioxidante la
spirulind. Stresul hipotermic a fost indus in cultura stationara prin expunerea biomasei de
spiruling, aflata la diferite etape ale ciclului vital, la temperatura de 4°C pentru o durata
de 3 ore. Instalarea stresului a fost confirmata prin valorile crescute ale continutului de
dialdehida malonica. Parametrii monitorizati au fost urmatorii: continutul de B-caroten
si mixoxantofild, puterea de reducere a fierului, capacitatea antioxidanta (test ABTS).
Frecventa colectarii probelor a fost de 1 ora din momentul expunerii spirulinei la
temperatura de 4°C. Au fost evidentiate modificari semnificative ale continutului de
B-caroten si mixoxantofila, cresterea puterii de reducere a fierului si scaderea activitatii
antioxidante (test ABTS). Intensitatea si directia modificarilor observate depind atat de
varsta fiziologica a culturii, cat si de durata stresului hipotermic.
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Introducere

Cianobacteria filamentoasa Arthrospira (Spirulina) platensis este un important
obiect biotehnologic cu aplicatii industriale si medicale importante. Calitatea biomasei
de spirulind, care este n mare masurd unicd, determina numeroasele domenii in care
aceasta serveste ca materie prima de neinlocuit (industria alimentard, cosmetica,
farmaceutica) [5,7]. Biomasa de spirulind este o sursa valoroasd de antioxidanti,
iar extractele si preparatele in baza acestor compusi au actiune beneficd in cazul
multor maladii asociate cu acumularea radicalilor liberi. Astfel, in cazul maladiilor
neurodegenerative si cardiovasculare, precum si in cazul modificarilor metabolice,
proprietatea produselor din spirulind de a ameliora statutul redox al organismului
afectat este deosebit de pronuntata [9,13-14]. In acelasi timp, in anumite conditii, in
special in conditii de stres, biomasa de spirulind poate ea insdsi sa devind potential
periculoasa din cauza acumularii radicalilor liberi [2]. Stresul, indiferent de natura lui,
induce schimbari importante la nivel molecular, care se manifesta in primul rand la nivel
biochimic [3]. Conditiile de stres oxidativ sunt asociate cu modificarea substantiala a
calitatii biomasei, care se obtine in aceste conditii. Din cauza acumularii radicalilor
liberi si a produselor degradarii oxidative a compusilor macromoleculari, biomasa
spirulinei se transforma din remediu benefic in sursa de potential pericol.

Temperatura este unul dintre factorii fizici cu cel mai Tnalt impact asupra proceselor
vitale in celulele vii. Cresterea sau scaderea temperaturii dincolo de limitele zonei
optime duce inevitabil la modificari biochimice majore, determinate de schimbarea
gradului de fluiditate a membranelor biologice si de nivelul de activitate a enzimelor
implicate in procesele vitale. Unele dintre cele mai labile componente ale biomasei de
spirulind, care reactioneaza prompt la conditiile de stres sunt pigmentii carotenoidici,
implicati in reactiile de reducere a radicalilor liberi [4, 8, 12, 15]. Conditiile de stres
de asemenea, sunt asociate cu acumularea radicalilor liberi si a produselor finale ale
degradarii oxidative a macromoleculelor. Aceasta duce in mod inevitabil la modificarea
activitatii antioxidante si antiradicalice a biomasei. Astfel, monitorizarea parametrilor,
care reflectd statutul redox si nivelul modificarilor oxidative, poate fi un instrument
eficient in procesul de apreciere a nivelului de siguranta a produselor ficologice.

Scopul lucrdrii a fost de a investiga modificarea continutului de pigmenti
antioxidanti (B -carotenului si mixoxantofilei) si a statutului redox (nivelului dialdehidei
malonice, activitatii antiradicalice si puterii de reducere a fierului) la spirulind 1n
conditii de stres hipotermic.

Material si metode

Obiectul de studiu. Tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-11,
crescutd 1n cultura stationara in conditii de laborator. Pentru cultivarea spirulinei a fost
utilizat mediul nutritiv mineral cu urmatoarea componenta: macroelemente (in g/l):
NaNO,-2,5; NaHCO,-8,0; NaCl-1,0; K ,SO,-0,6; Na,HPO,-0,2; MgSO,*7H,0-0,2;
CaCl,-0,024; 1ml/ solutie de microelemente ce confine (mg/I(mediu): H,BO,-2,86;
MnCl,+4H,0-1,81; CuSO,*5H,0 -0,08; MoO, —0,015); FeEDTA-1ml/1.

Cantitatea de inocul a fost de 0,4-0,45g/1 BAU. Parametrii de cultivare au fost
urmatorii: temperatura - 25-28°C, pH-ul optim al mediului - 8-10, iluminarea continua

~ 37-55 uM fotoni/m?/s. Cultura a fost agitata zilnic, timp de 2 ore, pe un agitator de
laborator universal tip WU-4 cu viteza de 260 rotatii pe minut.
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Variantele experimentale au inclus cultura la diferite faze ale ciclului de cultivare:
1) cultura de 24 ore ce corespunde fazei lag; 2) cultura de 3 zile ce corespunde
inceputului fazei cresterii exponentiale si 3) de 6 zile, spirulina la sfarsitul cresterii
exponentiale si inceputul fazei stationare. Cultura de spirulind a fost supusa stresului
termic (temperatura de 4°C) pe durata de 1, 2 i 3 ore.

La finele experientelor cultura de spirulind a fost separatd de mediul nutritiv prin
filtrare. Din biomasa obtinuta au fost preparate extractele hidrice si etanolice. Raportul
amestecului extractant a fost de 10 mg biomasa nativa la 1 ml solvent (apa sau etanol).
Extragerea s-a efectuat pe durata a 120 min prin agitare continu la temperatura camerei.
Extractele din biomasa au a fost separate de biomasa prin centrifugare si standardizate
dupa substanta uscata.

Metodele de determinare a componentei biomasei si a statutului antioxidant.

Continutul de pigmenti s-a determinat in baza absorbtiei extractelor la lungimile
de unda specifice. Carotenul a fost extras 1n alcool etilic de 96% , iar absorbanta a fost
masurata la 450 nm. Mixoxantofila a fost extrasa 1n solutie hidro-etanolica de 65%, iar
absorbanta masurata la 508 nm [1].

Produsul final al peroxidarii lipidelor (dialdehida malonica) a fost determinat
spectrofotometric in cadrul testului cu acid tiobarbituric [6]. Puterea de reducere a
fierului a fost stabilitd In baza principiului de reducere a complexului ferocianurii ferice
in ferocianura feroasa cu albastru de Berlin [3,10].

Activitatea antioxidanta a fost determinatd in baza testului cu radicalul ABTS
(2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) [ 11]. Toate experientele $i masurarile
au fost efectuate in trei repetari. Rezultatele experientelor au fost prelucrate statistic.

Rezultate si discutii

Cultura stationara de spirulina a fost supusé stresului hipotermic (4°C) la diferite
etape ale ciclului vital. Au fost selectate 3 perioade critice — faza lag, inceputul fazei
cresterii exponentiale si inceputul fazei stationare, care se caracterizeaza prin faptul,
ca culturile microbiene sunt deosebit de sensibile fatd de actiunea factorilor fizici. In
scopul confirmarii instaldrii unei stari de stres indus, In biomasa de spirulind a fost
determinatad cantitatea dialdehidei malonice (DAM) — unul din produsele finale ale
peroxidarii lipidelor si un indicator sigur al stresului oxidativ. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in figura 1.

" 035 I
0,3
0,25 oc
" .
3 02 O1h4°C
s @m2h4°C
g 015 m3h4C
0,1 -
0,05 - |
0 :
1 zile 3zile 6 zile
L Varsta culturii J

Figura 1. Modificarea continutului dialdehidei malonice in biomasa spirulinei ca
raspuns la stresul oxidativ indus de temperatura de 4°C (C-Martor).
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In conditii optime de dezvoltare a spirulinei cel mai inalt nivel al dialdehidei ma-
lonice se Inregistreaza in faza lag, dupa care intensitatea peroxidarii lipidelor scade,
iar cel mai scazut nivel DAM se Inregistreaza la inceputul fazei stationare. Acest lu-
cru se poate urmari usor pe exemplul martorilor culturii de spirulina de 1, 3 si 6 zile.
In cazul stresului hipotermic indiferent de vérsta culturii si durata stresului, cantitatea
dialdehidei malonice 1n biomasa creste substantial. Reiesind din valorile obtinute, care
se caracterizeaza prin uniformitate statistica, putem afirma, ca intensitatea proceselor
oxidative in conditii de stres hipotermic este foarte asemanatoarea la diferite etape
ale ciclului vital si la diferite intervale de actiune a temperaturii joase. Doar in cazul
culturii de spirulind aflata la inceputul fazei stationare expuse stresului hipotermic cu
durata de 3 ore continutul DAM este cu aproximativ o patrime mai mic comparativ
cu celelalte variante experimentale de stres indus. Prin urmare, nivelul sporit al DAM
care 1-1 depaseste pe cel din cultura martor de 1,3-4,5 ori, este o dovada elocventa a
faptului, ca temperatura joasa, de 4°C este un factor, care induce stres oxidativ pronun-
tat In biomasa de spirulina. Conditiile de stres duc la modificarea majoritatii parame-
trilor biochimici Continutul de B-caroten in biomasa de spirulind, care a fost expusa
stresului hipotermic pe durata a 1, 2 si 3 ore la diferite etape ale ciclului vital sunt
prezentate in figura 2.
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Figura 2. Modificarea continutului de p-caroten in biomasa spirulinei ca raspuns la
stresul hipotermic indus (4°C) (C-Martor).

In biomasa de spirulini aflatd in faza lag (1 zi), stresul hipotermic a provocat
scaderea continutului de caroten cu 15 % dupd prima ord si cu 27 % dupa cea de-a
doua ora comparativ cu valoarea caracteristica pentru martorul mentinut la temperatura
optimd. Mentinerea in continuare a spirulinei in conditii de hipotermie duce la o
crestere semnificativa a continutului de caroten. Astfel, dupa 3 ore de stres hipotermic
continutul de B-caroten in biomasa atinge o valoare cu 40 % mai mare fatd de martor.
Aceasta varsta este asociatd cu adaptarea culturii dupa inoculare la conditiile noi, de
aceea de cele mai multe ori stresul oxidativ Intr-o asemenea cultura tanara este asociat
cu fluctuatii ale tuturor parametrilor fiziologici si biochimici, fapt observat foarte bine
pe exemplul carotenului.

In cazul expunerii la stres hipotermic a culturii de spirulina aflata la inceputul fazei
exponentiale (ziua 3), continutul de caroten este semnificativ mai jos (cu 50-60%)
indiferent de durata expunerii la stres. Aceastd varsta fiziologica este caracterizara
prin activitate vitala maximala, dar si prin vulnerabilitate pronuntata fatd de actiunea
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factorilor extrinseci. Prin aceasta se explica scaderea stabila a nivelului de caroten in
biomasa pe intreaga durata a stresului hipotermic.

Complet altfel se manifestd stresul hipotermic in cazul culturii de spirulind la
inceputul fazei stationare. In conditii optimale, la aceasti etapi a ciclului vital in biomasa
de spirulina se observa o scadere a continutului de caroten, ceea ce poate fi observat
la compararea probelor martor. Expunerea culturii la stres hipotermic este asociata cu
o crestere pronuntata a cantitatii de caroten - cu 35% dupa prima ora si cu 66% dupa
trei ore de expunere la temperatura de 4°C. Din cele expuse putem concluziona, ca
influenta stresului hipotermic asupra continutului de caroten in biomasa de spirulina
este determinata de etapa ciclului vital, pe durata careia cultura a fost expusa actiunii
temperaturii joase.

Un alt pigment specific cianobacteriilor este glicozidul mixoxantofila. Se presupune
ca mixoxantofila contribuie in mod semnificativ in stabilizarea structurilor membranare
la cianobacterii, iar cantitatea pigmentului in biomasa este dependenta de temperatura
mediului de cultivare. In figura 3 sunt prezentate rezultatele ce tin de modificarea
continutului de mixoxantofild in biomasa de spirulind in conditii de stres hipotermic
indus la diferite etape ale ciclului vital.
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Figura 3. Modificarea continutului de mixoxantofila in biomasa spirulinei ca raspuns
la stresul hipotermic indus de temperatura de 4°C (C-Martor).

Ca si in cazul carotenului, cele mai mari fluctuatii valorice ale mixoxantofilei au
fost Tnregistrate in biomasa de spirulind, care a fost supusa stresului hipotermic in faza
lag. Astfel, continutul de mixoxantofila s-a dublat dupa prima ora de stres termic, iar
dupa trei ore continutul acestui pigment a crescut cu 185%. In biomasa expusi stresului
hipotermic pe durata fazei de crestere exponentiald (3 zile) continutul de mixoxantofila
de asemenea crestere, dar valorile obtinute sunt mult mai modeste. Astfel, dupa o ora
de expunere la temperatura de 4°C cantitatea mixoxantofilei a crescut cu 40%, iar
urmatoarele 2 ore de stres nu au indus alte modificari semnificative in acest parametru.
Cantitatea de mixoxantofilda in biomasa de spirulina la trecerea in etapa staionara
se micsoreaza in conditii normale, la fel ca si cea a carotenului. Astfel, in biomasa
martorului mentinut la temperaturd optima, continutul de mixoxantofila la inceputul
fazei stationare este de aproximativ 1,6 ori mai mica decat pe durata fazei de crestere
exponentiala. In conditii de stres hipotermic cu durata de pana la 3 ore indus in cultura
de 6 zile, continutul de mixoxantifila este de aproximativ 2,2 ori mai mare decat in
biomasa probei martor.

Conditiile de stres oxidativ indus mobilizeaza rezervele celulelor in scopul atenuarii
efectelor nocive care sunt provocate de acumularea excesiva a radicalilor liberi si pentru
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a stopa procesele de peroxidare a lipidelor. Peroxidarea lipidelor este un proces in lant,
care este amplificat multiplu de prezenta ionilor de fier. Acestia se implica in reactia
Fenton — principala reactie in care se formeaza radicalul hidroxil, recunoscut ca cel mai
periculos pentru sistemele vii. Abilitatea celulelor de a micsora intensitatea reactiilor de
peroxidare poate fi apreciata prin determinarea puterii de reducere a fierului. Rezultatele
obtinute in cadrul testului de determinare a puterii de reducere a fierului, exprimate in
echivalent mg de acid ascorbic sunt prezentate in figura 4.
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Figura 4. Modificarea valorilor puterii de reducere a fierului de ciatre biomasa
spirulinei ca raspuns la stresul hipotermic indus de temperatura de 4°C (C-martor).

Puterea de reducere a fierului in biomasa de spirulina in conditii optime este destul
de stabila pe durata ciclului vital, ceea ce este confirmat de valorile testului respectiv
pentru martorii spirulinei de 1,3 si 6 zile. Biomasa expusa stresului hipotermic, de
asemenea, se caracterizeaza prin uniformitatea valorilor puterii de reducere a fierului,
indiferent de varsta fiziologica si durata expunerii la temperatura de 4°C. Valorile
testului Tn biomasa supusa stresului hipotermic sunt cu 90-120% mai mari fata de cele
inregistrate pentru probele martor.

Unul dintre mecanismele de baza de anihilare a radicalilor liberi este transferul de
aplica acest mecanism pentru neutralizarea speciilor reactive periculoase. Testul ABTS
permite de a aprecia capacitatea antioxidanta in sistemele vii, care este bazata pe tran-
sferul de electroni. Deoarece activitatea antioxidantd de acest gen este caracteristica
atat componentelor hidrosolubile, cit si celor etanol-solubile ale biomasei, capacitatea
de inhibitie a radicalului ABTS a fost masurata pentru doua tipuri de extracte din bio-
masa — hidric si etanolic. Rezultatele obtinute sunt prezentate in figurile 5 si 6.

In conditii optime capacitatea de inhibitie a radicalului ABTS de citre componentele
etanol-solubile ale biomasei de spirulind variaza in dependentd de faza ciclului vital.
La inceputul fazei de crestere exponentiala a culturii acest parametru are valori de
1,4 ori mai mari comparativ cu faza lag. La Inceputul fazei stationare capacitatea
antioxidantd din nou se micsoreaza pana la nivelul caracteristic fazei lag, sau si mai
jos. In conditii de stres hipotermic activitatea antioxidanta a extractelor etanolice fata
de radicalul ABTS este scdzutd comparativ cu martorul. Cea mai puternica scadere
este caracteristica pentru cultura de 3 zile, unde 1n conditii de stres hipotermic avem o
micsorare a capacitatii antioxidante cu 60% dupa prima ora, si cu inca 36% dupa 3 ore.
In cazul expunerii la stres hipotermic a culturii aflate la inceputul fazei stationare de
asemenea, avem o scadere a capacitatii de inhibitie a radicalului ABTS de 2 ori dupa
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3 ore de actiune. Cea mai modesta diminuare a activitatii antioxidante a extractelor
etanolice a fost inregistrata la expunerea stresului hipotermic a biomasei de spirulina
aflate in faza lag - cu 30% fatd de martor.
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Figura 5. Modificarea valorilor testului antioxidant ABTS in extractele etanolice,
obtinute din biomasa spirulinei ca raspuns la stresul oxidativ indus de temperatura de
4°C (C-Martor).

In cazul extractelor hidrice, obtinute din biomasa de spirulini supusa stresului
hipotermic, reducerea valorilor testului ABTS a fost inregistratd in toate variantele
experimentale (Figura 6).
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Figura 6. Modificarea valorilor testului antioxidant ABTS in extractele hidrice,
obtinute din biomasa spirulinei ca raspuns la stresul oxidativ indus de temperatura de
4°C (C-Martor).

Ca si 1n cazul extractelor etanolice, in conditii optime capacitatea de inhibitie a
radicalului ABTS depinde de etapa cilului vital la care se afld cultura de spirulin, cel mai
inalt nivel de activitate fiind Inregistrat pentru inceputul fazei de crestere exponentiala.
Conditiile de stres indus au dus la diminuarea capacitatii antioxidante a componentelor
hidrosolubile a biomasei. Activitatea antioxidantd a extractelor hidrice obtinute din
biomasa spirulinei de o zi si care a fost supusa temperaturii de 4°C timp de o ora s-a
redus de peste 4 ori, cu o urmétoare crestere, astfel ca dupa 3 ore de stres hipotermic
activitatea antioxidantd avea valori de 2 ori mai scazute comparativ cu proba martor.
La trecerea culturii de spirulina in faza stationara stresul hipotermic duce la diminuarea
cu 20-55% a capacitatii de inhibitie a radicalului ABTS. Cea mai mare discrepanta intre
valorile testului ABTS pentru martor si pentru probele experimentale au fost atestate in
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cazul culturii de spirulina aflata la inceputul fazei de crestere exponentiala (de 8 ori in
cazul stresului hipotermic cu durata de 3 ore).

Astfel, s-a constatat o diminuare statistic semnificativa a activitatii antioxidante
generale, bazate pe mecanismul transferului de electroni, in biomasa de spirulind supusa
stresului hipotermic. Acest fenomen este prezent pe intreaga durata a ciclului vital, dar
mai pronuntat devine la inceputul fazei de crestere exponentiala.

Concluzii

Stresul hipotermic provoaca modificari semnificative ale continutului de caroten in
biomasa de spiruling, iar intensitatea si directia modificarilor depinde de varsta culturii
si durata actiunii temperaturii joase. In faza lag si faza cresterii exponentiale se atesta o
scadere a continutului de caroten (cu exceptia stresului de 3 ore in faza lag), iar in faza
stationara o crestere a acestui parametru. Aceasta indica asupra rolului biologic diferit
al carotenului la spirulina aflata la diferite etape ale ciclului vital.

Stresul hipotermic duce la cresterea continutului de mixoxantofild in biomasa de
spirulind si la marirea puterii de reducere a fierului, indiferent de etapa ciclului vital si
durata de actiune a temperaturii joase.

Capacitatea antioxidantd (% inhibitie ABTS) a biomasei de spirulind scade
semnificativ in conditiile stresului hipotermic, cea mai pronuntatd reducere fiind
caracteristica pentru cultura aflatd in faza cresterii exponentiale.

Cercetirile au fost efectuate cu suportul financiar al proiectului 16.800.13.16.05.18/
RO din cadrul Programului de cooperare stiintificd si tehnologicd intre Academia de
Stiinte a Moldovei si Autoritatea Nationalid pentru Cercetare Stiintifica si Inovare
din Romania (ANCSI).
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