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Rezumat
Studiul de fatd a fost efectuat in scopul evidentierii actiunii stresului oxidativ indus
asupra activitatii antioxidante si continutului de componente functionale (proteine,
B-caroten, ficobiline, fenoli) din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis. Pentru
inducerea stresului oxidativ au fost utilizati compusii coordinativi ai cobaltului cu bazele
Schiff. Conform rezultatelor obtinute, stresul oxidativ indus la spirulina este asociat cu
diminuarea activitatii antioxidante si a componentelor principale din biomasa.
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Introducere

Cianobacteria Spirulina platensis, unul dintre cei mai importanti producéatori de
substante bioactive, este si un obiect preferat pentru studiile fiziologice si biochimice,
avand o capacitate deosebitad de adaptare si modificare a metabolismului la actiunea
factorilor externi [1]. Monitorizarea evolutiei proceselor biosintetice Tn biomasa de
spirulina n corelare cu modificarea statutului antioxidant h conditii de stres oxidativ
prezinta un interes vadit pentru tehnologiile de obtinere a produselor finale din biomasa
de spirulina.

Pentru stimularea activitatii biosintetice a cianobacteriilor si microalgelor sunt pe
larg utilizati compusii coordinativi, fiind demonstrata si capacitatea acestor compusi de
a modifica statutul antioxidant al microalgelor [3, 7-9].

Scopul cercetarilor din prezentul studiu a constat in evidentierea actiunii stresului
oxidativ indus prin aplicarea compusilor coordinativi asupra componentei si activitatii
antioxidante a biomasel cianobacteriei Spirulinaplatensis.

Materiale si metode
Cianobacteria Spirulina platensis a fost cultivata in conditii de laborator pe mediul
mineral optimizat [9]. Biomasa ei a fost determinata spectrofotometric cu aplicarea
lungimii de unda 620 nm [11]. Activitatea antioxidanta a biomasei de spirulina a fost
determinata cu utilizarea in calitate de substrat a radicalului DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) [2,5] si ABTS (2,2’-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonic
acid) [6].
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Determinarea cantitativa a proteinelor s-a efectuat dupa metoda Lowry, adaptata
la obiectul dat de studiu [10]. Determinarea cantitativa a ficobilinelor s-aredlizat prin
metoda spectorfotometrica. Absorbanta extractelor a fost determinata la lungimile de
unda 565, 620 si 650 nm, iar concentratiile au fost calculate conform ecuatiilor Gantt
si Lipschultz [4]. Cantiatea de fenoli din biomasa a fost determinatra prin metoda
colorimetrica[11]. Determinarea -carotenuluiin biomasas-aefectuatinurmaextragerii
pigmentilor din biomasa cu alcool etilic, separarea de biomasa prin centrifugare si
citirea absorbantei la lungimea de unda 450 nm. Continutul 3 -carotenului se calculeaza
conform formulei C = Abs,, x 10° / 2620, unde C = concentratia 3 -carotenului,
mg/100g; Abs,_ = absorbanta extractului etanolic de [ -caroten la lungimea de unda de
450 nm; 2620 - coeficientul de extinctie specific a  -carotenului in etanol [10]. .

Pentru inducerea stresului oxidativ au fost selectati cativa compusi coordinativi
ai cobaltului cu bazele Schiff, solubili Tn apa si care au fost sintetizati de colaboratorii
Laboratorului Compusilor Coordinativi al Institutului de Chimie ASM. Tn articol sunt
notati prin: [ Co Schiff] 7, [ Co Schiff] 8 , [ Co Schiff] 9, [ Co Schiff] 10, [Co Schiff] 11, A
fost utilizata o singura concentratie a compusilor, de 10 mg/I, selectata in experientele
anterioare [3, 7].

Rezultate si discutii

Utilizarea speciei de cianofite Spirulina platensis, in calitate de organism model
este determinata de continutul foarte variat de substante antioxidante in biomasa si de
un grad avansat de acomodare la actiunea xenobioticelor.

Tn calitate de indicatori ai viabilitatii spirulinei supuse actiunii compusilor
coordinativi au fost testate productivitatea, componentele biomasei (continutul de
proteind, ficocianing, caroten si fenoli) si activitatea antioxidanta.

Productivitatea este unul din indicatorii de baza ai actiunii unor componente a
mediului asupra celulelor bacteriene. Tn majoritatea cazurilor o crestere a productivitatii
este rezultatul unui efect de stimulare, iar diminuarea biomasei este rezultatul dezvoltarii
conditiilor nefavorabile Tnmultirii.

Este foarte evidenta influenta inhibitoare a compusilor [ Co Schiff] 8 si [ Co Schiff] 11,
prezenta Tn mediul de cultivare a cdrora a redus productivitatea spirulinei cu 39 si 47%
respectiv. Pentru compusii [ Co Schiff] 7, [ Co Schiff]9 si [ Co Schiff] 10, productivitatea
spirulinei a fost determinata la nivelul probei control si a constituit 0,94-1,09 g/l
biomasa (Figura 1).

Sinteza proteinei a fost afectatd esential de toti compusii aplicati (Figura 2). Tn
cazul compusilor [Co Schiff] 7 si [Co Schiff] 10, cantitatea de proteine s-a redus cu
39,44 si 38,23% si a constituit 34,17 si 34,83 % biomasa absolut uscata. Compusii [ Co
Schiff]9 si [ Co Schiff] 11, suplimentati 1a mediul nutritiv, au redus sinteza proteinelor
cu 49,19 si 54,23%. Compusul [ Co Schiff]8 s-a manifestat ca un agent cu un grad de
inhibitie biosintetica foarte mare, aplicat in concentratia de 10 mg/l a redus continutul
de proteine Th biomasa cu 61%.

Corelarea dintre biomasa spirulinei si continutul de proteina in biomasa a determinat
clar efectul inhibitor al compusilor, pentru care varierea producerii de biomasa este
insotita de o variere similard a reducerii de proteina. Pe fonul unei productivitati
neafectate, reducerea biosintezei proteinelor poate fi calificatd ca un efect inhibitor
determinat, si nu ca un efect toxic al compusului.
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Fig.1. Biomasa spirulinei (g/l), obtinuta la
cultivare Tn prezenta compusilor Co(l1) cu
baze Schiff, 10 mg/l .
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Fig.2. Continutul proteinei (% BAU) in bi-
omasa de spiruling, la cultivare in prezenta
compusilor Co(ll) cu baze Schiff, 10 mg/l.
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Un element constitutiv important al biomasei de spirulind este ficocianina, care
indeplineste rolul de protectie antiradicalica. Din experientele realizate, este evidenta
scaderea continutului de ficocianind Tn biomasa spirulinei din probele experimentale.

(Figura 4).
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Fig. 4. Continutul de ficocianina (abs) Tn
biomasa spirulinei, obtinuta la cultivare in
prezenta compusilor Co(ll) cu baze Schiff,
10 mg/l.
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Fig. 5. Corelarea dintre continutul de
proteina si ficocianina Tn biomasa spiruli-
nei, cultivatd in prezenta compusilor Co(l1)
cu baze Schiff, 10 mg/l.

Tn conditiile de suplimentare amediului nutritiv cu compusul [ Co Schiff] 8, continutul
de ficocianina Tn biomasa s-a redus cu 93,7%, adica spirulina practic, a incetat sinteza
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pigmentului. Tn cazul compusilor [ Co Schiff] 7 si [ Co Schiff] 9 continutul de ficocianind
n biomasa a scazut cu 68 si 62,1% respectiv. Compusii [ Co Schiff] 8 si [ Co Schiff] 11
au redus sinteza ficocianinei si acumularea ei in biomasa cu 59,8% si 55,8% respectiv
Tn comparatie cu proba control.

Prin urmare, ne convingem in continuare de efectul inhibitor al compusilor
coordinativi ai cobaltului cu baze Schiff care actioneaza la nivelul sistemelor biochimice
de sinteza si nu afecteaza procesele de inmultire a spirulinei. Acest lucru devine evident
daca analizam prin comparare acumularea proteinei Tn biomasa spirulinei cu acumularea
de ficocianinain probele experimentale (figura5). Nivelul de sinteza a ficocianinei pentru
probele experimentale este unul similar pentru majoritatea compusilor, proportional
diminudrii cantitatii de proteina.

Unul din componentele cu actiune antiradicalicd majora din biomasa de spirulina
este carotenul. Tn calitatea sa de antioxidant, sinteza intensiva a lui, ar fi un indice a
reactivitatii de rezistenta celulard, dezvoltata in conditiile actiunii compusilor cobaltului
testati. Tn cazul aplicarii la mediul de cultivare a spirulinei a compusului [ Co Schiff] 11,
continutul de caroten este redus, dar in comparatie cu actiunea celorlalti compusi,
aceasta reducere este una moderata - cu doar 30,57% (figura 6). Efectul inhibitor al
compusului [ Co Schiff] 8 continua sa fie stabil, atestat si prin scaderea continutului de
caroten cu 60% Tn comparatie cu proba control. Compusii [ Co Schiff] 9 si [ Co Schiff] 10
au redus cu 24 — 30% continutul carotenului Th biomasa. Compusul [Co Schiff] 7 s-a
manifestaidentic compusului [ Co Schiff] 8, reducénd continutul carotenului in biomasa
de spirulina cu 59%.
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Fig. 6. Continutul carotenului (abs) in bio- Fig. 7. Continutul fenolilor (acid galic, mg/
masa de spirulind, la cultivare in prezenta ml) in biomasa de spiruling, la cultivare n
compusilor Co(ll) cu baze Schiff, 10 mg/l. prezenta compusilor Co(l1) cu baze Schiff.

In continuare in biomasa spirulinei a fost determinat continutul fenolilor,
componente cu actiune antioxidanti (figura 7). Tn biomasa de spirulind cultivati n
prezenta compusului [ Co Schiff] 7, continutul fenolilor s-a redus cu 52,3%. O reducere
a fenolilor cu 66% a fost determinata Tn biomasa rezultatd din cultivarea in prezenta
compusului [Co Schiff] 8. Compusul [Co Schiff] 11 a redus cu 41% sinteza fenolilor
in biomasa de spirulind, o reducere relativ moderatd, comparabild cu rezultatul
experientelor cu utilizarea compusilor [ Co Schiff]9 si [ Co Schiff] 10.
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Astfel, biosinteza fenolilor decurge n paralel cu sinteza proteinelor, iar actiunea
compusilor cobaltului asupra acestui proces poate fi analizatd prin relatia dintre
continutul fenolilor si continutul de proteind Th biomasa spirulinei (Figura 8.).
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Raportul corelational indica clar, cd compusii cobaltului au afectat Tn masura egala
sinteza proteinelor si cea a fenolilor.

Tn continuare a fost determinati activitatea antioxidanti a biomasei de spirulina,
obtinutd din probele experimentale pentru a stabili existenta unei coreldri dintre
continutul redus de componente biologic active si activitatea antioxidantd a biomasei.
Pentru aceasta au fost efectuate testele antioxidante cu utilizarea radicalilor non-
biologici DPPH si ABTS.
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Fig. 9. Activitatea antioxidanta (% inhibitie DPPH, ABTS) a biomasei de spirulina,
obtinuta la cultivare Tn prezenta compusilor Co(ll) cu baze Schiff, 10 mg/l .

Rezultatele obtinute au stabilit o reducere drastica a valorilor testului DPPH a
biomasei de spirulind in conditiile unei activititi biosintetice reduse (figura 9). Tn cazul
biomasei, rezultate din experienta cu suplimentarea mediului nutritiv cu compusii
[Co <chiff] 7 si [ Co Schiff] 10 valorile testului DPPH sunt de 13,16 si 14,3 % inhibitie,
sau cu 64 si respectiv 60,58% mai mici fatd de activitatea antioxidanta a biomasei
din proba control.
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Capacitatea de reducere a radicalului DPPH a biomasei obtinute din experienta cu
compusii [Co Schiff] 8 si [Co Schiff] 9 este cu 76,6 si 72,2% mai mica fata de proba
control. La suplimentarea mediului nutritiv a spirulinei cu compusul [Co Schiff] 11,
activitatea antioxidanta s-a redus in jumatate si constituie 17,6% inhibitie DPPH.
Prin urmare, in biomasa de spirulinad saraca ih componente biologic active, activitatea
antioxidanta este redusa.

Testul antioxidant cu utilizarea radicalului ABTS este unul din cele mai uzuae
teste antioxidative, care se utilizeaza pentru determinarea activitatii antioxidante a
componentelor purificate, cat si a complexelor antioxidante. Testul respectiv a fost
aplicat pentru determinarea activitatii antioxidante a biomasei de spirulina in urma
inducerii stresului oxidativ cu aplicarea compusilor Co(ll) cu baze Schiff (figura 9).
Tn cazul experientelor cu suplimentarea mediul de cultivare cu compusii [Co Schiff] 8
si [Co Schiff] 11 valorile testului ABTS a biomasel sunt mai joase comparativ cu
probacontrol. Ceamai mare valoare atestului de reducere aradicalului ABTS (83,4%
inhibitie) a fost Tnregistrata in cazul actiunii compusului [Co Schiff] 10 si este cu 29%
superioar activitatii antioxidante a biomasei din proba control. Tn cazurile de aplicare a
compusilor [ Co Schiff] 7 si [ Co Schiff] 9, activitatea antioxidantd a biomasei de spirulind
este cu 18-22% mai mare fata de control.

Un continut redus de fenoli, caracteristic biomasei obtinute din cultivarea
prin suplimentarea mediului cu compusii Co(ll) cu baze Schiff, a determinat valori
reduse ale testului DPPH (figura 10). Continutul fenolilor in limitele valorilor de
0,7-1,0 mg acid galic echivalent, a determinat valorile testului DPPH care variaza in
limitele a 10-17,6 % inhibitie.

Coeficientul de determinare, R?=0,75 confirma dependenta valorilor scazute
ale testului DPPH de valorile scazute ale continutului de fenoli. A fost demonstrata
existenta unei dependente directe dintre continutul fenolilor si activitatea antioxidanta
prin testul DPPH.
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Fig. 10. Corelarea dintre continutul Fig.11.Corelareadintrecontinutulfenolilor
fenolilor (mg acid galic) si activitatea (mg acid galic) si activitatea antioxidanta
antioxidanta (DPPH, % inhibitie) a (ABTS,% inhibitie)abiomaseidespiruling,
biomasei de spiruling, la cultivare Tn la cultivare in prezenta compusilor Co(ll),
prezenta compusilor Co(ll), 10 mg/l . 10 mg/l .

Coeficientul de corelare dintre continutul fenolilor Tn biomasa de spirulina si
activitatea antioxidanta, determinata cu aplicarea testului ABTS, este de 0,00, dovada
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a lipsei dependentei dintre valorile acestor parametri. Compusii ca ficocianina si
carotenoizii Tndeplinesc Tn celuld rolul sdu biologic de pigmenti cu participare in
procesele fotosintetice. Capacitatea lor de a se manifesta in calitate de antioxidant este
una esentiala.

Tn rezultatul experientelor efectuate a fost stabilit c& componentele cu actiune
antioxidantd cu masa moleculara joasa nu au rolul de protectie antioxidativ in biomasa
de spirulind in conditiile experimentale studiate. Tn rezultatul actiunii compusilor Co(ll)
cu baze Schiff, cultura de spirulina se afla la limita existentei cu o activitate biosintetica
Tnjumatatita, dar productivitatea este la nivelul probei control. Acest fenomen este unul
rar Tntalnit In practica biotehnologica. Tn cele mai multe cazuri, efectul toxic al unui sau
a catorva xenobiotice din mediul nutritiv se manifesta, in primul rénd, prin reducerea
productivitatii, care poate fi urmata de intensificarea unor procese biosintetice. Prin
urmare, a fost determinat un fenomen de reactivitate biologicd nespecifica pentru
cultura cianobacteriei Spirulina platensis.

Concluzii:

1. Stresul oxidativinduslaSpirulina platensiseste asociat cu diminuarea cantitatii
componentelor de baza ale biomasei (proteine, ficocianing, caroten , fenoli).

2. Activitatea antioxidanta a biomasei obtinute Tn conditii de stres oxidativ de
asemenea scade, coreland cu continutul redus de componente bioactive.

3. 1Tn cazul stresului oxidativ indus cu compusii coordinativi ai cobaltului cu baze
Schiff la Spirulina platensis, cantitatea de biomasa acumulata nu este un indiciu sigur
de apreciere a starii culturii, deoarece diminuarea componentelor functionale are loc in
conditiile producerii de biomasa n limitele normale.
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