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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta cercetarilor. Datorita diversitatii, capacitatii de adaptare,
componentei pretioase a biomasei, microalgele si cianobacteriile sunt obiecte atractive pentru
diverse aplicatii [9, 18]. Producerea de biomasa ficologica in diferite scopuri se inscrie perfect in
reorientarea majord a economiei mondiale spre bioeconomie prietenoasa atidt mediului, cat si
omului. Biomasa de microalge si cianobacterii prezintd o sursad valoroasa de proteine, vitamine,
microelemente, lipide si carbohidrati [16]. 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) Négeli 1849, Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco 1905,
Haematococcus pluvialis Flotow 1844, sunt recunoscute ca sigure pentru consum [4, 11, 17, 26,
28, 29]. Unele dintre acestea, de exemplu, Arthrospira platensis, cunoscuta ca spirulina, sunt
evaluate ca alimente complete din punct de vedere nutritional.

Biomasa microalgelor si cianobacteriilor este o materie primd potrivita pentru obtinerea
diferitor produse alimentare si farmaceutice [15, 23, 27]. Productivitatea obiectelor ficologice o
depaseste esential pe cea a plantelor de cultura, 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 determind raspunsuri
specifice, instrumente avansate de inginerie genetica s.a.) pentru a dezvolta ficobiotehnologii cu o
eficientd mult mai Tnalta ca cele traditionale [3, 14, 24]. Aplicarea acestor instrumente, orientata
spre Tmbunatdtirea 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) [5, 22]. Formarea de
radicali liberi este un proces inevitabil si absolut necesar organismelor vii, atunci cand este vorba
despre radicalii primari. Acestia joacd roluri importante in transductia de semnale, cresterea si
diferentierea celulelor, realizarea apoptozei s.a [25]. Sistemele antioxidante ale celulelor sunt
adaptate la un anumit nivel de concentratie al SRO, pe care le elimina eficient, iar in conditii
fiziologice normale asigura echilibrul redox al sistemelor vii [20, 21]. In cazul stresului oxidativ
se produce un dezechilibru dintre radicalii liberi si antioxidantii din biomasa cianobacteriilor si
microalgelor. In aceste circumstante biomasa produsid poate fi o potentiald sursia de pericol,
continand de rand cu diferiti compusi valorosi, radicali liberi si produse ale degradarii oxidative a
compusilor organici [10, 12, 30]. Cunoasterea potentialelor pericole si managementul lor eficient
este o conditie a sigurantei biotehnologiilor aplicate si a produselor ficologice obtinute.

Pe de alta parte, cianobacteriile si microalgele poseda o capacitate inalta de a percepe SRO

si de a initia rapid apararea antioxidantd, care n conditiile unui mediu labil este cruciald pentru



supravietuire. Mecanismele intrinseci 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 ficologice, astfel ca aceasta biomasa sa fie sigura pentru consumul uman
si animal in termeni de prezenta a produselor degradarii oxidative a macromoleculelor.

Contactul cianobacteriilor si microalgelor cu xenobioticele este asociat cu instalarea unei
stari de stres oxidativ de diferitd intensitate. Reactiile de raspuns la stres, initiate de aceste
organisme sunt orientate spre reducerea toxicitatii substantelor strdine prin diferite tactici cum ar
fi transformarea ionilor agresivi in forme zerovalente (de exemplu prin biosinteza
nanoparticulelor), 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 [1, 6, 19]. Cunoasterea mecanismelor de derulare a reactiilor de raspuns
la stresul oxidativ poate sta la baza utilizarii obiectelor ficologice in scop de nanobiosinteza ori de
bioremediere a mediilor poluate, la fel si pentru obtinerea de biomasa ficologicd valoroasa si
sigurd, precum si a diferitor preparate in baza acestei biomase.

Scopul lucrarii a constat in fundamentarea aplicdrii 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:

e Evidentierea particularitatilor de manifestare a stresului oxidativ indus de factorii fizici
si chimici la cianobacterii s1 microalge de interes biotehnologic;

e Flucidarea posibilitatii de aplicare a raspunsului la stresul oxidativ indus in scopul
obtinerii biomasei ficologice cu componenta prognozata;

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

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

e Fundamentarea posibilitétii si a limitelor de aplicare a raspunsului la stresul oxidativ
in calitate de instrument in ficobiotehnologie;

e FElaborarea tehnologiilor, bazate pe aplicarea raspunsului obiectelor ficologice la
stresul oxidativ indus.

Ipoteza de cercetare. Raspunsul culturilor ficologice la stresul oxidativ indus poate fi un

instrument eficient pentru obtinerea biomasei pretioase cu continut dirijat, pentru biosinteza si



biofunctionalizarea nanoparticulelor de aur, argint si seleniu si pentru bioremedierea mediului
poluat. Aplicarea acestui instrument este conditionatd de intensitatea proceselor de protectie
antioxidanta 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 reprezentantii celor doud domene ale lumii vii. Tulpinile selectate poseda
valoare biotehnologica; manifesta flexibilitate in cadrul fluxurilor tehnologice; sunt introduse in
producere la nivel local/zonal, ceea ce asigura transferul rapid al elaborarilor realizate in laborator.

In 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 argumentdrii stiintifice riguroase, corespunderii nivelului actual international si
standardelor metodologice ale domeniului de cercetare.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Originalitatea lucrdrii constd in abordarea
raspunsului microalgelor si cianobacteriilor de interes biotehnologic la stresul oxidativ ca
instrument eficient pentru dirijarea proceselor in ficobiotehnologie. Utilizand 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 antioxidanta a culturilor de
microalge si cianobacterii in conditii de stres, a fost realizatd biosinteza nanoparticulelor de argint
si seleniu si biofunctionalizarea nanoparticulelor de aur si argint. Pentru prima datd 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 antioxidanta a acestora. Au
fost identificati indicatori noi ai stresului oxidativ de intensitate joasa: raportul clorofild o/B-
caroten si corelarea negativa puternica intre capacitatea antiradicalicd 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 rdspunsul culturilor ficologice. A fost confirmata ipoteza de cercetare conform céreia
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 rdspunsului cianobacteriilor si microalgelor la stresul oxidativ
indus in calitate de instrument biotehnologic, ceea 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 diferita intensitate in 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 generatd 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 ficologicd pretioasd (8 procedee), spre biosinteza (13
procedee) si biofunctionalizarea 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
inalta 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); 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); 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 Amelioratorilor, editia a 11-a, 2021 (Chisindau, Moldova); Conferinta
internationala in Biotehnologia Microbiana, editia a doua, 2014; editia a 3-a, 2016; editia a 4-a,
2018; editia a 5-a, 2022 (Chisindu, 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



participare internationald Modern biotechnologies — Solutions to the challenges of the
contemporary world, 2021 (Chisinau, Moldova).

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute pe durata elabordrii acestei teze sunt
reflectate in 75 lucrari stiingifice la tema acesteia dintre care: o monografie in monoautorat; o
monografie colectiva; 3 capitole in 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, din ele in 11 - primul autor; 2 articole 1n reviste recunoscute de peste hotare;
14 articole in reviste din Registrul national (3 fard coautori); 3 articole in culegeri de lucrari
stiintifice; 24 teze la conferinte, dintre care 21 la conferinte internationale din tara si peste hotare;
4 prezentari in sedintele plenare ale conferintelor (2 internationale), 7 brevete de inventii.

Volumul si structura tezei. Teza constd din introducere, sapte capitole, concluzii si

recomandari, bibliografie cu 502 titluri, 8 anexe, 268 pagini text de baza, 98 figuri, 16 tabele.

1. STRESUL OXIDATIV LA MICROALGE SI CIANOBACTERII

Tema stresului oxidativ si a raspunsului la acest fenomen este una din problemele de ordin
general atat pentru stiintele biologice, cat si pentru cele agricole si medicale, stresul fiind generat
st dezvoltandu-se dupa aceleasi principii comune pentru toate formele de viata 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 poseda
sisteme eficiente de protectie contra speciilor reactive ale oxigenului, care functioneaza 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, orientate spre intelegerea

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 caracteristica fundamentala a
viului. In acelasi timp, reactiile de riaspuns 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 principalele
surse de formare a speciilor reactive ale oxigenului la cianobacterii si microalge - doud procese
vitale de baza — respiratia si fotosinteza, la care se adauga influenta factorilor fizici, chimici si

biologici, care actioneaza asupra culturilor ficologice.



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. Atat
procesele de stimulare a proceselor biosintetice la microalge si cianobacterii, cat si conditiile de
stres oxidativ genereazd modificiri semnificative ale calititii biomasei ficologice. In anumite
conditii stresul oxidativ se asociaza 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.

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. Designul general a inclus 6 etape principale,

structurate conform schemei din figura 1.

I 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

I1. Stresul oxidativ indus I11. Stresul oxidativ indus in IV. Stresul oxidativ indus in
de factorii tehnologici bionanosintezi si biofunctiona- procesele de
si de mediu lizarea nanoparticulelor bioremedicre

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 biofuncfionalizare a
nanoparticulelor; de bioremediere

Fig. 1. Designul general al studiului realizat
Prima etapd a constat 1n 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 1n sistem biotehnologic inchis cu respectarea conditiilor optime pentru

fiecare dintre culturi. Probele de biomasa au fost prelevate la intervale de 24 ore, pe durata



intregului ciclu. Etapele II, III si IV prezintd studii independente, care reflectd rezultatele
cercetdrilor pe trei domenii de aplicare a stresului in calitate de instrument biotehnologic: 1) stresul
tehnologic in procesul de obtinere a biomasei pentru consum direct sau pentru procesare ulterioara;
2) stresul Tn nanobiotehnologii; 3) stresul in procesele de bioremediere. Etapa a V-a a fost una
integrativa, in cadrul careia au fost identificate mecanismele generale de instalare si propagare a
de stres in calitate de instrument biotehnologic. Etapa a VI-a este consacratad tehnologiilor
ficologice noi, elaborate in baza utilizarii stresului in calitate de instrument biotehnologic.

In calitate de obiecte 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). Toate aceste obiecte se caracterizeaza prin importantd biotehnologica,
parametri productivi si de siguranta stabili, se afla in centrul atentiei cercetatorilor din domeniul
studiilor fundamentale si a transferului tehnologic al elabordrilor inovative in producerea
industriala. Pentru cercetare a fost aplicat un set de metode acceptate in domeniul
ficobiotehnologiei si a cercetrilor fundamentale: metoda de determinare a cantitatii de biomasa,
metodele de determinare cantitativd a componentelor biomasei: proteine, ficobiliproteine,
carbohidrati, lipide, pigmenti fotosintetici, fenoli; metode de determinare a activitatii antioxidante;
metoda de determinare a dialdehidei malonice, metode de determinare a activitatii enzimelor
antioxidante, microscopia electronicd de scanare si de transmisie, analiza de activare cu neutroni,
metoda de determinare a nivelului de expresie relativda a genelor asociate cu stresul, metode de

analiza statisticd a datelor experimentale.

3. DINAMICA MODIFICARILOR ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A BIOMASEI
CULTURILOR FICOLOGICE PE DURATA CICLULUI DE CRESTERE iN CONDITII
OPTIME

Culturile de cianobacterii si microalge se dezvoltad in sisteme inchise in conformitate cu
legitatile generale comune pentru microorganisme, fiind prezente toate fazele de crestere. Fiecare
a interveni in scopul obtinerii efectelor dorite in cadrul tehnologiilor de cultivare. Pentru elaborarea
unor tehnologii ficologice bazate pe elemente inovative de sinteza dirijata 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. De obicei, parametrul studiat pe durata

ciclurilor de crestere este cantitatea de biomasa [2, 13, 31]. In acelasi timp, pe durata cultivarii
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culturilor ficologice se modifica si alti parametri biochimici. De exemplu, daca cantitatea de
proteine totale in biomasa este un parametru relativ constant, atunci cantitatea de lipide si glucide,
precum si cantitatea dar si raportul pigmentilor variaza semnificativ in dependenta de faza de
dezvoltare. De asemenea pe durata ciclului de crestere se modificd semnificativ si activitatea
antioxidanta. La aceastd etapd a studiului au fost identificate fluctuatiile fiziologice ale
parametrilor productivi, biochimici si de activitate antioxidanta la tulpinile de cianobacterii si
microalge luate in studiu pe durata unui ciclu de crestere in sistem biotehnologic inchis cu
respectarea conditiilor optime pentru fiecare dintre culturi. Probele de biomasa au fost prelevate
la intervale de 24 ore, pe durata intregului ciclu. Unele dintre rezultatele monitorizarii parametrilor

de crestere si calitate pe durata ciclurilor de crestere a culturilor studiate sunt prezentare mai jos.

3.1. Ciclurile de crestere a culturilor ficologice in conditii optime ale sistemelor inchise
Pentru toate culturile ficologice studiate se observa un ciclu clasic de acumulare a biomasei,
cu prezenta vizibila a fazelor specifice de crestere. In Figura 2. este prezentatd acumularea de

biomasa in cazul a patru culturi ficologice studiate.
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Fig. 2. Curbele de crestere a culturilor ficologice in sistem inchis, in conditii optime: (a) —
Nostoc linckia CNMN -CB-03; (b) — Arthrospira platensis CNMN-CB-02; (¢) — Porphyridium
cruentum CNMN-AR-01; (d) — Haematococcus pluvialis CNMN-AV-05

Durata unui ciclu (examinat pana la intrarea culturilor in faza stationard) difera de la o

culturd la alta si este intre 10 si 18 zile. Pentru culturile ficologice care se caracterizeaza printr-o
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ratd de crestere mult mai redusa comparativ cu alte culturi microbiene, ciclul poate dura de la 10
la 30 de zile si chiar mai mult, in dependentd de particularitatile culturii si conditiilor aplicate.
Pentru culturile cianobacteriene au fost identificate diferente in ciclurile specifice conditiilor de

laborator si a celor de producere.

3.2-3.5. Activitatea antioxidanta a biomasei ficologice pe durata ciclului vital

Analiza activitatii antioxidante a biomasei, monitorizatad cu aplicarea diferitor metode,
relevante pentru cultura ficologica si pentru tipul de substante cu activitate antioxidanta, care
predomind in biomasa, a permis identificarea unor puncte temporale sensibile, in care se produc
modificari semnificative ale capacititii de aparare a celulelor contra stresului oxidativ. In figura 3
sunt prezentate drept exemplu rezultatele obtinute la determinarea activitdtii antioxidante si
cantitatii dialdehidei malonice in biomasa de nostoc crescut in laborator in conditii optime.
Rezultatele obtinute indicd asupra unei activitati antioxidante inalte, determinatd de diferite
componente ale biomasei, astfel, ca diferite metode aplicate (care au la baza evidentierea diferitor

grupuri de compusi) au livrat valori diferite ale activitatii.
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Fig. 3. Activitatea antioxidanta si cantitatea dialdehidei malonice in biomasa de nostoc pe
durata unui ciclu de crestere in conditii de laborator: (a) — teste ABTS si DPPH
componente hidrosolubile; (b) teste ABTS si DPPH componente liposolubile; (c) — test
CRFM componente liposolubile; (d) — test TBARS biomasa
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In acelasi timp, in cazul tuturor metodelor aplicate se evidentiaza salturi valorice in anumite
faze ale ciclului de crestere a culturii. Cele mai evidente fluctuatii se produc in faza de latenta si
la inceputul fazei de crestere exponentiald. De asemenea, se evidentiaza si finalul fazei de crestere
exponentiala. Tot in aceste intervale de timp valorile testului TBARS sunt informative. In faza de
latenta si in prima zi a fazei de crestere exponentiala valorile testului sunt cele mai inalte, indicand
o stare de stres 1n cultura care se adapteaza la conditiile unui nou ciclu. Aceleasi faze sensibile —

faza lag si a doua parte a fazei cresterii exponentiale — au fost evidentiate si la spirulind (figura 4).
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Fig.4. Activitatea antioxidanta si cantitatea dialdehidei malonice in biomasa de spirulina pe
durata unui ciclu de crestere in conditii de laborator: (a) - ABTS componente
hidrosolubile; (b) testul TBARS biomasa

Astfel, faza de latenta la toate speciile studiate se evidentiaza prin capacitate joasd de
protectie antioxidanta. O altd 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 restructurdri 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 si

de obtinere a biomasei valoroase, si sigure pentru consum.

4. STRESUL TEHNOLOGIC LA CIANOBACTERIILE SI MICROALGELE DE
INTERES INDUSTRIAL
Conditiile de stres de orice naturd impun modificari semnificative in activitatea vitald a
microalgelor si cianobacteriilor, procesele fiziologice fiind orientate spre adaptarea culturilor la
conditiile specifice. Ca rezultat, atdt componenta biochimica, cat si activitatea antioxidanta 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
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a mediului nutritiv si aplicarea stimulatorilor — acestea sunt principalele provocari la care trebuie
sa raspunda culturile de cianobacterii si microalge crescute in conditii industriale. In 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. Cercetarile au fost

realizate conform schemei reprezentate in figura 5.

TIPURILE DE STRES TEHNOLOGIC

I. Stresul hipertermic IL. Stresul de lumind 111, Stresul hipersalin IV. Stresul provocat de
(40°C fatd de optimul (fotoperiodism fatd de (10, 20, 30, 40 5i 50 g/l metale:Cu, Zn
de30°C) iluminare continua) fatd de 0.2-1.0 g/l)
| i Adaugare: faza lag;
Conditii de laborator si de producere faza cresterii
exponentiale

Prelevare de probe de biomasa la intervale egale de 24 ore

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

Fig. 5. Designul studiului efectelor stresului tehnologic asupra culturilor ficologice

Influenta stresului hipertermic si de lumind asupra culturii de spirulina a fost studiata in
conditii de laborator si de producere. Stresul salin a fost indus in conditii de laborator pentru
culturile de spirulind si nostoc. Acest tip de stres a fost modelat in mai multe variante de intensitate,
in dependenta de concentratia de clorurd de sodiu. Stresul metalic a fost indus prin prezenta
cuprului si zincului in componenta sarurilor CuSOs-5H20 si Zn(CH3COz)2-2H;0, care au fost
adaugate la mediile pentru cultivarea spirulinei, nostocului si porfiridiumului. In cazul stresului
provocat de cupru, sarea a fost addugatd in doud variante: in faza de latentd si in faza cresterii

exponentiale. Parametrii monitorizati sunt prezentati in figura 5.

4.1. - 4.2. Influenta stresului termic si de lumind asupra tulpinii tehnologice
Arthrospira platensis CNMN-CB-11

In aceste subcapitole este prezentat efectul stresului termic si al fotoperiodismului asupra
spirulinei in conditii de laborator si de producere industriala. Activitatea antioxidanta a biomasei
de spirulina si cantitatea de dialdehidd malonica in conditii de stres de temperatura sunt prezentate
in figura 6. Din rezultatele prezentate este evident, ca temperatura inalta (40°C) este un factor de

stres pentru cultura de Arthrospira platensis atat in conditii de laborator, cit si in conditii de
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producere. In conditii de laborator cantitatea de dialdehida malonica in biomasa crescutd la
temperaturd inalta este de 3 ori mai mare ca in biomasa crescutd la temperaturd optima, iar in

conditii de producere industriald cresterea cantitatii DAM este de 37%.
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Fig. 6. Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehida malonica in biomasa de
Arthrospira platensis in conditii de stres termic pe durata ciclului vital: (a) - conditii de
laborator; (b) — conditii industriale

Valorile testului ABTS in extractele din biomasa crescuta la temperatura optima de 30°C
in conditii de laborator variaza pe durata ciclului vital in limitele de 28,0 si 54,7% inhibitie, iar In
conditii de producere — intre 31,0 si 58,0% (figura 6). Putem evidentia inceputul fazei de crestere
ex a lentiald, cand se Inregistreazd o scddere pr | fatd a activitatii antioxidante a extractelor
hidrice din biomasa crescuta la temperaturd de 40°C comparativ cu cea crescuta la temperatura
optima: in conditii de laborator activitatea extractului hidric din biomasa crescuta la 30°C este de
1,8 ori mai mare comparativ cu cea a extractului din biomasa crescutd la 40°C.

Figura 7 reflecta rezultatele obtinute la aplicarea stresului de lumind in conditii de laborator
st de producere. Aplicarea regimului de iluminare periodica a spirulinei in conditii de laborator

s-a asociat cu o crestere foarte pronuntatd a DAM.
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Fig. 7. Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehidd malonica in biomasa de
Arthrospira platensis in conditii de stres de iluminare pe durata cilului vital: (a)- conditii de
laborator; (b) - conditii de producere, ((24) - iluminare continua; (12/12) - iluminare
periodica 12 ore lumina:12 ore intuneric)
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Astfel, pe durata ciclului vital in conditii de iluminare periodicd nivelul DAM 1in spirulind
creste progresiv comparativ cu conditiile de iluminare continua, diferenta fiind de 2,2 ori la
inceputul ciclului si de 10 ori la final. In conditii de producere fotoperiodicitatea provoaci cresterea
cantitatit DAM cu cel mult 55,0% fata de valorile respective obtinute pentru conditiile de iluminare
continud (p<0.001). Pe durata primelor 6 zile de cultivare a spirulinei, In conditii de iluminare
periodica activitatea antioxidantd este mai joasa cu 36,8-55,5% fatd de conditiile de iluminare
continud, iar in zilele urmatoare (cu exceptia zilei a 7-a) valorile activitatii antioxidante Tn ambele
variante de iluminare sunt foarte apropiate. In conditii de producere deosebirea dintre nivelul de
activitate antioxidantd 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.

Activitatea enzimelor antioxidante 1n conditii de stres termic si fotoperiodicitate la

cresterea spirulinei in conditii de laborator sunt prezentate in figura 8.
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Fig. 8. Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa de spirulina in conditii de stres pe
durata cilului vital in laborator: (a) — stres termic, (b) — stres de lumina

In conditii de temperatura optimi cel mai inalt nivel de activitate al enzimelor antioxidante
primare se inregistreaza pe durata fazei /ag si a celei de crestere exponentiald. La temperatura de
40°C cea mai inaltd activitate a SOD si POD este 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, la inceputul fazei de crestere exponentiala
activitatea POD fiind de 2,2 ori mai mare. in conditii de laborator, atat la iluminare continua, cat
si in conditii de fotoperiodism cea mai naltd activitate a enzimelor antioxidante primare SOD si
POD, este caracteristicd fazei lag si fazei exponentiale de crestere. In conditii de fotoperiodism in
timpul etapelor mentionate ale ciclului vital activitatea enzimelor studiate este mai mare (de peste
1,4 ori 1n cazul POD si de peste 2 ori in cazul SOD).

Cu toate ca in conditii de fotoperiodism unii parametri tehnologici se caracterizeaza prin

valori atractive (creste cantitatea de biomasa acumulata, cantitatea de ficobiliproteine si de glucide
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in biomasd) aceasta situatie urmeaza a fi tratatd cu mare atentie, pentru a nu permite compromiterea

sigurantei produselor obtinute din cauza acumuldrii de radicali liberi.

4.3. Influenta stresului salin asupra A. platensis si N. linckia in conditii de laborator

Cantitatea de clorurd de sodiu in 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 cantititii de biomasd obtinutd, de aceea in conditii
industriale controlate asemenea situatii sunt evitate.

In studiul realizat au fost testate 5 concentratii de NaCl (10, 20, 30, 40 si 50 g/1). In 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. Rezultatele sunt

prezentate in figura 9.
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Fig. 9. Activitatea antioxidanta si cantitatea de dialdehidd malonica in biomasa
cianobacteriilor la diferite concentratii de NaCl in mediu. (C/3, C/6, si C/10 - controlul la
ziua a 3-a, a 6-a si a 10-a); 10, 20, 30, 40, 50 - concentratia de NaCl, g/1: (a) - Arthrospira
platensis; (b) — Nostoc linckia

Rezultatele obtinute denotd, ca salinitatea inalta prezinta un factor de stres pentru cultura
de spirulind. 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 doud monitorizari
— creste semnificativ. In acelasi timp, la a doua monitorizare si partial la cea de-a treia, se atesta
cresterea activitatii antioxidante a biomasei, care este o dovada a mobilizarii capacitatilor

antioxidante ale celulei pentru a stinge radicalii formati. La nostoc stresul provocat de nivelul
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crescut al clorurii de sodiu este mai pronuntat, concluzie sustinuta de cresterea nivelului DAM si

descresterea activitatii antioxidante in biomasa.

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

Au fost analizate doua situatii diferite: actiunea unui metal cu potential toxic inalt — cuprul,
si a unuia mai putin toxic — zincul asupra a trei tulpini de importanta industriald — Arthrospira
platensis CNMN-CB-11, Nostoc linckia CNMN-CB-03 si Porphyridium cruentum CNMN-AR-
01. Contactul culturilor ficologice cu cuprul s-a produs in doud variante: in faza lag si in faza
cresterii exponentiale. In figura 10 sunt prezentate unele dintre rezultatele obtinute in cazul culturii

de Porphyridium cruentum.
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Fig. 10. Activitatea antioxidanta si continutul de dialdehida malonica in biomasa de
Porphyridium cruentum in prezenta cuprului si zincului: ((C) - control; (CuSQOs) - 5 mg/1
CuSO4 adaugat la prima zi; (CuSO4+) - 5 mg/l CuSQ4 adaugat la ziua a 3-a; (Zn acetat) - 5
mg/l ZnC4H1006 adiugat la prima zi

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 in biomasa ficologici creste semnificativ
cantitatea DAM, scade activitatea antioxidantd a extractelor hidrice, se modifici semnificativ
activitatea enzimelor antioxidante primare. Cantitatea de biomasa in cazul celor trei tulpini scade
semnificativ in cazul cand cuprul este addugat la inoculare. In cazul cand cuprul este adaugat 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. Acetatul de zinc in concentratia de 5 mg/l nu s-a manifestat ca
inductor de stres la tulpinile studiate. Astfel, cantitatea de DAM, activitatea antioxidanta a
extractelor hidrice si activitatea enzimelor antioxidante primare nu se modifica sub influenta

zincului, ori se modifica in limite foarte inguste.
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Cele patru tipuri diferite de stres tehnologic au produs modificari generalizate in toti
parametrii productivi si de sigurantd ai biomasei de spirulind, nostoc si porfiridium, fiind afectata

productivitatea, componenta biochimica, activitatea antioxidanta si cantitatea DAM.

5. STRESUL OXIDATIV iN NANOBIOTEHNOLOGIA CIANOBACTERIILOR SI
MICROALGELOR

Cercetarile descrise in acest capitol 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. In
aspect de toxicitate au fost studiate interactiunile dintre obiectele ficologice si diferite tipuri de
nanoparticule (puncte cuantice si nanoparticule de Au si Ag). Biofunctionalizarea nanoparticulelor
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 bionanosinteza
si biofunctionalizare si la finalul ciclului in cazul studiilor de toxicitate. Parametrii monitorizati au
fost: productivitatea culturilor, componenta biomasei (indicatorii biochimici), activitatea
antioxidanta (testele antiradicalice si markerii stresului oxidativ). De asemenea, procesele de
biosintezd si biofunctionalizare au fost monitorizate prin identificarea directd si indirecta a

nanoparticulelor sintetizate/biofunctionalizate (figura 11).

STRESUL OXIDATIV IN NANOFICOBIOTEHNOLOGIE

. Nanobiosintezs I1. Contactul culturilor cu NP III. Biofunctionalizarea NP ingineresti

AgNP Arthrospira platensis Puncte AgNP AgNP Arthrospira platensis
SeNP Nostoe linckia cuantice AuNP AuNP Porphyriditum cruentum

Dunaliella salina
Porphyridivm cruentum

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

Paramelri monitorizati:
Eficienta procesului; productivitate: componente ale hiomasei (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. 11. Designul studiului efectelor stresului oxidativ in nanoficobiotehnologie

5.1. Stresul oxidativ la cianobacterii si microalge in procesul de bionanosinteza
Metoda biologica de sinteza a nanoparticulelor are multiple prioritdti, cea mai importanta

fiind caracterul prietenos mediului. In scopuri de bionanosinteza sunt utilizate diverse organisme
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vii, celule si derivate celulare, printre care si microorganismele fotosintetizatoare. Cianobacteriile
si microalgele reprezintd obiecte de studiu interesante In ceea ce priveste biosinteza
nanoparticulelor, deoarece sunt o sursd de metaboliti cu proprietdti reducatoare care pot asigura
eficienta procesului. Scopul cercetarilor prezentate in acest subcapitol a fost de a evidentia
posibilitatea de a realiza biosinteza nanoparticulelor de argint si seleniu in celulele vii de microalge
si cianobacterii si in conditiile pastrarii calitatii si valorii biologice a biomasei acestor culturi. O
asemenea abordare este pretioasd atunci, cand se aplicd o viziune integratd de utilizare a
nanomaterialelor. Aceasta se referd n special la domeniul de teranostica, cand proprietatile
nanoparticulelor obtinute prin biosinteza si a matricei biologice in care acestea sunt incluse sa fie
valorificate pentru diagnosticare si tratament intr-o singura procedurd. Cercetdrile realizate au
permis de a demonstra posibilitatea de obtinere a nanoparticulelor pornind de la forme chimice
diferite ale elementelor de interes. In acelasi timp s-a urmirit pastrarea unui echilibru intre
nanobiosinteza si calitatea biomasei. In calitate de exemplu, in continuare sunt prezentate cateva
dintre rezultatele obtinute. Figura 12 reflectd modificarile produse in biomasa de porfiridium pe

durata biosintezei nanoparticulelor de argint pornind de la solutia de nitrat de argint.
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Fig. 12. Modificarea pe durata nanobiosintezei a continutului unor componente in
biomasa de Porphyridium cruentum (a-d); a activitatii antioxidante (e); imagine MES a
biomasei (f)

Testele biochimice efectuate pentru principalii parametri ai biomasei de Porphyridium

cruentum demonstreazd prezenta unui efect toxic, care se manifesta in primele ore ale expunerii

20



biomasei algale contactului cu nitratul de argint. Descresterea semnificativa a continutului de
proteina, ficobiliproteine, lipide indicd asupra degradarii biomasei de porfiridium. Efectul toxic
este confirmat si de diminuarea capacitatii antiradicalice a biomasei. In acelasi timp, microalga
Porphyridium cruentum poate fi matrice importanta pentru realizarea biosintezei nanoparticulelor
de argint, proces ce are la baza activarea mecanismelor de protectie contra stresului provocat de
prezenta ionilor de argint in special in conditiile unui contact cu ionii de argint cu durata de 24 ore.

Acelasi principiu a fost identificat in cazul biosintezei nanoparticulelor de argint de catre
culturile vii de Arthrospira platensis, Nostoc linckia si Dunaliella salina, dar si a biosintezei
nanoparticulelor de seleniu pornind de la solutia de selenit de cobalt de catre culturile de
Arthrospira platensis si Nostoc linckia. Fenomenul de biosintezd a nanoparticulelor de catre
culturile ficologice vii se bazeaza pe raspunsul celulelor la stresul oxidativ generat de prezenta
precursorilor de sintezi, in cazul acestui studiu, a azotatului de argint si a selenitului de cobalt. In
scopul protejarii de efectele nocive ale xenobioticelor in celulele microalgelor si cianobacteriilor
se includ mecanismele de protectie antioxidanta, care reduc efectele degradarii oxidative, dar si
mecanismele care asigura biotransformarea elementelor nocive. Asa cum in toate cazurile studiate
a fost demonstrat procesul de biosinteza a nanoparticulelor, acestea fiind in formad de element
zerovalent, avem de-a face cu procese clare de oxidoreducere, care interfereaza cu protectia

antioxidanta sau sunt parte componenta a acestora.

5.2. Stresul oxidativ provocat de diferite nanoparticule la microalge si cianobacterii

In cadrul acestui compartiment al lucrarii nanomaterialele au fost tratate la fel ca si alti
factori de stres pentru culturile ficologice, fiind monitorizati parametrii productivi si de siguranta
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 modificérilor produse in nivelul de producere a
biomasei, in componenta biomasei obtinute si in activitatea antioxidanti a acesteia. In studiu au
fost luate nanoparticule cu o utilizare practica extinsa — nanoparticulele luminiscente (puncte
cuantice CdSe, ZnSe si ZnS) utilizate in multiple arii ingineresti si nanoparticulele metalelor nobile
(Au si Ag), utilizate in diferite industrii i medicina.

Punctele cuantice CdSe cu dimensiunea de 3-5 nm au fost obtinute prin metoda sintezei in
solvent cu punct de fierbere ridicat; particulele de ZnSe cu dimensiunea de 40 nm si ZnS cu
dimensiunea de 30-35 nm au fost obtinute prin metoda hidrotermald de cercetatorii din cadrul
Institutului de Inginerie si Nanotehnologii D. Ghifu. Nanoparticulele au fost suplimentate la

mediile de cultura ale spirulinei si porfiridiumului in trei serii de experiente cu aplicarea diferitor
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concentratii de nanoparticule de la 0.01 la 10 mg/1. Aceasta serie de experiente au fost realizata pe
Arthrospira platensis CNMN-CB-02 si Porphyridium cruentum CNMN-AR-01.

In cadrul cercetarilor efectuate a fost stabilit ca toxicitatea celor 3 tipuri de particule pentru
cultura de spirulind si porfiridium descreste in sirul ZnSe>CdSe>ZnS. Activitatea antioxidanta a
componentelor hidrosolubile ale biomasei ficologice se modificd in dependentd de tipul de
particule si concentratia lor. Metoda specifica de determinare a procesului de peroxidare a lipidelor
cu densitatea joasa permite de a stabili o corelatie puternicd negativa (r= -0,61... -0,90) intre
cantitatea de biomasa acumulata si produsele peroxidarii (dialdehida malonicd) in diapazonul de
concentratii, In care nanoparticulele manifesta un efect toxic (tabelul 1). Aceste corelatii puternice
evidentiazd degradarea membranelor biologice, modificarea permeabilitatii si dereglarea
proceselor vitale. Cultura de spirulind este mai sensibila, comparativ cu alte obiecte ficologice,

fatd de prezenta nanoparticulelor cu potential toxic in mediul de cultivare, iar rezultatele prezentate

.....

Tabelul 1. Coeficientii de corelatie semnificativi intre cantitatea de biomasa de spirulina si
porfiridium si continutul dialdehidei malonice in biomasa la actiunea punctelor cuantice

Tipul de NP/Domeniul de Arthrospira platensis

concentratii CdSe 0,1-4,0 mg/l | CdSe 0,01-0,1 mg/l | ZnSe 0,01-0,1 mg/I
Coeficientii de corelatie intre | -0,9054 -0,8211 -0,8980

cantititile de DAM si biomasa (p<0,001) (p<0,01) (p<0,001)

Tipul de NP/Domeniul de Porphyridium cruentum

concentratii CdSe 1,0-12,0 mg/l | ZnS 1,0-8,0 mg/l ZnSe 0,01-0, 06 mg/1
Coeficientii de corelatie intre | -0,7837 -0,8563 -0,6087

cantititile de DAM si biomasa (p<0,01) (p<0,01) (p<0,05)

Un alt obiectiv al studiului realizat a constat in stabilirea capacitatii nanoparticulelor de
AgNP si AuNP stabilizate cu polimeri organici de a induce starea de stres la cianobacteria
Arthrospira platensis si microalga Porphyridium cruentum in timpul cultivarii lor in sistem inchis.
Nanoparticulele de argint si aur in polietilenglicol in intervalul de concentratie de 0,025-0,5 uM
stimuleaza cresterea biomasei spirulinei cu 31,6% si, respectiv, 35,8%. Ambele tipuri de NP nu au
modificat semnificativ continutul de proteine, carbohidrati si pigmenti. Continutul de lipide a
crescut la concentratii de NP de pana la 0,1 uM, iar la concentratie de 0,5 uM a fost inregistrata o
diminuare a acestui parametru. Au fost observate unele modificari legate de mecanismul
fotosintetic. Valoarea raportului clorofild o/B-caroten a servit drept indicator al stresului. Valorile
obtinute 1n aceastd cercetare pentru raportul clorofild/caroten sunt date in tabelul 2. Pentru AgNP
la concentratii de 0,025-0,25 uM a fost observata o crestere a acestui raport in comparatie cu

martorul, ceea ce indicd o activitate de fotosinteza ridicatd. Aceste date coreleaza cu cresterea
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biomasei. La o concentratie de AgNP de 0,50 uM s-a observat o scadere a raportului fata de martor,
ceea ce ar putea fi un indicator al unei stari de stres pentru cultura de spirulina.

Tabelul 2. Efectul nanoparticulelor asupra ratei clorofila o/p-caroten la spirulina

Rata Clorofila o / B-caroten
Tipul de nanoparticule Concentratia nanoparticulelor, uM
oM 0.025 0.05 0.10 0.25 0.50
AgNP 4.57 4.86 5.21 5.07 5.04 4.17
AuNP 4.57 5.03 5.05 5.13 5.18 5.05

Concentratia AgNP si AuNP de 0,5 uM implica mai multe elemente de toxicitate in cultura
spirulinei. Printre acestea pot fi mentionate scdderea continutului de lipide, cresterea nivelului de
DAM si scaderea raportului clorofild a/B-caroten. Mentinerea nivelului ridicat de productivitate la
aceastd concentratie a fost asiguratd de un nivel adecvat al activitatii antioxidante a biomasei.

Expunerea culturii de Porphyridium cruentum la actiunea AgNP cu dimensiunea de 10 si
20 nm in limita de concentratii Intre 0,01 si 0,1 uM s-a soldat cu o diminuare a continutului de
lipide (cu 32-41%) in biomasa (figura 13), iar concentratiile mai mari au dus la o crestere
semnificativa (de 2,1-3,0 ori ) a continutului de lipide. In limita concentratiilor aplicate de AgNP,
dependenta dintre concentratia AgNP si continutul lipidelor in biomasa este puternica, coeficientul
de corelatie Pearson calculat pentru AgNP de 10 nm este de r=0,856 si pentru AgNP de 20 nm este
de r=0,819. De asemenea, creste si cantitatea de DAM, care depaseste valorile normale de pana la
3,4 ori. Cantitatea dialdehidei malonice coreleazd cu concentratia de nanoparticule aplicate,

coeficientii de corelatie fiind r=0,823 (AgNP de 10 nm) si r=0,899 pentru AgNP de 20 nm.

= 40 —ILipide AgNP 10 nm EEm Lipide AgNP 20 nm ~ * ¥ 0.6
é 30 —A—DAM AgNP 10 nm —0—DAM AgNP 20 nmy
£ 04
<20 %
5 02 o
e rm (] :
2 a
= 0 L 0
0 001 005 01 025 05 1 5 10
AgNP, uM

Fig. 13. Efectul diferitor concentratii ale nanoparticulelor de argint cu dimensiunea de 10 si
20 nm asupra continutului de lipide si DAM in biomasa de
Porphyridium cruentum (*p < 0,001 pentru diferenta fata de martor)

Acelasi pattern de raspuns al culturii de porfiridium se atesta si In cazul nanoparticulelor
de aur stabilizate in citrat. Coeficientii de corelatie dintre valorile dialdehidei malonice determinate

in biomasa microalgald si concentratiile nanoparticulelor de aur de 10 si 20 nm din mediul de
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cultivare a confirmat existenta unei dependente puternice pozitive intre aceste variabile (r = 0,744

sit=0,817).

5.3. Stresul oxidativ pe durata biofunctionalizarii nanoparticulelor de aur si argint de
catre microalge si cianobacterii

In studiul dat au fost utilizate nanoparticule de argint si de aur de dimensiuni mici de 5 nm,
stabilizate 1n polietilenglicol. Spirulina si porfiridiumul au fost cultivate In prezenta
nanoparticulelor, care au fost introduse in mediul de cultivare in perioade diferite ale ciclului vital
nanoparticulelor metalice in cultura vie si de pastrare a calitatii biomasei implicate in aceste
procese. Adaugarea nanoparticulelor s-a realizat in 3 serii experimentale care se deosebesc dupd
varsta culturii: 1) faza lag; 2) inceputul fazei de crestere exponentiald si 3) sférsitul fazei de
crestere exponentiala. Biofunctionalizarea nanoparticulelor a fost demonstratd prin metode
indirecte (inregistrarea deplasarii maximelor de absorbtie) si directe — vizualizarea
nanoparticulelor in fractiile de biomasi ficologici. In procesul de biofunctionalizare a
nanoparticulelor in biomasa ficologica se observa acelasi tip de modificari, ca cele descrise
anterior (subcapitolul 5.2). Ideea implicarii mecanismelor de raspuns la starea de stres oxidativ in
procesul de biofunctionalizare este sustinuta si de datele cu referire la capacitatea de reducere a
biomasei ficologice. Astfel, a fost demonstrat ca capacitatea de reducere a radicalului oxidului
nitric, determinatd pentru extractele obtinute din biomasa ficologica, cultivatd in prezenta
nanoparticulelor stabilizate in polietilenglicol, suplimentate la mediul de cultivare in faza de
latentd, a crescut semnificativ. In figura 14, drept exemplu, sunt prezentate rezultatele obtinute in
cazul extractelor din biomasa de porfiridium. Nanoparticulele de aur si argint au indus cresterea
capacitatii de reducere a oxidului nitric In extractele din biomasa de P. cruentum, cu 36-89%,

dependenta fiind de tip doza-efect (r= 0,989 in cazul AgNP si r=0,893 in cazul AuNP.
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Fig. 14. Capacitatea de reducere a radicalului oxidul nitric de catre extractele etanolice din
biomasa de P. cruentum crescuta in prezenta nanoparticulelor de aur si argint adaugate in
faza de latenta (*p<0,01; **p<0,001)
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Varsta culturilor de P. cruentum si A.platensis este un factor important in formarea reactiei
de raspuns a culturii la stresul oxidativ generat de prezenta nanoparticulelor de aur si argint, dar si
de modelare a procesului de biofunctionalizare a nanoparticulelor. Faza cresterii exponentiale, se
evidentiaza ca termen potrivit in scopul obtinerii de nanoparticule biofunctionalizate, dar poate fi

asociatd cu o acumulare in exces a produselor degradarii oxidative a lipidelor.

6. STRESUL OXIDATIV iIN 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 cercetirile prezentate in acest
capitol, cianobacteriile Nostoc linckia si Arthrospira platensis au fost aplicate pentru indepartarea
metalelor grele din efluentii contaminati. Au fost luate in cercetare doua tipuri de efluenti sintetici
cu componenta polimetalicd de bazd — unul cu element dominant Cu(Il) si altul - Cr(VI). 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 culturd 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. Schema experientelor este prezentata in figura 15.

STRESUL OXIDATIV iN PROCESELE DE BIOREMEDIERE CU
UTILIZAREA MICROALGELOR SI CIANOBACTERIILOR A APELOR
CONTAMINATE CII METALE GRELE

I. In bazi de Cu {(+Fe, Ni, Zn) I1. In bazi de Cr (V1) (+ Cu, Fe, Zn) 111, in bazi de Zn, Ni,
| pamantruri rare
4 sisteme polimetalice . l

T 3 miveluri de Confirmares

2 culturi: : 1 :
cancenirafn . ' fir g Tl e

Arthrospira platensis; £ 2 perioade de 3 i e concluziilor;

Nostoc linckia contacl Eiciuri iterative Arthrospira platensis

de crestere

Parasmoetri monitorizafi:
Eficienta bioancumulhirii metulelor; productivitate; componente ale biomasei (proteine totale, earbohidrati, lipide.
pigmenti, fenoli): activitatea antioxidanid a biomasel (ABTS, DPPH): markerul de stres DAM: activitaten enzimelor
antioxidante de prima linie

Fig. 15. Designul studiului efectelor stresului oxidativ in procesele de bioremediere
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Principalul parametru monitorizat in cadrul acestor studii a fost eficienta bioacumularii
metalelor din mediile contaminate, iar in paralel au fost cuantificati parametrii productivi si
biochimici, care reflecta starea culturilor si nivelul de implicare a rdspunsului la stres.

6.1. Particularitatile raspunsului culturii de spirulini la stresul oxidativ In conditii
de tratare a efluentilor contaminati cu metale grele si cicluri repetate de cultivare

Arthrospira platensis este un obiect model convenabil pentru studii de bioremediere, fiind
un extremofil, care face fatd mai multor provocari: alcalinitate ridicata, temperatura ridicata si
concentratie mare de sare in mediul de cultura. Mai mult, spirulina poate supravietui nu numai in
medii cu un continut ridicat de metale grele si poluanti organici persistenti, dar si sd acumuleze o
cantitate mare de biomasa in aceste conditii. In acest subcapitol sunt generalizate rezultatele
obtinute in studiul Indepartarii metalelor grele din sisteme polimetalice cu continut de cupru si
crom in cicluri repetate de cultivare cu utilizarea cianobacteriei Arthrospira platensis.

Primul sistem polimetalic testat a fost constituit in baza prezentei cuprului. Suplimentar,
sistemele au inclus: I — fier; II — fier si nichel; III — fier si zinc; IV — fier, zinc si nichel. Au fost
modelate sisteme polimetalice cu diferite concentratii ale metalelor (Cu — de la 2,5 la 10 mg/l; Fe
— 1,25 -5,0 mg/l; Ni si Zn — 0,5 — 2,0 mg/1). In sistemele care au continut cantitatea maximala de
metale spirulina a supravietuit un singur ciclu de cultivare, iar toti parametrii de productivitate si
calitate a biomasei au avut valori sub limita de acceptare. Astfel in dependentd de componenta
sistemului, cantitatea de biomasa produsa a scazut cu 32,8-52,6% fata de martor (figura 16,b),
cantitatea de proteine a scazut cu pana la 69%, iar a carbohidratilor — cu pana la 29,2% fata de
martori. Ficobilinele scad de la 14% din biomasda in martor la 0,32-0,88% 1n variantele

experimentale. Rezultatele prezentate denota o toxicitate extrema a sistemelor polimetalice cu

cupru in concentratiile de 10 mg/1 pentru Cu, 5,0 mg/l pentru Fe si 2,0 mg/] pentru Ni si Zn.
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Fig. 16. Cantitatea de metale acumulate si producerea de biomasa de spirulina in sistemele
I) Cu/Fe, II) Cu/Fe/Zn, I1I) Cu/Fe/Ni si IV) Cu/Fe/Zn/Ni (Concentratiile, mg/l1: Cu — 10,0;
Fe —5,0; Ni—2,0; Zn — 2,0)
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Conform datelor analizei de activare cu neutroni (fig.16,a), in sistemul Cu/Fe, biomasa
spirulinei a acumulat 6,0+0,3 mg/g de cupru, care este de 200 de ori mai mare decat in biomasa
martor si 7,24+0,3 mg/g de fier — de 1,6 ori mai mult in comparatie cu martorul. La adaugarea
ionilor de zinc in sistem, capacitatea de acumulare a biomasei pentru cupru si fier rdimane la acelasi
nivel, in timp ce cantitatea de zinc a fost de 1,60+0,05 mg/g (de 26 de ori mai mare decat la martor).
Comparand sistemele Cu/Fe/Zn si Cu/Fe/Ni, s-a observat ca spirulina a acumulat aproximativ de
7 ori mai mult zinc decat nichel, in pofida faptului cd au fost addugate in mediul nutritiv in aceeasi
concentratie. In sistemul Cu/Fe/Ni, cantitatea de cupru acumulati a crescut, in timp ce absorbtia
de fier a fost redusa semnificativ. In sistemul cuaternar Cu/Fe/Ni/Zn s-a observat cea mai mare
acumulare pentru toate elementele. Fierul, cuprul si zincul sunt elemente importante necesare
organismelor vii, fiind implicate Tn multe procese celulare, Tnsa, in cazul in care concentratiile lor
in mediu depisesc norma fiziologicd stabiliti, pot deveni toxice pentru celule. in sistemele
analizate spirulina a supravietuit doar pe durata unui ciclu.

In sistemele polimetalice cu continut dominant de cupru si concentratii mai mici de metale
a fost posibil de a realiza cultivarea spirulinei pe durata a trei cicluri iterative, in fiecare dintre ele
fiind monitorizatd cantitatea de biomasa obtinutd, Incarcitura de metale acumulate si componenta
biochimica a biomasei. Reducerea cantitatii de biomasa a fost de 28,1-42,6% fata de martor, de
asemenea, au fost inregistrate Inrautdtiri semnificative a calitatii biomasei produse, exprimata in
reducerea cantitatii de proteine si a pigmentilor, precum si in modificarea continutului tuturor
fractiilor de biomasa studiate. Acumularea metalelor a fost diferita de la ciclu la ciclu, iar o legitate
a fost comuna pentru toate sistemele polimetalice. Astfel, cantitatea de cupru acumulat in biomasa
este maxima in primul ciclu de cultivare, dupa care scade progresiv in ciclurile II si III. Cantitatea
fierului din contra, se diminueaza in primul ciclu, dupa care revine la norma sau chiar creste in
urmatoarele doua cicluri. Este evidentd adaptarea culturii de spirulind la efluentii cu continut de
cupru cu concentratii relativ mici de metale, ceea ce indica asupra perspectivei utilizarii biomasei
spirulinei ca acumulator regenerabil pentru tratarea efluentilor moderat poluati sau pentru post-
epurarea apelor uzate.

Un studiu similar a fost realizat cu utilizarea spirulinei pentru bioacumularea metalelor din
sisteme polimetalice cu continut de crom. Suplimentar scopului de monitorizare a capacitatii de
acumulare a metalelor si modificdrilor biochimice in biomasa de spirulind in acest set de experiente
ne-am propus sa evaludm dependenta procesului de acumulare de varsta culturii care contacteaza
cu efluentii ce contin metalele de interes. Efluentii cu compozitie chimica si concentratie diferita

de ioni metalici au fost modelati pe baza datelor obtinute pentru efluentii galvanici reali.
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A fost investigatd acumularea de metale de catre spirulina din efluenti sintetici cu
urmatoarea compozitie chimica: Cr/Fe; Cr/Fe/Ni; Cr/Fe/Ni/Zn si Cr/Fe/Ni/Zn/Cu pe durata a trei
cicluri de cultivare. Metalele in diferite concentratii (in mg/l: Cr (VI) - 10,0 — 5,0; Fe — 5,0 — 1,25;
Zn, CusiNi—2,0-0,5), au fost adaugate in mediul de cultura in fazele exponentiala si stationara
ale cresterii si acumularea lor in biomasa a fost urmarita folosind analiza de activare a neutronilor.
Efectul ionilor metalici asupra biomasei si principalii parametri biochimici (proteine, carbohidrati,
lipide, ficobiline si -caroten) au fost monitorizati. La addugarea ionilor metalici in faza stationara
de crestere, spirulina mentine o capacitate ridicatd de acumulare a metalului pe parcursul a 2-3
cicluri de cultivare. Prin adaugarea de metale in faza de crestere exponentiald in urmatoarele
concentratii: 10 mg/l crom(VI), 5 mg/l fier, 2 mg/l zinc, nichel si cupru, spirulina a actionat ca
sorbent regenerabil numai in sistemul Ct/Fe. Arthrospira platensis si-a mentinut capacitatea de
acumulare pe parcursul a trei cicluri de cultivare atunci cand a fost expusd la concentratii mai mici
de ioni metalici. Capacitatea spirulinei de a acumula ioni metalici pe parcursul mai multor cicluri
de cultivare a fost asigurata prin mentinerea nivelului optim de proteine si continut de lipide.

Conform datelor AAN (tabelul 3), biomasa spirulinei in timpul a trei cicluri de cultivare a
acumulat de 7-20 de ori mai mult crom (V1) decat continutul sau in biomasa martor.

Tabelul 3. Acumularea metalelor de catre biomasa A. platensis in sisteme polimetalice cu
crom (VI) la addugarea de ioni metalici in mediul de cultura in faza cresterii exponentiale*

Continutul de metal, pg/g
Sistemul Metalul Martor Ciclul I Ciclul I Ciclul III
Cr/F Cr 9+0.3 62+4.5 104+8.3 82+6.5
© Fe 4610+270 6190+380 9530+570 11300+680
Cr 9+0.3 76+2.3 1114£3.3 105+3.1
Cr/Fe/Ni Fe 4610270 | 6620£260 | 8900£360 | 13700+550
Ni 440.08 53+1.1 66+1.3 115+£2.3
Cr 9+0.3 96+2.8 182+5.4 12943 .8
Fe 4610+270 7620+460 12200+730 15300+920
Cr/Fe/Ni/Zn Ni 4+0.08 87+1.7 98+1.9 149+2.9
/n 45+2.2 40.4+2 51+2.5 46+2.3
Cr 9+0.3 94+7.5 148+9 139+11
Fe 4610+270 72304500 10400+630 19300+1350
Cr/Fe/Ni/Zn/Cu Ni 4+0.08 61+4.3 68+6.8 109+9.8
/n 45+£2.2 384+0.3 7247 9749
Cu 30+2.3 n.d. n.d. n.d.

*Concentratiile metalelor, mg/1: Cr 2,5, Fe 1,25, N1 0,5, Zn 0,5 si Cu 0,5
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In toate sistemele studiate acumularea maxima a cromului (VI) a avut loc in al doilea ciclu
de crestere. Cea mai mare cantitate de crom (VI) a fost acumulatd in sistemul Cr/Fe/Ni/Zn/Cu.
Spirulina a fost mai sensibila la adiugarea metalelor in faza de crestere exponentiali. In acest caz,
spirulina a supravietuit trei cicluri de cultivare la concentratiile cromului de 2,5 si 5,0 mg/1 in toate
sistemele studiate si la concentratia cromului de 10 mg/l in sistemul Cr/Fe. Cromul si fierul se
acumuleazd in cantitdti mai mari la adaugarea metalelor in faza de crestere exponentiald, in timp
ce nichelul, cuprul si zincul — la adiugarea in faza stationara. In toate variantele experimentale,
acumularea metalului a fost asociatd cu scaderea semnificativa a continutului de ficobiline si -
caroten In biomasa, in timp ce cresterea continutului de carbohidrati poate fi considerata ca activare
a mecanismelor de protectie impotriva ionilor metalici toxici. Rezultatele obtinute indica
perspectiva utilizarii spirulinei ca acumulator regenerabil pentru tratarea efluentilor moderat

poluati cu crom(VI) sau post-tratarea apelor uzate.

6.2. Particularitatile raspunsului cianobacteriei Nostoc linckia si acumularea de
metale grele din sistemele multimetalice care contin cupru si crom in cicluri iterative

Cercetari similare celor descrise In subcapitolul 6.1. au fost realizate avand in calitate de
obiect de studiu cianobacteria Nostoc linckia. Aplicand AAN a fost evaluata acumularea de Cu,
Cr, Fe, Ni si Zn de catre nostoc in cadrul sistemelor polimetalice cu continut de cupru si de crom.
In cazul sistemelor pe bazi de cupru capacitatea de acumulare a ionilor metalici de Cu din sisteme
multi-elementale de catre Nostoc linckia a fost inalta si a crescut pe parcursul a doud cicluri de
cultivare in sistemele Cu-Fe-Ni si Cu-Fe-Zn si pe parcursul a trei cicluri in sisteme Cu-Fe si Cu-
Fe-Ni-Zn. Acumularea de Fe, Ni si Zn a crescut, de asemenea, de la un ciclul la altul. Procesul de
acumulare a metalelor a fost asociat cu schimbarea semnificativi a compozitiei biochimice a
biomasei. La primul contact cu poluantii, toleranta ridicata la metalele grele din mediu a fost
caracteristicd tulpinii studiate. In aceste conditii s-a produs o reducere a continutului de proteine,
lipide si carbohidrati, degradarea pigmentilor si scaderea capacitatii antioxidante a biomasei. Sub
actiunea repetata a poluantilor, toleranta culturii a scazut, iar nostocul ar trebui explorat pentru
bioremedierea de urgenta.

In cazul sistemelor polimetalice in bazi de Cr(VI), capacitatea de acumulare a Cr(VI) de
catre cianobacteria Nostoc linckia a ramas ridicata pe parcursul a trei generatii, In timp ce absorbtia
de Fe, Ni, Cu si Zn in biomasa a crescut de la o generatie la alta. Actiunea repetata a metalelor a
dus la o stare de stres moderat, exprimatd prin scdderea cantitatii de biomasa si acumularea de
dialdehida malonici. In acelasi timp, calitatea biomasei a ramas nealterati. Mentinerea calitatii

biomasei Nostoc 1n conditii de stres cauzate de prezenta metalelor este asigurata de o crestere a
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continutului de compusi cu actiune antioxidanta. Datorita capacitatii sale mari de bioacumulare si
a unui model de crestere specific cu formarea de cruste pe suprafata solului, cianobacteria edafica
Nostoc linckia este un candidat important pentru bioremedierea solului contaminat cu Cr in

combinatie cu alte metale.

6.3. Capacitatea de bioacumulare a metalelor grele si pamanturilor rare de citre
Arthrospira platensis

Utilizand in calitate de obiect de studiu cianobacteria Arthrospira platensis, au fost
realizate cercetari de bioremediere a efluentilor poluati cu metale, dar si de recuperare a unor
elemente tehnologic valoroase din mediul inconjurator. Cercetari asemanatoare cu cele descrise in
subcapitolele 6.1 si 6.2 au fost efectuate, avand in vedere bioremedierea in sisteme polimetalice
cu continut dominant de zinc si de nichel. De asemenea, au fost realizate cercetari in vederea
acumularii de litiu in biomasa de spirulina si de recuperare a unor pamanturi rare din solutii diluate.
Rezultatele semnificative din punct de vedere al scopului acestui capitol sunt integrate in tabelul
4. In cazul sistemelor mono- si policomponente cu continut dominant de nichel, performanta de
bioacumulare a metalelor de catre Arthrospira platensis a fost urmarita timp de trei cicluri iterative
de crestere. De rand cu capacitatea de bioacumulare a metalelor au fost monitorizati si numerosi
parametri productivi si biochimici ai cianobacteriei, dintre care aici sunt prezentati doar doi
parametri de bazd — cantitatea de biomasa si nivelul de dialdehidd malonica, in termeni de directie
de modificare a acestora.

Acumularea de nichel in biomasa de nostoc a fost direct proportionald cu concentratia
acestuia in efluenti, iar absorbtia maxima (1310 mg/kg de biomasd) a fost atinsd in sistemul
Ni/Cr/Fe. In acelasi sistem, biomasa a acumulat de 110 ori mai mult crom si de 4,7 ori mai mult
fier decat martorull. Cea mai mare acumulare de cupru (2870 mg/kg) a fost realizata in sistemul
Ni/Cu/Zn/Mo, iar de zinc (1860 mg/kg) — in sistemul Ni/Cu/Zn/Sr.

Cantitatea de biomasa obtinuta in aceste sisteme metalice a fost la nivelul martorului sau
moderat mai joasa, in special la finalul primului ciclu de cultivare. In acelasi timp, cantitatea de
dialdehidd malonica in toate variantele experimentale a depdsit semnificativ martorul. Astfel,
parametrii de productivitate si markerii stresului oxidativ, Impreund cu capacitatea inaltd de
bioacumulare a metalelor permit sd afirmam cad Arthrospira platensis poate fi utilizatd in
bioremedierea apelor uzate poluate cu compozitie complexa si continut dominant de nichel.

In alta serie de experiente a fost investigat efectul zincului in diferite combinatii cu alte
metale asupra capacitatii de acumulare a biomasei de Arthrospira platensis si asupra productivitatii

si compozitiei biochimice a biomasei obtinute la cresterea cianobacteriei pe medii ce includ
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sistemele polimetalice studiate. In biomasa de Arthrospira platensis crescuti in prezenta

sistemelor multimetalice care contin Zn a fost exprimat indicatorul specific al stresului oxidativ —

dialdehida malonica. Si in cazul efluentilor contaminati cu metale, dominant fiind zincul, spirulina

poate fi consideratd un acumulator si bioremediator eficient.

Tabelul 4. Capacitatea cianobacteriei Arthrospira platensis de a acumula diferite elemente
din efluenti mono- si policomponenti

Elementul Concentratia Directia de Directia de Capacitatea de Referinta
/elementele elementului, variere a variere a bioacumulare, la
mg/l biomasei DAM mg/kg sau % publicatie
Zn 2,5-10,0 Nu se modificd | Creste 90 - 16000
Zn 2,5-10,0 Zn 250.0-20000.0
Zn/Cu/Sr Cu 1,0-5,0 Scade Creste Cu 125.0-500.0
Sr 0.5-2,0 Sr 5.0-50.0-
Zn 2,5-10,0 Nu se modifica Zn 750.0-20500.0
Zn/Cu/Ni Cu 0,5-2,0 . . Creste Cu 60.0-250.0 [32]
Ni 0.5-2,0 semnificativ Ni 40.0-240.0
Zn 2,5-10,0 Zn 120.0-22500.0
Cu0,5-2,0 Cu 125.0-500.0
Zn/Cu/Sr/Ba Ni 0.5-2,0 Scade Creste Sr 5.0-50.0
Ba 0,5-1,0 Ba 60.0-25.00
Ni 2,5-10 Nu se modificd | Creste 50-250
Ni2,5-10 Ni 50.0-1310.0
Ni/Cr/Fe Cr 1,0-5,0 Scade Creste Cr 1.05-110.0
Fe 1,0-5,0 Fe 2500.0-17000.0
Ni 2,5-10 Ni 60.0-51.00
. Cu 0,5-1,0 Scade in unele Cu 70.0-820.0 [7]
NVCWSIZn | 511 0250 variante Creste S1105.0-1370.0
Zn 0,5-2,0 Zn 20.0-1860.0
Ni 2,5-10 Ni 40.0-480.0
. Cu 1,0-5,0 Scade in unele Cu 50.0-2870.0
NVCwZn/Mo | 76520 variante Creste 7120.0-1750.0
Mo 0,5 Mo 3,5-4,4
. Nu se modifica
Li 5-500 . . Creste 50.0-2500.0 [8]
semnificativ ’
Nu se
La 10-30 Creste modifica 88-95%
semnificativ
Dy 10-30 Creste Creste 85-90%
Tb 10-30 Nusse modificd | g, je <20% [33]
semnificativ
Yb 10-30 Scade Creste <20%
Sm 10-30 Nusse modificd | g, g 42-97%
semnificativ
Nd 1030 Nusse modificd | oo 46-86%
semnificativ ’

Un caz separat prezinta cercetdrile orientate spre obtinerea biomasei de spirulind imbogatita

cu litiu. In experimentele de bioacumulare, in mediul nutritiv pentru Arthrospira platensis a fost

adaugat litiu 1n intervalul de concentratii de 5-500 mg/I la inoculare si in a treia zi de cultivare
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(faza exponentiald de crestere). A fost studiat efectul litiului asupra cantititii de biomasa si
compozitiei sale biochimice. Cantitatea de biomasd nu a fost influentatd de actiunea litiului, in
timp ce continutul de dialdehidd malonici a crescut. In acelasi timp alti parametri biochimici ai
spirulinei au fost In limitele normale, astfel putem afirma ca biomasa de Arthrospira platensis s-a
dovedit a fi o matrice excelenta pentru producerea de suplimente alimentare care contin litiu.

Au fost evaluate cresterea cianobacteriei Arthrospira platensis si modificarile fiziologice
ale biomasei sub efectele a sase elemente de pamant rare. Conform datelor analizei cantitétilor de
elemente ale pamanturilor rare in biomasa de spirulind, capacitatea de acumulare a cianobacteriei
fatd de elementele studiate se modifica in urmatoarea ordine La > Dy > Nd > Sm > Yb > Tb.
Rezultatele arata ca ionii Dy si La stimuleaza cresterea biomaseli, iar ionii Yb o inhiba, in timp ce
ionii Sm, Tb si Nd nu afecteazd acumularea de biomasa. Pamanturile rare provoaca o crestere a
continutului de DAM din biomasa spirulinei. Modificarile activitatii antioxidante releva un stres
moderat la spirulina expusd contactului cu pamanturile rare, astfel ca cianobacteria A. platensis
poate fi utilizata cu succes pentru bioremedierea apelor naturale contaminate cu aceste elemente,

precum si pentru recuperarea lor din efluentii industriali slab poluati.

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

Cultivarea industriala a cianobacteriilor si microalgelor este asociata cu stresul oxidativ,
ceea ce poate compromite calitatea biomasei. Stresul asociat cu acumularea de radicali liberi si
produse ale degradarii oxidative este considerat o provocare majord, un factor de risc economic si
de sanitate. In acelasi timp, un stres moderat poate oferi beneficii prin cresterea productiei de
biomasa, o acumulare mai rapida de polizaharide, modificarea in directia necesara a continutului
de pigmenti etc. Utilizand stresul oxidativ moderat in calitate de instrument biotehnologic, este

important de a pdstra un echilibru adecvat intre beneficiul oferit si riscurile de securitate asociate.

7.1. Mecanisme comune de instalare a stresului oxidativ de diferita etiologie

In capitolele anterioare au fost prezentate date despre modificari ale nivelului de
productivitate, componentd biochimica si activitate antioxidanta in diferite tipuri de stres la
culturile ficologice. In anumite conditii de acumulare masivi a produselor degradarii oxidative a
macromoleculelor apar si modificari morfologice la nivel macro si microstructural. Schimbarea
culorii culturii generatd de modificarea componentei pigmentilor, modificarea dimensiunilor

celulelor sau a filamentelor, formarea de conglomerate celulare atipice culturii — sunt fenomene
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raspandite, usor de observat si descrise suficient de detaliat. In aceastd lucrare ne-am axat pe
identificarea unor modificari ultrastructurale comune in stdri de stres de diferitd provenienta in
cultura de Arthrospira platensis. Trei stari diferite de stres oxidativ au fost analizate in cele ce
urmeaza: stresul oxidativ in nanobiosinteza, stresul oxidativ hipotermic si stresul oxidativ generat
de xenobiotice (metale — Zn, Co, Cu, Mo, Ni, nanoparticule de aur si argint, etanol). in figura 17
pot fi urmarite modificarile care au loc in ultrastructura celulelor A. platensis pe durata procesului

de bionanosintezd a nanoparticulelor de seleniu.

Fig. 17. Ultrastructura celulelor A. platensis in proces de nanobiosinteza. A, B, C — martor,
D, E, F — celule in care are loc nanobiosinteza SeNP. Cs- carboxizomi; T — tilacoizi; M-
membranid; CW — peretele celular; L- incluziuni de lipide; PHA — polihidroxialcanoati; PP-
corpi polifosfat; S — sept; cercurile negre —dezorganizarea tilacoizilor, cercurile rosii —
spatiul dintre membrana celulara si peretele celular/septul intercelular, cerc albastru —
modificarea peretelui celular/densitatii exopolizaharidelor

In figura 17 (A, B, C) se poate observa ultrastructura tipicd a spirulinei. Cele mai
semnificative structuri caracteristice citoplasmei celulare sunt tilacoizii aranjati compact, bine
structurati cu membrane usor vizualizabile. Se observa un numar mare de carboxizomi - corpi de
incluziune poliedrici care contin enzima ribulozo-1,5-difosfat carboxilazd/oxigenaza (RuBisCO),
responsabila pentru fixarea dioxidului de carbon in spirulina. Citoplasma este densa si adera strans
la membrana citoplasmatica. Peretele celular este strans atasat de membrana citoplasmatica, este
dens si bine vizibil. Capsula polizaharidica este compacta si subtire. Pe durata procesului de
nanobiosinteza a nanoparticulelor de seleniu s-au produs modificari ale structurii spirulinei,

principalele fiind scaderea gradului de compactizare a tilacoizilor, aparitia unor spatii translucide
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intre membrana citoplasmatica si peretele celular, aparitia unor corpi polifosfati mari si
polihidroxialcanoatii (care sunt o formd de stocare a rezervelor de carbon), decompactizarea
peretelui celular. Imaginile prezentate mai sus reflecta modificarile tipice care au fost identificate
pe parcursul monitorizarii ultrastructurii la Arthrospira platensis in conditii de stres oxidativ. Per
total au fost analizate 251 imagini pentru diferite stari de stres oxidativ si 60 imagini pentru cultura
de spirulind 1n conditii optime. Rezultatele identificarii devierilor de la norma sunt generalizate in
tabelul 5.

Tabelul 5. Frecventa modificarilor ultrastructurale la Arthrospira platensis in conditii de
stres oxidativ

Tip de stres % modificari
. Hipoter- Xenobiotice Nano-
TIP de Martor mie N Metale | Piosin-
modificare N=60 ’ 20"C, Etanol, ano- etale tezi Conditii
> _ particule, | grele, > | Martor
N=45 N=18 N=39 N=d44 | N=45 de stres
Dezorganizarea | 3 2 16 24 38 21 5% 40.2%
tilacoizilor (3/60) | (101/251)
Lipsa 4 5 2 12 18 14 6.7% 20.3%
carboxizomilor (4/60) | (51/251)
Deteriorarea 2 3 4 6 14 8 3.3% 13.9%
invelisurilor (2/60) | 35/251)
celulare
Plazmoliza 0 0 0 4 5 17 0 10.4%
(26/251)
Polihidroxi- 8 4 2 28 28 21 13.% 33.1%
alcanoati (8/60) | (83/251)
Vacuolizare 4 6 4 31 26 19 6.7% 34.3%
(4/60) | (86/251)

Din cele observate putem afirma ca doar hipotermia moderatd nu provoaca modificari
ultrastructurale semnificative la spirulina, in timp ce stresul pe durata nanobiosintezei, contactului
cu nanoparticulele si metalele grele, interactiunii cu etanolul, duce la multiple abateri structurale
de la normd. Cele mai frecvente modificari sunt dezorganizari ale sistemului de membrane
fotosintetice. Tinand cont de faptul, cd practic in toate variantele de stres avem o crestere
semnificativa a continutului de DAM in celule, care este un produs final al degradarii oxidative a
lipidelor, vizualizarea dezorganizarilor tilacoidale este o confirmare a faptului ca tinta radicalilor
liberi formati ca rezultat al stresului sunt in primul rind membranele celulare.

In cadrul studiului de fati una dintre sarcini a fost de a evidentia modificarea expresiei unor
gene asociate cu raspunsul generalizat la conditiile de stres. In acest scop, in conditii de stres a fost
masuratd abundenta transcriptionald a genelor proteinei de soc termic (hsp90), glutamat sintetazei

(cunoscuta si ca glutamin oxoglutarat aminotransferaza - GOGAT), fier-superoxid dismutazei
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(FeSOD), peroxidazei (POD), subunitatii mari Rubisco (rbcL), peroxiredoxinei (per) si proteinei

regulatoare a absorbtiei ferului (fur). Nivelul de expresie a genelor de interes a fost studiat in

diferite conditii de stres: stres de Intuneric; stres hipotermic moderat; stres provocat de diferite

xenobiotice (pamanturi rare si etanol); stres pe durata nanobiosintezei SeNP (figura 18).
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Fig. 18. Diferenta de expresie relativa a genelor asociate raspunsului la stresul oxidativ,
intre martor si situatia de stres la Arthrospira platensis: a — biosinteza nanoparticulelor de
Se; b — stres de intuneric (24 ore); c- stres de etanol (4 ml/l); d -stres hipotermic 20°C

(**-p<0.01, *** - p< 0.001)

In cazul nanosintezei, conform datelor cu referire la productivitate si componenta

biochimica a biomasei, nu se atesta o stare de stres evidentd, in timp ce cresterea de 5 ori a expresiel

FeSOD in comparatie cu martorul poate fi consideratd o dovada a unui stres oxidativ nefavorabil

in celulele A. platensis care realizeaza sinteza SeNP (figura 18, a). Situatia se poate complica 1n

timp, deoarece nivelul de expresie al peroxidazelor a ramas la nivelul martorului, aceste enzime

fiind responsabile de indepartarea produsului de reactie (H202) format ca urmare a activitatii

superoxid dismutazei. In conditii de sintezd a SeNP in celulele de A. platensis s-a observat o

crestere de 4,4 ori fatd de martor a abundentei transcriptionale a 4sp90, ceea ce indica necesitatea

mentinerii stabilitatii proteinelor celulare in conditii de stres. In acelasi timp, abundenta

transcriptionald a genei rbcL, din contra, a scazut puternic, de 7,7 ori fatd de martor. Astfel,
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modificarea expresiei a trei gene asociate cu stresul din cele 5 studiate confirma faptul ca cultura
de A. platensis a fost expusa unui stres oxidativ, desi aparent cultura cianobacteriand s-a dezvoltat
normal. In conditii de stres de intuneric cu durata de 24 ore (figura 18, b) se observa mirirea
semnificativd a abundentei transcriptionale pentru toate cele 5 gene analizate, stare asociatd cu
dereglarea fotosintezei, disparitia pigmentilor carotenoizi si dereglarea tuturor proceselor de
asimilare si de indepartare a speciilor reactive ale oxigenului. O situatie total opusa se atestd in
cazul stresului provocat de etanol, adaugat in cantitate de 4 ml/l de mediu. In acest caz nu au fost
observate devieri semnificative din punct de vedere statistic de la nivelul normal de expresie a
celor 5 gene (figura 18, ¢). In cazul stresului hipotermic moderat se modifica nivelul de expresie a
doua dintre genele monitorizate — scade abundenta transcriptionala a genei POD de aproape 3 ori
si creste expresia genei rbcL de 7,5 ori (figura 8§, d).

Expresia genelor asociate cu protectia antioxidantd la spirulind a fost studiatd in cazul
acumularii a unor pdmanturi rare in biomasa. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.

Tabel 6. Expresia relativa a genelor asociate cu stresul
in conditiile contactului spirulinei cu pimanturi rare

Factorul Diferenta de expresie relativa a genelor fata de control
de stres
FeSOD POD GOGAT rbcL Hsp90 per fur

Gd 0,91 0,61* 0,08%** | 4,01%** | (0,27%* 0,26** 0,50
Ho 1,25 0,80 0,07%*% | 5,80%** | (,38%* 0,37%* 0,17%*
Nb 1,47%*%* 10,88 0,28%** | 4 83%** 10,84 0,53 0,18%**
Pr 1,52%* 0,94 0,21%%*% | 479%%* 1 (),39%* 0,47* 0,35*
Y 1,68*** | 0,60* 0,10%** | 7,00%** | 0,44%* 0,36** 0,09°%**

* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001

Pentru doud dintre genele, expresia cdrora a fost cuantificatd in toate 5 variante
experimentale, abundenta transcriptionald s-a schimbat conform aceluiasi algoritm: expresia
GOGAT ascazut de 3-12 ori, iar expresia rbcL a crescut de 4 -7 ori. Expresia genelor POD, hsp90,
per si fur, de asemenea, a scazut in toate variantele experimentale, doar ca in unele dintre cazuri
diferentele nu sunt veridice din punct de vedere statistic

Este evident ca toate modificarile care se produc in celulele supuse actiunii stresului de
orice origine au la bazd mecanisme complicate moleculare de interventie in cdile metabolice

generale. Scopul acestei lucrdri a fost de a identifica unele elemente particulare ale acestor
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mecanisme cu valoare biotehnologica, adicd care pot fi presupuse, identificate si gestionate 1n
cadrul tehnologiilor de obtinere a biomasei ficologice valoroase si sigure pentru consum.

In unele dintre cazurile examinate, efectele diferitor tipuri de stres sunt explicate printr-o
dezechilibrare a statutului antioxidant al spirulinei prin supraexpresia genelor unor enzime din
prima linie de protectie antioxidanta si subexpresia altor gene ale enzimelor din acelasi grup. In
special, atrage atentie cresterea nivelului de expresie a FeSOD, activitatea produsului de translare
a cdreia este formarea de peroxid de hidrogen si, In acelasi timp, diminuarea nivelului de expresie
a genelor, produsele carora asigura detoxifierea celulelor prin inlaturarea peroxizilor. Schematic,

aparitia acestui dezechilibru si consecintele lui pot fi urmadrite in figura 19.
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Fig. 19. Aparitia si consecintele dezechilibrului activitatii enzimelor antioxidante primare
la Arthrospira platensis (explicatiile sunt in text)

Superoxidradicalul este printre primele specii reactive care se formeazd ca raspuns la
actiunea diferitor factori, dar si ca urmare a proceselor fiziologice normale din celula. Cele mai
active centre de formare a acestei SRO la microalge si cianobacterii sunt oxidoreductaza
membranei citoplasmatice, peroxidaza apoplasticd, clusterele FeS si ferredoxina fotosistemelor |
si II. O parte din radicalul superoxid este consumata in reactiile de transductie de semnal, o alta
parte este utilizata in calitate de substrat de citre superoxiddismutaza. In rezultatul acestei reactii
se formeaza peroxidul de hidrogen, care este neutralizat de catalaza, dar si de o serie de alte enzime

(glutation peroxidaza, ascorbat peroxidaza, peroxiredoxina), implicate in neutralizarea inclusiv a
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altor tipuri de peroxizi. In cazul unei activititi inalte a superoxiddismutazei fard o crestere
coordonatd a activitatii enzimelor implicate in degradarea H>O», acesta din urmd genereaza
radicalul hidroxil prin intermediul reactiilor de oxidoreducere cu implicarea metalelor cu grad de
oxidare variabil. In conditiile prezentei in mediul celular a metalelor cu valenta variabila, in special
a Fe si Cu, o parte din radicalul superoxid nu ajunge sa fie preluat de superoxiddismutaza, ci este
implicat in reactiile Fenton si Haber-Weiss cu formarea radicalului hidroxil. Antioxidantii din linia
a doua de protectie pot inlitura excesul de SRO in stari fiziologice normale. In conditii de stres,
excesul de SRO duce la aceea ca sunt atacate toate tipurile de macromolecule strategice pentru
celuld, proces ce finalizeaza cu formarea produselor de oxidare profunda a biopolimerilor si cu
dezechilibrarea redox, care duce la instalarea starii de stres oxidativ (figura 19).

Modificarea expresiei genelor asociate raspunsului la stres amplifica efectele fiziologice

ale stresului prin afectarea multiplelor procese vitale in celulele cianobacteriene (figura 20).
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Fig. 20. Modificarile expresiei unor gene asociate cu stresul si efectele lor fiziologice la
cianobacteria Arthrospira platensis (explicatiile sunt in text)

Gena proteinei socului termic 4sp90 in 7 din cele 9 situatii de stres studiate in aceasta
lucrare a fost caracterizatd prin abundenta transcriptionald redusd comparativ cu martorul. Asa
cum produsul translational al acestei gene este responsabil de stabilitatea multiplelor proteine
structurale si functionale si de formarea corectd a structurilor tertiare si cuaternare proteice,
presupunem ca subexpresia ei are efecte asupra tuturor celorlalte produse ale genelor asociate cu
stresul. Expresia redusa a hsp90 poate duce la reducerea stabilitatii si asamblarea eronata a
structurilor superioare ale proteinelor, inclusiv a enzimelor cdilor metabolice de baza si ar putea

contribui semnificativ la manifestarea efectelor generalizate ale stresului in celulele afectate.
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O alta gena pentru care s-a constatat o expresie redusa comparativ cu martorul a fost gena
proteinei reglatoare a absorbtiei fierului - fur. Proteina reglatoare a absorbtiei de fier este
responsabila de mentinerea echilibrului metalelor in celule si poate afecta expresia altor gene, care
au in situsul de reglare pozitia specifica pentru legarea fierului. Dintre genele asociate cu stresul,
studiate de noi la aceasta categorie, se referd gena FeSOD, care poate fi afectatd de dezechilibrul
metalelor ca rezultat al subexpresiei genei fur.

In conditii de stres, nivelul de expresie a GOGAT in majoritatea cazurilor studiate a scizut
si doar in cazul stresului de intuneric a fost observatd cresterea lui. Scaderea semnificativa a
abundentei transcriptionale pentru GOGAT este asociatd cu o scadere a eficientei asimilarii
azotului si deci, cu o diminuare a productiei primare la microorganismele fotosintetizante. In
conditiile cresterii nivelului de expresie a GOGAT are loc o asimilare eficienta a azotului, care se
exprima in cresterea continutului de proteine In biomasa, fapt foarte important pentru spirulina,
care este un superproducator de proteina ideala.

Marirea abundentei transcriptionale a rbcL, produsul cireia este responsabil de asimilarea
carbonului anorganic, poate fi o dovada a reorientarii metabolismului cianobacterian in directia
sintezei de carbohidrati atat in calitate de rezerva de energie, cat si ca structurd de protectie. Cu
toate acestea, produsul transcriptional rbcL este responsabil si de fotorespiratie. Asa cum nivelul
de transcriptie al genei poate atat si creasca, cat si sa scada, efectele fiziologice generate pot fi
foarte diferite. Indiferent de directia de modificare a abundentei transcriptionale rbcL, atunci cand
intensitatea procesului de fixare a carbonului domind asupra intensitatii procesului de
fotorespiratie, in celule are loc acumularea rezervelor de carbohidrati.

7.2. Identificarea si caracterizarea starii de stres in baza intensititii proceselor
oxidative

Clasificarea starilor de stres este un lucru extrem de dificil, abordat de cercetatori din
diverse domenii — de la biologie moleculara la medicina personalizatd, pe marginea caruia inca nu
existd un consens. In conformitate cu nivelul de intensitate a stresului se contureaza 3 tipuri de
stres: stres de intensitate inaltd; stres de intensitate intermediara si stres de intensitate joasd. Nivelul
de intensitate a stresului, la randul sdu, este determinat de caile de semnalizare implicate in
declansarea stresului; de produsul molecular si de produsul fiziologic generat in conditiile de stres.
Ciile de semnalizare se considerd ca exista in stresul de intensitate joasa si intermediard. Pentru
cianobacterii si microalge existd numeroase cercetdri care au permis identificarea unor cai de
semnalizare in conditii de stres oxidativ de diferitd geneza. Astfel, In prezent, in calitate de

semnalizatori Tn conditii de stres sunt considerati factorii Sigma, sistemele cu doud componente,
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regulatorii transcriptionali si ARNs-lui reglator care actioneaza fie separat, fie in combinatie,
inducand raspunsuri adecvate la stres [22]. Cunoasterea cailor si mecanismelor de semnalizare in
caz de stres sunt importante pentru asigurarea unui suport solid cercetarilor biotehnologice, dar
sunt inca departe de finalizare, astfel ca, la nivel practic, clasificarea intensitétii stresului se face
in baza celorlalte doua criterii. In conformitate cu acestea, stresul oxidativ de intensitate joasd se
caracterizeaza la nivel de produs molecular prin modificarea cantitdtii si activitatii enzimelor
antioxidante, iar la nivel de produs fiziologic — prin manifestarea unui raspuns adaptiv.

Stresul oxidativ de intensitate intermediara se caracterizeaza la nivel de produs molecular
suplimentar enzimelor antioxidante, prin modificari la nivel de manifestare a proteinelor socului
termic si altor factori prooxidanti. La nivel de produs fiziologic, in cazul acestui tip de stres se
manifestd un raspuns combinat: adaptare si daune produse.

Stresul oxidativ de intensitate inalta are in calitate de produs fiziologic moartea celulara,
si deci nu prezinta interes din punct de vedere al aplicarii lui in calitate de instrument
biotehnologic. Astfel, situatiile de stres de intensitate joasa si intermediard au fost cele luate n
considerare la elaborarea procedeelor biotehnologice. In figura 21 sunt prezentate patternuri de
derulare a stresului oxidativ in dependentd de timp (a-c) sau in dependentd de intensitatea
factorului de stres (d-f), care au fost elaborate in baza rezultatelor prezentate in aceastd lucrare.

Figura 21 (a-c), reflecta situatia in care asupra culturii ficologice se actioneaza cu un
anumit factor de stres, in scopul de a obtine un produs final (biomasa sau componente ale biomasei)
intr-o cantitate mai mare si reprezinta esenta procedeelor de stimulare care sunt aplicate la etapa
actuala in ficobiotehnologie. Pe durata ciclului de cultivare a microalgelor si cianobacteriilor, in
dependentd de natura factorului aplicat se observa 3 situatii diferite: cresterea parametrului
productiv de interes pana la un anumit nivel si mentinerea lui pana la finalul ciclului de cultivare
(figura 21, a); cresterea valorii factorului pand la un anumit nivel, dupa care urmeaza o scadere a
acestuia pana la nivelul initial sau apropiat de acesta (figura 21, b) si cresterea valorii factorului
productiv pana la un anumit nivel, urmata de o cadere sub limita de acceptare (figura 21, c). Toate
situatiile descrise implica posibilitate de implementare in ficobiotehnologie, oferind un interval de
timp pe durata caruia este posibil de a colecta produsul in cantitatea pronosticata si de calitatea
doritd. Intensitatea optima a factorului aplicat in situatiile descrise poate fi identificatd prin
experiente cu valori variabile ale acestuia. Figura 21 (d-f) reflecta alte 3 patternuri de raspuns a
culturilor ficologice la actiunea factorilor de stres cu intensitate variabila. Astfel, este posibil ca
factorul testat sd nu posede potential stimulator, si atunci deruleaza situatia descrisa in figura 21d.
Cresterea intensitatii factorului Tn anumite limite nu produce modificarea parametrului de interes,

dupa care efectul generat devine negativ, iar valoarea parametrului de interes scade. Situatiile
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descrise in figura 21, e-f scot in evidentd o zona de intensitate a factorului in care sunt manifestate
reactii benefice — cresterea valorii parametrului de interes. Aceasta zona poate fi identificatd in
conditii de aplicare a unui stimulator veritabil (figura 21, e), cand dupa aceasta zona, cresterea
intensitatii factorului duce la o scadere a valorilor parametrului de interes pand la valoarea initiala

sau una apropiatd de aceasta.
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Figura 21. Patternuri de derulare a stresului oxidativ la cianobacterii si microalge: a, b, ¢ —
in timp, dupa actiunea factorului de stres de intensitate cunoscuta; d, e, f — la finalul
ciclului vital in dependenta de intensitatea factorului de stres;

In aceasta situatie este posibil de delimitat stresul de intensitate joasa de cel de intensitate
intermediara, identificand punctul de revenire la valoarea initiald a parametrului. De asemenea, o
zond de concentratii preferentiale este definitd si in cazul cand se manifesta efectul hormesis a
substantei testate. Dupa zona de stimulare urmeaza o cadere a valorilor parametrului sub valoarea
lui initiala (figura 21, f). Prezintd interes situatiile descrise in figura 21, e si 21, f, cand pot fi

identificate valori ale intensitatii factorului de stres care asigura o cantitate maxima de produs.
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In figura 21, in chenar verde sunt luate patternurile cele mai favorabile pentru aplicare in
ficobiotehnologie in scopul obtinerii unui produs calitativ si sigur. Cu linie verde orizontald este
indicat nivelul parametrului pana la aplicarea factorului de stres/factorului stimulator. Cu linie
punctata rosie este datd limita de timp sau intensitatea factorului de stres la care valoarea
parametrului monitorizat revine la valoarea de pana la aplicarea stresului. Sagetile albastre indica
punctele de revenire la valorile initiale ale parametrului, care servesc ca puncte de delimitare dintre
stresul de intensitate joasa (S1J) si stresul de intensitate medie (SIM). Zona caracteristica stresului
de intensitate joasd este domeniul in care pot fi aplicate biotehnologiile de obtinere a produsului
ficologic nativ — biomasa de calitate prestabilitd. Zona caracteristicd stresului de intensitate
intermediard, de asemenea, isi are aplicatiile sale in biotehnologie — in aceastd zond se produc

procesele de biofunctionalizare, bionanosinteza si bioremediere.

7.3. Aplicatii ale stresului oxidativ in ficobiotehnologie

Principiile de instalare si derulare a stresului oxidativ, identificate si descrise anterior au
fost aplicate pentru elaborarea mai multor procedee biotehnologice: Procedeu de dirijare a
continutului de compusi biologic activi (ficobiliproteinele si polizaharidele) la cultivarea in
conditii industriale a spirulinei; Procedee de biosinteza a nanoparticulelor de argint (AgNP) si
seleniu (SeNP) cu ajutorul microalgelor si cianobacteriilor; Procedeu de biofunctionalizare a
nanoparticulelor de argint (AgNP) cu ajutorul cianobacteriei Arthrospira platensis; Procedee de
obtinere a biomasei ficologice cu continut inalt de lipide (Brevete 4542MD, 4543 MD, 4714 MD,
4796 MD); Procedee de bioremediere a efluentilor moderat poluati cu metale cu ajutorul
cianobacteriilor Arthrospira platensis si Nostoc linckia; Procedeu de determinare a toxicitatii
nanoparticulelor cu ajutorul microalgei rosii Porphyridium cruentum (Brevet 4200 MD).

Toate procedeele se bazeaza pe rezultatele prezentate anterior, in capitolele 4-7 si au stat
la baza unor brevete de inventie obtinute si implementate in practica de producere ficologica la
intreprinderea cu profil biotehnologic si farmaceutic Ficotehfarm SRL. Procedeele noi de obtinere
a produselor biotehnologice valoroase (biomasa cu continut inalt de ficobiliproteine, carbohidrati,
lipide; nanoparticule de biosintezd, nanoparticule biofunctionalizate), elaborate in baza aplicarii
reactiilor de raspuns a culturilor ficologice la stresul oxidativ sunt eficiente si simplu de realizat

in conditii de producere industriala.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Aspectele elucidate pe parcursul realizérii tezei de doctor habilitat pot fi exprimate prin

urmatoarele concluzii:

42



Monitorizarea oscilatiilor activitatii antioxidante si ale parametrilor biochimici ai
biomasei pe durata ciclului vital al microalgelor (Haematococcus pluvialis, Dunaliella
salina, Porphyridium crientum) si cianobacteriilor (Arthrospira platensis, Nostoc linckia)
a permis identificarea perioadelor de vulnerabilitate a culturilor, care in mare masura sunt
asociate cu modificarea starii functionale a culturii si corespund in special cu trecerea de
la o faza a ciclului vital la alta. Aceste cunostinte fundamenteaza forma si modul de
aplicare a diferitor procedee biotehnologice de stimulare a culturilor ficologice 1n scopul
obtinerii unei biomase valoroase, sigure pentru consumul uman.

Analiza rezultatelor obtinute pe parcursul studiului influentei diferitor tipuri de stres
(termic, de iluminare, osmotic si chimic) asupra a mai multor obiecte ficologice (A.
platensis, N. linckia, H. pluvialis, D. salina, P. crientum) a condus la evidentierea
elementelor comune ale rdspunsului celular, care se exprimd in modificarea unor
parametri cuantificabili: cresterea cantitatii de DAM in biomasa, modificarea activitatii
antioxidante si a activitatii enzimelor din prima linie de protectie contra SRO. In functie
de tulpind, tipul de stres si de intensitatea lui, valorile parametrilor care reflecta statutul
antioxidant al biomasei pot creste sau scadea.

Corelarea efectelor benefice ale stresului indus (de exemplu, a stresului de iluminare)
exprimat prin anumite avantaje tehnologice, cum ar fi cresterea productiei de biomasa si
cantitati Tnalte de ficobiliproteine si carbohidrati, cu valorile markerilor de stres indica
asupra necesitatii unui control riguros al sigurantei biomasei ficologice. Atunci cand
scopul producerii nu este utilizarea biomasei integrale, ci extractia anumitor componente
bioactive (ex. ficobiliproteine, polizaharide), stresul moderat poate fi aplicat cu succes ca
solutie tehnologica simpla, ieftina si eficienta.

Studiul influentei nanoparticulelor de diferita natura (puncte cuantice - CdSe, CdS, ZnS;
nanoparticule de aur si argint stabilizate in polimeri organici) asupra culturilor de
microalge si cianobacterii a permis evidentierea acelorasi elemente comune ale
raspunsului la stres, exprimate prin modificarea parametrilor statutului antioxidant al
biomasei, ceea ce indica asupra rolului de factor de stres, pe care il au aceste structuri.
Inducerea starii de stres ca rezultat al contactului dintre nanoparticule si celulele
microalgelor si cianobacteriilor declanseazd mecanismele de protectie celulara, care stau
la baza procesului de biofunctionalizare a nanoparticulelor de sinteza industriala.
Rezultatele obtinute demonstreaza capacitatea culturilor vii de microalge (D. salina, P.
crientum) si cianobacterii (4. platensis, N. linckia) de a realiza biosinteza de

nanoparticule pornind de la ioni cu potential toxic (de exemplu Ag®, SeOs?), iar
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modificarile biochimice si cele ale activitatii antioxidante a biomasei ficologice pe durata
procesului demonstreaza elocvent, ca biosinteza nanoparticulelor are la baza puterea de
reducere a matricei de sinteza folosita.

Capacitatea 1naltd de acumulare a metalelor grele din apele reziduale cu continut jos de
poluanti, in baza mecanismelor de contracarare a stresului de cétre Arthrospira platensis
si Nostoc linckia, evidentiata in cadrul cercetarilor cu aplicarea sistemelor polimetalice
cu continut de Cu, Cr, Ni, Zn, Fe, in cicluri iterative, permit de a nominaliza aceste
cianobacterii 1n calitate de bioacumulatori naturali, care pot concentra metalele grele in
celule, cu factor de concentrare x1000. Astfel, modelarea sistemelor de bioremediere prin
varierea parametrilor de proces (componenta chimicd a efluentilor, varsta culturii,
numarul de cicluri iterative) este garantia succesului in cadrul tehnologiilor de post-tratare
a efluentilor contaminati cu metale grele.

Rezultatele obtinute pe durata monitorizarii abundentei transcriptionale a genelor asociate
cu raspunsul celular la stres in cultura de Arthrospira platensis au permis de a evidentia
un dezechilibru clar in activitatea sistemului de protectie antioxidanta de prima linie.
Astfel, odatd cu cresterea abundentei transcriptionale a genei FeSOD scade expresia
relativa a genelor peroxidazelor (POD) si peroxiredoxinei (per). De asemenea, se reduce
expresia relativd a genei proteinei regulatoare a absorbtiei fierului (fur), proteinei socului
termic (hsp90), genei glutamatsintazei (GOGAT), modificarea nivelului de expresie
relativa a genei subunitatii mari RUBISCO (rbcL), ceea ce are drept urmare modificarea
metabolismului carbonului si azotului, dezorganizarea structurilor proteice superioare,
modificarea aportului de metale, iar in final duce la scaderea capacitatii de adaptare a
spirulinei, confirmata si prin modificari ultrastructurale importante.

Analiza corelationala care a avut la bazd datele normalizate ale multiplelor experiente de
inducere a starii de stres in culturile de microalge (Haematococcus pluvialis, Dunaliella
salina, Porphyridium crientum) si cianobacterii (Arthrospira platensis, Nostoc linckia) a
scos In evidentd, ca in calitate de indici ai starii de stres oxidativ in culturile ficologice
pot fi luate in considerare diferite tipuri de relatii intre nivelul markerului stresului
oxidativ - dialdehida malonicd si parametrii biochimici ai biomasei (proteine, lipide,
carbohidrati), inclusiv cei ai activitdtii antioxidante. Astfel, corelarea inversa dintre
nivelul DAM si activitatea antioxidantd a extractelor hidro-etanolice din biomasa este
utila in identificarea concentratiilor optime ale stimulatorilor utilizati in procedeele

biotehnologice cu implicarea microalgelor si cianobacteriilor.
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Generalizarea rezultatelor obtinute in cadrul acestui studiu a permis identificarea
parametrilor, care fundamenteaza clasificarea tipurilor de stres in baza intensitatii
acestuia. Astfel, pentru domeniul ficobiotehnologiei este relevant stresul oxidativ de
intensitate joasa, caracterizat prin modificarea expresiei genelor enzimelor antioxidante
de prima linie si reactii fiziologice de adaptare; precum si stresul oxidativ de intensitate
medie, caracterizat prin modificarea expresiei multiplelor gene asociate cu stresul si prin

manifestari destructive moderate la nivel fiziologic.

10. In baza analizei rezultatelor obtinute, in calitate de linie de delimitare dintre stresul

1

1.

oxidativ de intensitate joasd si stresul oxidativ de intensitate intermediara, ultimul
prezentand pericol pentru tehnologiile ficologice orientate spre producerea de biomasa,
este util de a aplica momentul de timp sau intensitatea factorului, in care efectul pozitiv
asupra parametrului monitorizat descreste pana la un nivel egal sau apropiat cu cel care a
fost caracteristic culturii pana la aplicarea factorului de stres.

1. Studiul realizat confirma ipoteza, care a stat la baza acestei lucrari: raspunsul la stresul
oxidativ indus este un instrument util pentru obtinerea biomasei ficologice pretioase cu
continut dirijat, pentru biosinteza si biofunctionalizarea nanoparticulelor si pentru
bioremedierea mediului poluat. Aplicarea acestui instrument este oportund in conditiile

mentinerii echilibrului intre efectele benefice obtinute si acumularea speciilor reactive.

Recomandari practice
Se recomanda spre implementare 8 procedee de biosinteza a nanoparticulelor de argint cu
utilizarea culturilor vii, biomasei si fractiilor biologic active de Arthrospira platensis,
Nostoc linckia, Dunaliella salina si Porphyridium cruentum conform schemelor elaborate.
Se recomanda spre implementare 5 procedee de biosinteza a nanoparticulelor de seleniu cu
utilizarea culturilor vii, biomasei si fractiilor biologic active de Arthrospira platensis,
Nostoc linckia conform schemelor elaborate.
Se recomanda spre implementare 4 procedee de obtinere a biomasei ficologice cu continut
inalt de lipide 1n baza utilizérii nanoparticulelor pe post de stimulatori, conform brevetelor
MD 4542, 4543, 4714, 4796.
Se recomanda spre implementare procedeul de testare a toxicitatii nanoparticulelor pentru
organismele acvatice conform brevetului de inventie MD 4200.

Se recomanda spre implementare modelul de decontaminare a efluentilor poluati cu
cantitdti moderate de metale grele cu utilizarea culturilor cianobacteriilor Arthrospira
platensis si Nostoc linckia.
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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 §i 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,
componenta biochimica, ultrastructura, expresia genelor asociate stresului, intensitatea stresului.

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 particularititilor de manifestare a stresului oxidativ
indus de factorii fizici si chimici la cianobacterii si microalge de interes biotehnologic; Elucidarea
ficologice cu componenta prognozata; Estimarea implicarii stresului oxidativ in procesele de
bioremediere de cdtre 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 stiintifica: Originalitatea lucrdrii constd in abordarea
raspunsului microalgelor si cianobacteriilor de interes biotehnologic la stresul oxidativ ca
instrument eficient pentru dirijarea proceselor in ficobiotehnologie. Utilizand raspunsul culturilor
de microalge si cianobacterii la stres, au fost elaborate tehnologii de obtinere a biomasei ficologice
cu continut valoros dirijat, procedee de biosinteza si biofunctionalizare a nanoparticulelor si de
bioremediere a mediului ambiant. Au fost identificati indicatori noi ai stresului oxidativ de
intensitate joasa si formulate principii de apreciere a intensitatii stresului.

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; obtinere a biomasei ficologice calitative si sigure, cu un continut dirijat de
compusi bioactivi; bioremediere a efluentilor contaminati cu metale grele, ceea ce a conturat o
directie noud de cercetare: stresul ca instrument in ficobiotehnologie.

Semnificatia teoretica: Au fost formulate reperele conceptuale pentru utilizarea stresului
oxidativ de diferita intensitate in calitate de mecanism de dirijare a proceselor ficobiotehnologice.
Au fost argumentate principiile de aplicare a unor indicatori noi ai stresului si regulilede apreciere
a intensitatii stresului oxidativ. Au fost identificate elementele comune ale reactiilor de raspuns a
microalgelor si cianobacteriilor la starea de stres. Au fost stabiliti indicatori noi pentru controlul
de siguranta 1n conditiile aplicarii stresului oxidativ de intensitate joasa in ficobiotehnologie.

Valoarea aplicativi a lucririi: 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 pretioasa, 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 SRL(3 acte
de implementare).
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AJTHOTALMSI
Yenoii JInaunana, ,,OKHCIUTENbHBIN cTpece B (UKOONOTEXHOJIO0TMH — MEXaHU3MBbI H
CIoco0bI ero peryJjsinuun”’, TUCCepTalus HA COMCKAHUE YYeHOI CTeNneHH JOKTopa
OMOJIOrHYeCKMX HAYK, clienuaabHocTh 167.01 — buorexnonorusi, 0MOHAHOTEXHOJIOT U,
Kummunes, 2023

Crpykrypa amccepranmm: Jlucceprauus COCTOMT W3 BBEIEHHUS, 7 TIJaB, BBIBOJAOB U
pexkoMeHanui, oudmmorpadudeckoro cnucka u3 502 Ha3BaHus, 8§ TPHIOKEHUH, 268 OCHOBHOTO
TeKcTa, 98 pucyHKoB, 16 TabnuIl. Pe3ynbTaThl H3JI0KCHBI B 75 HAYYHBIX MTyOJIUKAITUAX.

KiroueBblie cj10Ba: OKUCIUTENBHBINA CTpeCcC, MUKPOBOIOPOCIIH, IIMaHOOAKTepuH, Ornomacca,
MapKepsl  cTpecca, OHWOXMMHYECKHMH COCTaB, YJIbTPAaCTPYKTypa, OKCIPECCHUS T'EHOB,
aCCOLIMMPOBAHHBIX CO CTPECCOM, HHTEHCUBHOCTh CTpeEcCa.

Henp padoTbl: 000CHOBaHHE HCIONB30OBAHHUS  OKHCIUTENBHOTO  CTpecca  Kak
OMOTEXHOJOTMYECKOTO0 MHCTPYMEHTa B (PUKOOMOTEXHOJOTHH MOCPEICTBOM BBISBICHHE OOIIMX
AJIEMEHTOB OTBETAa MUKPOBOIOPOCIICH U IMaHOOAKTEpUI HA ACCTBUE UHIYIIUPOBAHHOTO CTpecca,
BBI3BBIHHOTO Pa3IMYHbIMH (PaKTOpamH.

3agauun pabGorTbl: BrlsiBneHHMe 0COOCHHOCTEH MPOSIBICHUS OKUCIUTEIBHOIO CTpecca,
WHAYIUPOBAHHOTO (M3MYECKMMH W XHUMHUYECKMMH (akropamu, y IHaHOOAaKTepuid U
MHUKPOBOJIOPOCIIEH, IPEACTABISIOIINX OMOTEXHOJIOTHYECKUI HHTEpEC; BrisicHeHE BO3MOKHOCTH
MPUMEHEHHUs OTBETHBIX PEAKIMI HAa MHAYLHUPOBAHHBIN OKUCIMTENIBbHBIA CTpEeCC ISl MOJIy4eHUS
bukonoruueckoi bruomaccol IPOrHO3UPYEMOro coctaBa; OleHKa POIu OKUCIUTEIBHOTO CTpecca
B Ipoleccax OHopemMenuanud MHUKPOBOJOPOCISIMU M IIMAHOOAKTEPUSIMU BOJ, 3arpsi3HEHHBIX
MeTaJlJlaMl, B WTEPAaTUBHBIX CHCTeMax; DBbldBleHHE NPUHIUMIOB HAaHOOMOCHHTE3a U
OMo(yHKIIMOHAM3AMA HAHOYACTUI[ C IMOMOIIbI0 MHKPOBOIOPOCIEH U IMaHOOAKTEepUH,
OCHOBaHHBIX HA MEXaHU3MaX 3alUThl OT OKUCIUTEIBHOTO cTpecca; OOOCHOBaHNE BO3ZMOKHOCTH
U TpaHUI] MPUMEHEHHUS] OTBETHBIX PEAKIMl Ha OKUCIUTENBHBIM CTpecc KaKk MHCTPYMEHTa B
bukobuorexnonorn; Pa3paboTka TEXHONOTHIA, OCHOBAaHHBIX Ha OTBETHBIX PEAKIMSIX
MHUKpPOBOJIOpOCTeH 1 IIMaHOo0aKTEepUil Ha MHAYLIMPOBAHHBIA OKMCIUTEIBHBIHN cTpecc.

Hayuynass HOBM3HA M OpPUIMHAJIBHOCTB: OpUTHMHAIBHOCTH pPabOTHI 3aKIIIOYAETCS B
MOJX0/Ie K PEaKklIUd MHUKPOBOIOPOCIECH M IIMaHOOAKTEepHid HAa OKUCIUTEIBHBIA CTPEcC Kak K
3 PEeKTUBHOMY HHCTPYMEHTY yIpaBJIeHUs MpolieccaMu B (puKoOnoTexHonoruu. OCHBBIBAsICh HA
OTBETHBIE PEAKIMH Ha CTPEcC, ObUIN pa3paboTaHbl TEXHOJIOIMHU MOITYYEHUSI OMOMACCHI C II€JIeBBIM
LEHHBIM COJIEp)KaHHUEM, CHOCOObl OHMOCHMHTE3a U OMOQYHKIMOHAIM3AaUMU HAHOYACTUIl U
OnopemMenuanuu OKpy»Xaroliel cpenbl. BpIsBIeHbI HOBbIE IOKa3aTeNIW HU3KOMHTEHCHBHOTO
OKHCIUTEIBHOTO cTpecca U chopMyTUpOBaHbI PUHIIUIIEI OLIEHKH HHTEHCUBHOCTH CTpecca.

ITosryyeHHbIe pe3yabTaThl, CHOCOOCTBYIOIIHME PelICHHIO BAKHOI HAY4YHOI IPo01eMbl,
3aKJII0YAIOTCS B JIOKA3aTEJIbHOM OOOCHOBaHMM BO3MOKHOCTH TPUMEHEHHUS peakIuu Ha
WHAYLUHUPOBAHHBIN OKHCIUTENBHBIM CTpecc B KauecTBe OMOTEXHOJIOTHYECKOT0 HHCTPYMEHTA, YTO
IOpUBEIO K pa3pabOoTKe OPUTHMHAJBHBIX CIIOCOOOB OMOCHMHTE3a HAHOYACTHUIl, B TOM YHCIE
0MO0(YHKIIMOHATM3UPOBAHHbIX; TIOJIyYEHUIO KayecTBEHHOW M Oe3omacHoil Ouomacchl ¢
IPOTHO3UPYEMBIM COJIEp’)KaHUEM OHOJOTHYECKH AaKTHUBHBIX COEIMHEHUIl; Ouopemenuanuu
CTOKOB, 3arpsA3HEHHBIX TSKEJIBIMM MeETa/llaMd, 4YTO OOO3HAaYMJIO HOBOE HaIpaBlieHUE
WCCIICTIOBAHUM: OKUCIUMENbHBIL CIPecC KaK UHCMPYMeHm 8 (huKoOUomexHoi02uu.

Teopernueckass 3HauummocTh: ChopMynupoBaHbl  NPUHLIMIIBEI  HCIOJIb30BAHUS
OKHCIIUTEIBHOTO  CTpecca pPAa3jIM4YHOM HHTEHCHBHOCTH KaK MeEXaHU3Ma  yIIpaBJICHUs
(UKOOMOTEXHOIOTHUECKUMHU TpoIieccaMid. APryMEHTUPOBAaHbI MPUHIIUIIBI IPUMEHEHHSI HOBBIX
IOKa3aTelel cTpecca M MpaBUJl OLIEHKM MHTEHCHBHOCTH OKHCIIMTEIBHOTO CTpecca. BBIsBIEHbI
00I111€ JIEMEHTHI OTBETHBIX peaKkIuii MUKPOBOIOPOCIIEH U IMaHOOAKTepHil. Y CTAaHOBJIEHBI HOBBIE
MOKa3aTelnu Jii KOHTPOJs O€30IMacHOCTH B YCIOBHUSX NPUMEHEHUS HU3KOMHTEHCHBHOIO
OKHCITUTEIBHOTO CTpecca B PUKOOMOTEXHOIOTHH.

IIpuknagnass 3HAYMMOCTb: TPU TOMOINM HOBBIX HAKOIUICHHBIX 3HAHUNA OBUIH
pa3paboTaHbl TEXHOJOTMH MOJYYEHHs IEHHOM OMOMAcChl; yJalleHUs/HAKOIUICHUS TSDKENIBIX
METaJUIOB W3 3arpsA3HEHHOU Cpelbl; OMOCHMHTE3a M OMO(QYHKIIMOHATU3AIMd HAHOMAaTepHaJoOB,
OCHOBaHHbIE Ha IPUMEHEHUH UHIYLIUPOBAHHOIO OKUCIMTEIBHOIO CTpECca.

BHeapeHne Hay4yHbIX pe3yJbTaToB: Pa3pa0oTaHHbIE  TEXHOJOTHMH  BHEIPEHBI
MIPOU3BOJACTBEHHOMN KOMIIaHHEH DOUKOTEX®APM, CIIELIMAIM3UPOBAHHOMN Ha
OMOTEXHOJIOTHYECKOM 1 (papMalieBTHYECKON MPOAYKIUH (3 aKTa O BHEAPEHUN).
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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: To identify the common responses of microalgae and cyanobacteria
to various types of induced oxidative stress and to ground the possibility of using the oxidative
stress as a tool in phycobiotechnology.

Objectives of the work: To identify the peculiarities of the oxidative stress induced by
physical and chemical factors in cyanobacteria and microalgae; To estimate possibility of using
the response to the induced oxidative stress for obtaining phycological biomass with predicted
composition; To estimate the possibility of using microalgae, cyanobacteria and oxidative stress
in remediation of waters contaminated by heavy metals in the iterative systems; To ground the
principles of nanobiosynthesis and biofunctionalization of nanoparticles based on the mechanisms
of protection against of oxidative stress in microalgae and cyanobacteria; To assess the
possibilities and limitations of applying the response to the induced oxidative stress; To elaborate
phycological procedures based on the application of the induced oxidative stress.

Scientific novelty and originality: The originality of the work lies in the approach to the
response of microalgae and cyanobacteria to oxidative stress as an efficient tool for directing
processes in phycobiotechnology. By leveraging the response of microalgae and cyanobacteria
cultures to stress, technologies have been developed for obtaining phycological biomass with
directed valuable content, as well as methods for biosynthesis and biofunctionalization of
nanoparticles and environmental bioremediation. New indicators of low-intensity oxidative stress
have been identified, and principles for assessing stress intensity have been formulated.

The obtained results, which contribute to addressing the important scientific
problem, consist in 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 controlled content of bioactive compounds; bioremediation of effluents
contaminated with heavy metals, which outlined a new research direction: oxidative stress as a
tool in phycobiotechnology.

Theoretical significance: Conceptual landmarks have been formulated for the use of
oxidative stress of varying intensity as a mechanism for directing phycobiotechnological
processes. The principles of applying new indicators of stress and rules for assessing the intensity
of oxidative stress have been argued. Common elements of response reactions of microalgae and
cyanobacteria to stress have been identified. New safety control indicators have been established
for the application of low-intensity oxidative stress in phycobiotechnology.

Applied significance: on the basis of the new accumulated knowledge technologies were
developed based on induced oxidative stress, focused on obtaining valuable biomass,
removal/accumulation of heavy metals from the contaminated environment; and biosynthesis and
biofunctionalization of nanomaterials.

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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A

AAN
ABTS
AgNP
APX
AuNP
BAU
CAT
DAM
DPPH
FeSOD
FeSOD
FUR
fur
GOGAT
GOGAT
GPX
GSH
hsp90
HSPs
MES
PEG
per

PER
PHA
POAAN
POAP
pod
POX

PP
CRRFM
PSI

PSII
rbel
RuBisCo
SeNP
SOD
SRO
TBARS

XRD

LISTA ABREVIERILOR

Antioxidant

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

Ascorbat peroxidaza

Nanoparticule de aur

Biomasa absolut uscata

Catalaza

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

Gena superoxiddismutazei fierice

Superoxiddismutaza fierica

(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
Microscopie electronicad de scanare

Polietilenglicol

Gena peroxiredoxinei

Peroxiredoxina

Polihidroxialcanoati

Produsele oxidarii avansate a acizilor nucleici

Produsele oxidarii avansate a proteinelor

Gena peroxidazei

Peroxidaza

Corpi polifosfati

Capacitatea de reducere a reactivului fosfo-molibdenic
Fotosistema |

Fotosistema II

Gena subunitatii mari a ribulozo-1,5-bifosfat carboxilazei/oxigenazei
Ribulozo-1,5-bifosfat carboxilaza/oxigenaza
Nanoparticule de selenium

Superoxiddismutaza

Specii Reactive ale Oxigenului

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

Difractia razelor X
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