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g%)iomasa de Spirulina platensis cu un continut sporit de ficobiliproteine poate servi
drept sursa de substante bioactive utilizate pe larg in industria farmaceuticd, cosmetolo-
gie, medicina clinica si experimentala.

Ficobiliproteinele sunt substante ce contin grupuri proteice din lanturi tetrapirolice deschise,
numite biline, legate de reziduurile specifice de cisteine in apoproteine. Ele actioneaza ca pig-
menti fotosintetici, iar proprietatile lor de absorbtie le imparte in trei clase principale: ficoeritrine,
ficocianine si aloficocianine. De asemenea, ficobiliproteinele sunt utilizate ca marcheri fluores-
centi in celule si macromolecule [1, 2].

Una dintre cele mai promitatoare microalge care poate fi utilizatd ca sursa naturala de vi-
tamine, minerale, pigmenti antioxidanti, cum sunt B-carotenul si ficocianina, tocoferolii si acidul
linolenic, este cianobacteria Spirulina platensis. in dependenta de conditiile de cultivare, biomasa
de spirulina ofera pana la 15% de ficobiliproteine (C-ficocianina si aloficocianina) [2, 3].

Tn prezent pigmentii extrasi din biomasa de spirulind sunt utilizati pe larg Tn calitate de co-
loranti naturali pentru aditive alimentare. Pe langa acest fapt, pigmentul ficocianina poseda pro-
prietati anticancer, antioxidante, antivirale, antiinflamatorii si este capabil de a inhiba procesele
de peroxidare a lipidelor prin capturarea radicalilor liberi. De asemenea, ficocianina este un agent
puternic imunostimulator, iar extractele bogate in ficocianina, obtinute din biomasa de spiruling,
au un rol semnificativ la reducerea viabilitatii celulelor tumorale [3, 4, 5].
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Cercetarile efectuate n ultimii ani au demonstrat ca procesul reglarii continutului de substan-
te bioactive In biomasa diverselor cianobacterii si microalge poate fi dirijat, utilizdndu-se anumiti
agenti de natura fizica si chimica. Din sirul compusilor chimici, compusii coordinativi ai metalelor
constituie un capitol aparte n reglarea cresterii si dezvoltarii microorganismelor, precum si in
stimularea proceselor biosintetice.

Studiul rolului biologic al cuprului prezinta interes atat din punct de vedere structural, cat si
functional, deoarece acest element intra in componenta unui sir intreg de enzime, influenteaza pro-
cesele de oxidoreducere celulare, are rolul de coenzima in sistemul enzimatic, intrd in componenta
proteinelor, mareste actiunea hipoglicemica a insulinei si participa in metabolismul fierului [6, 7].

In literatura de specialitate este mentionat faptul cd compusii coordinativi ai Cu(ll) cu tio-
semicarbazone poseda o gama larga de aplicatii biologice, care includ activitati antitumorale,
antifungice, antivirale, antibacteriene si antimalariene. in celulele animalelor tiosemicarbazone-
le exercitd o activitate biologica asupra inhibitiei enzimei ribonucleotid-reductazei, necesara in
sinteza precursorilor ADN. S-a demonstrat, de asemenea, activitatea sporita a complecsilor de
Cu(ll) si Fe(ll) ce contin tiosemicarbazone in raport cu compusii coordinativi ai altor metale [8, 9,
10, 11, 12, 13, 14].

A fost dovedit faptul ca mai multe linii de celule canceroase, inclusiv celulele umane ale can-
cerului de prostata, au fost inhibate in cazul in care erau tratate cu o serie de complecsi ai Cu(ll)
ce contin Tn cadrul ligandului grupa fenolica [16] si tiosemicarbazidica [17, 18].

Avand n vedere importanta biologica a complecsilor cuprului, dar si proprietatile pe care le
poseda ficocianina, ne-am propus sa studiem influenta unor compusi coordinativi noi ai Cu(ll)
asupra sintezei principiilor bioactive la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis.

Problema pe care o rezolva investigatiile efectuate consta in elaborarea a doua procedee
de cultivare a biomasei de spirulina cu un continut sporit de ficobiliproteine — sursa de substante
bioactive utilizate in industria farmaceutica, medicina clinica si experimentala.

Materiale si metode de studiu

Obiectul cercetarilor |-a constituit tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 — o
sursa de substante bioactive, depozitata in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene
de pe langa Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM. Cultura de Spirulina platensis
CNM-CB-02 a fost cultivata in mediul lichid SP-1 cu o componenta echilibrata de macro si mi-
croelemente [19]. In calitate de stimulatori ai procesului de modificare dirijata a continutului de
ficobiliproteine in biomasa de spirulina au fost utilizati doi compusi coordinativi noi ai Cu(ll), ad-
ministrati in concentratie de 2-4 mg/l. Cultivarea spirulinei a avut loc in retorte Erlenmeyer a cate
250 ml cu 100 ml suspensie de spirulina la o temperatura de 30-32°C si iluminarea de 2000-3000
lucsi in primele 2 zile de cultivare si 3000-4000 lucsi pentru urmatoarele zile. Procesul are loc
timp de 7 zile.

Continutul de ficobiliproteine in biomasa a fost determinat prin metoda spectrofotometrica
elaborata de Boussiba si Richmond [20] la lungimile de unda 620 si 650 nm, in modificatia (Rudic,
Bulimaga, 1998) [21].
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Rezultate si discutii

Tn literatura de specialitate este descris un procedeu de cultivare a 18 tulpini de alge si ciano-
bacterii, inclusiv Spirulina platensis NCCU-S5, cu un continut de ficobiliproteine de 62,5 mg/g din
masa celulara uscata [22]. Acest procedeu consta Tn cresterea culturii la pH - 8,0, temperatura de
30+1°C, intensitatea luminii 25 pmol photoni/m2/s, in regim de noapte/zi timp de 27 de zile. Du-
rata indelungata a cultivarii, precum si continutul scazut de ficobiliproteine ca parte componenta
efectiva constituie un dezavantaj al procedeului dat.

Un alt procedeu cunoscut de obtinere a biomasei de Spirulina platensis cu un continut spo-
rit de ficobiliproteine include urmatoarele etape: cultivarea spirulinei in mediul nutritv SP-1, in
a treia zi de cultivare in acest mediu adaugandu-se unul dintre compusii coordinativi: azotat de
hexa-p-glicinato(O,0’)-u3-oxotriacvatrifier(lll)trinidrat - [Fe,O(Gly),(H,0),INO,*3H,0, de hexa-p-
treoninato(O,0’)- p3-oxotriacvatrifier(lll) - [Fe,O(Tre),(H,0),INO, sau de hexa-p-alaninato(O,0’)-u3-
oxotriacvotrifier(lll)trihidrat - [Fe,O(Gly),(H,0),JNO,*4H,0 in concentratie de 5-10 mg/l, cultivarea are
loc timp de 6 zile, la temperatura de 30-35°C si iluminarea de 3000-4000 lucsi [23].

Dezavantajul acestui procedeu consta in faptul ca cultivarea spirulinei conform procedeului
asigura obtinerea unei biomase de spirulind cu un continut de numai 21,68% de ficobiliproteine
ca parte componenta a biomasei.

Tn urma cercetérilor efectuate asupra continutului de ficobiliproteine in biomasa de spirulin,
cultivata in prezenta unor compusi coordinativi noi ai Cu(ll), putem propune doua procedee de
obtinere a biomasei de spirulind cu un continut sporit de ficobiliproteine [24, 25]:

Procedeul I:

% mediul nutritiv de baza pentru cultivarea tulpinii Spirulina platensis CNM-CB-02 consta
din urmatorul raport al ingredientelor:

—macroelemente (g/l): NaNO, - 2,25; NaHCO, - 8,0; NaCl - 1,0; K,SO, - 0,3I; Na,HPO, - 0,20;
MgSO,*7H,0 - 0,20; CaCl, - 0,024,

— solutia de microelemente (1ml/l) contine: H.BO, - 2,86+10-*mg/l; MnCl,*4H,0 - 1,81+10°mgl/l;
CuSO,*5H,0-8+10°mg/l;, MoO, — 1,5-10°mg/l, suplimentar se aditioneazad compusul hidratul de
2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil}-benzen-1,4-diolo(2-)cupru in concentratie de 2 mgl/l.

Cultivarea are loc conform urmatorilor parametri: temperatura — 30-32°C, pH= 9,5-10, ilu-
minarea — 2000-3000 lucsi Tn primele 2 zile ale cultivarii si 3000-4000 lucsi in urmatoarele zile.

Tn ziua a 7-a, biomasa se separa de lichidul cultural si se supune demineralizarii de surplusul
de saruri, in acest scop utilizandu-se o solutie de acetat de amoniu de 1,5%, si se determina
continutul de ficobiliproteine.

Avantajul procedeului consta in majorarea continutului de ficobiliproteine in biomasa de
spirulina pana la 27,11% din BAU.

Procedeul IT:

< mediul nutritiv de baza pentru cultivarea tulpinii Spirulina platensis CNM-CB-02 consta
din urmatorul raport al ingredientelor:
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—macroelemente (g/l): NaNO, - 2,25; NaHCO, - 8,0; NaCl - 1,0; K,S0O, - 0,3I; Na,HPO, - 0,20;
MgSO,-7H,0 - 0,20; CaCl, - 0,024,

— solutia de microelemente (1ml/l) contine: H,BO, - 2,86 mg/l; MnCl,»4H,0 - 1,81 mg/l;
Cu80,*5H,0-8+10°mg/l; MoO, — 1,5+10°mg/l, compusului i se aditioneaza suplimentar hidratul
nitratului de 5-nitrosalicilidentiosemicarbazido(1-)aquacupru(ll) in concentratie de 4 mg/l.

Cultivarea are loc conform urmatorilor parametri: temperatura — 30-32°C, pH= 9,5-10, ilu-
minarea — 2000-3000 lucsi Tn primele 2 zile ale cultivarii si 3000-4000 lucsi in urmatoarele zile.

Tn ziua a 7-a biomasa se separé de lichidul cultural si se supune demineralizarii de surplusul
de saruri, in acest scop utilizandu-se o solutie de acetat de amoniu de 1,5%, si se determina
continutul de ficobiliproteine.

Avantajul procedeului consta in majorarea continutului de ficobiliproteine in biomasa de
spirulina pana la 30,33% din BAU.

Schema de realizare a procedeelor de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis in pre-
zenta stimulatorilor chimici este prezentata in figura 1.

ﬁrepararea mediului de cultivzb

pentru Spirulina platensis cu
urmatorul continut (g/l): NaNO; -
2,5; NaHCO; - 16,8; NaCl - 1;
K,;SO, - 1; K,HPO, - 0,5;
MgS0,¢7H,0 - 0,2; CaCl, - 0,04;
FeSO,*7H,0—-0,01; EDTA -0,08.

Procedeul | + 2mg/| Cu(L-
H)CH;COO0

/N

Procedeul Il + 4mg/l Cu(L-H)NO;

/N

Separarea de lichidul
Inocularea

culturii de

. 299
Temperatura: 30-32°C, cultural si demineralizarea

T

Determinarea continutului
de ficobiliproteine

Spirulina lluminarea: 2-3 mii lx,

platensis pH 9,5-10

L\/

Fig. 1. Schema de realizare a procedeelor de obtinere a biomasei de spirulind cu un
continut sporit de ficobiliproteine

Tn concluzie, putem afirma c& au fost elaborate doud procedee de obtinere a biomasei de spi-
rulina cu un continut sporit de ficobiliproteine — sursa importantd de substante bioactive utilizate
in industria farmaceutica, medicina clinica si experimentala.
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REZUMAT

=7
jv prezentul articol este descrisa elaborarea a doud procedee de obtinere a biomasei de
spiruling platensis cu un continut sporit de ficobiliproteine, utilizandu-se in calitate de reglatori
compusii coordinativi noi ai Cu(ll) cu azometine.

ABSTRACT

O‘f

J he elaboration of two methods for obtaining of spirulina platensis biomass with a high
content of phycobiliproteins using as regulators some new coordinative compounds of Cu(ll) with
azomethines is described in the present article.
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