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Introducere

Elucidarearolului diferitor forme de radicali liberi in aparitia si evolutia unor maladii
cronice este comparabild cu stabilirea rolului microorganismelor ca agenti patogeni ai
bolilor infectioase [3, 18, 22, 24]. In caz de dezechilibru intre formarea de radicali liberi
si sistemul de protectie antioxidantd, in celule apare stresul oxidativ, considerat cauza
aparitiei si evolutiei diferitor maladii [20,24,25,27,32,33,35,36].

Astfel, In ultimele decenii s-a intensificat interesul cercetarilor fatd de antioxidanti, —
principii active functionale responsabile de neutralizarea efectelor negative ale stresului
oxidativ asupra organismelor vii [1-2, 8, 17]. In vederea obtinerii antioxidantilor
naturali, sunt explorate materiile vegetale, dintre care unei valorificari tot mai intense
sunt supuse cianobacteriile si microalgele. Este de mentionat si faptul ca antioxidantii
obtinuti din surse naturale, precum este biomasa de cianobacterii si microalge, sunt mai
eficienti in comparatie cu antioxidantii sintetizati pe cale chimica [28].

Cianobacteria Spirulina platensis poate fi consideratd drept o sursa valoroasa de
antioxidanti, gratie prezentei in spectrul de compusi cu activitate biologica inalta pe
care 1l ofera a antioxidantilor de naturd proteica (ficocianina — pigment aposolubil,
enzimele: superoxiddismutaza, catalaza, peroxidaza, etc. ) [18, 31].

Enzima superoxiddismutaza (SOD) este reglatorul principal al proceselor de oxidare
in celula si poate fi utilizata pentru tratarea diferitor maladii [15, 16]. Ficocianina, un
pigment aposolubil denota capacitatea de a neutraliza radicalul peroxinitrit, hidroxil —
si peroxil, precum si de a inhiba procesele de oxidare peroxidica a lipidelor, dezvoltand
de rand cu mecanismul antioxidant si proprietati antiinflamatoare, imunomodulatoare
[6,7,9].

Preparatele antioxidante pe baza substantelor bioactive ale spirulinei pot fi utilizate
si in cosmetologie in calitate de remedii de incetinire a proceselor de Tmbatranire a
pielii datorita capacitatii de reglare a sintezei colagenului si elastinei, precum si de
vindecare a ranilor, arsurilor si de reducere a ridurilor [13].

Scopul investigatiilor a constituit elaborarea procedeelor de obtinere si purificare a
noilor preparate antioxidante de naturd proteicd din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis.

Materiale si metode

Obiectul cercetarilor expuse a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-
CB-02, depozitata in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene de pe langa
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM.
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Biomasa de spirulind — sursa de ficocianind si SOD a fost obtinuta conform a doua
procedee, care au inclus cultivarea spirulinei in decursul a 144 ore pe mediul nutritiv
SP - I in baloane Erlenmeyer cu volumul suspensiei de 100 ml, cu suplimentarea
ina3-azi a unuia din compusi coordinativi ai Mn(II): [Mn(COO(CHOH),COO)
(C,N,H,),(H,0),]nH,O sau Zn(II): [Zn(COO(CH,),COO0),(C,N,H,),(H,0),]snH,O. Pe
parcursul cultivarii s-au respectat parametrii: temperatura de 30°C, iluminarea de 2000-
3000 lucsi.

Determinarea activitatii superoxiddismutazei a fost efectuatd conform metodei
spectrofotometrice [10]. Continutul de ficocianind in biomasa spirulinei a fost
determinat prin metoda spectrofotometrica [11]. Continutul de proteina a fost apreciat
conform metodei propuse de Lowry O. et al. [23]. Electroforeza in gel de poliacrilamida
in prezenta SDS a fost efectuata conform metodelor, descrise de Laemmli U. [21].
Chromatografia de schimb ionic (pe coloana de Q — Sepharose) a fost realizatd conform
metodei [30].

Rezultate si discutii

Mentinerea unui nivel anumit al oxidarii radicallibere a acililor fosfolipidelor
membranelor biologice este una din conditiile de bazd ale homeostazei celulare.
Activarea oxidarii peroxidice a lipidelor membranelor biologice 1n conditiile stresului
oxidativ poate fi micsoratd sub actiunea diverselor substante bioactive. in acest aspect,
biomasa de spirulind se impune §i ca una din sursele non conventionale importante
de substante cu rol de atenuare, impiedicare si reducere a proceselor de oxidare
peroxidica, gratie faptului, cd o mare parte din componentele bioactive ale biomasei
de spirulind denotd o activitate antioxidantd. Printre acestea sunt: ficocianina si una
din enzimele antioxidante principale — superoxiddismutaza. Biomasa de spirulina ofera
circa 5% de ficocianing, iar activitatea superoxidismutazei este de circa 0,2-0,3 un.
conv. Continutul de ficocianina in biomasa de spirulind poate fi majorat, iar activitatea
superoxiddismutazei poate fi intensificata prin utilizarea de noi stimulenti, precum si
prin stabilirea conditiilor optime de producere a lor in conditii dirijate.

Procedeele elaborate de noi la cultivarea dirijatd a spirulinei asigura sporirea
continutului de ficocianind (pana la 9,08 si 13,01 %, respectiv), precum si intensificarea
activitatii superoxiddismutazei (pand la 0,63 si 0,53 un. conv. , respectiv) in biomasa.
Biomasa de spirulind obtinuta conform acestor procedee a fost procesata in continuare
pentru obtinerea a 2 noi preparate antioxidante de natura proteica care includ separarea
biomasei de spirulind de lichidul cultural; distrugerea celulelor prin congelare —
decongelare repetata; extragerea fractiei proteice ce contine SOD si ficocianind cu
utilizarea a tamponului fosfatic 0,1M Na, pH 7,8-8,0 (ce contine 10mM EDTA);
centrifugarea fractiei obtinute i separarea supernatantului; precipitarea izoelectrica
(pH 3.8 - 4. 0); separarea supernatantului cu continut de antioxidanti de natura proteica
(SOD si ficocianind); concentrarea si congelarea preparatelor antioxidante obtinute -
“SP - SOD/Phyco - I’ si “SP - SOD/Phyco - 2.

Compozitia preparatelor elaborate a fost stabilitd prin electroforeza in gel de
poliacrilamida in prezenta SDS, electroforegrama fiind prezentata in figura 1.
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Figura 1. Electroforegrama preparatelor antioxidante obtinute din biomasa de
spirulina. M — marcheri proteici; 1 —proba preparatului “SP - SOD/Phyco - 1”; 2 — proba
preparatului “SP - SOD/Phyco - 2”; 3— proba martor.

Sestiecaficocianinaprezintdundimer, cedisociazainconditiilede SDS electroforeza
in a - si B — subunitati [26, 31]. Conform electroforegramei, masele moleculare ale
subunitatilor ficocianinei sunt 18 si 19,95 kDa, respectiv. Aceste date sunt comparabile
cu unele date de specialitate cunoscute, conform carora masa moleculard a subunitatilor
ficocianinei extrase din biomasa de spirulinad sunt de 19,5 si 21 kDa [26].

Din studii anterioare, este cunoscut cd masa molecularda a diferitor tipuri de
superoxiddismutaza la cianobacterii variaza in limitele 30 — 46 kDa [4, 14, 29, 34].
In biomasa cianobacteriilor se contine superoxiddismutaza fierocomponenti - FeSOD,
care prezintd un homodimer [14]. Masa moleculara aparentd a subunititilor SOD
stabilita de noi este 28 kDa (fig. 1).

Se poate conchide deci, ca preparatele antioxidante de naturd proteicd contin nu
doar SOD si ficocianina, dar si alte reziduuri de proteine. Pentru obtinerea unui grad
mai Tnalt de purificare a preparatelor elaborate, a fost efectuata cromatografia de schimb
ionic pe coloana de Q - Sepharose (fig. 2).

Conform cromatogramei, in componenta preparatelor cercetate au fost identificate
6 fractii proteice, fiind stabilit cd SOD se contine in fractia 3 (fig. 2). Ficocianina
reprezintd un pigment de culoare albastrd cu maximumul de absorbtie la lungimea de
unda 620nm [5, 6, 9, 12, 31]. Analiza spectrofotometrica la lungimea de unda 620nm,
a relevat prezenta ficocianinei in fractia 5.
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Pentru determinarea tipului de superoxiddismutaza, fractia 3 a fost supusa studiilor
suplimentare privind efectul inhibitorilor asupra activitatii SOD. Este cunoscut ca
Cu/ZnSOD este inhibatd de KCN, in timp ce FeSOD si MnSOD nu sunt sensibile la
cianura. Peroxidul de hidrogen este utilizat pentru a distinge FeSOD si MnSOD [19].
Au fost utilizati urmatorii inhibitori: H,O,, NaN, si KCN (tabelul 1).

Tabelul 1. Determinarea tipului SOD

Inhibitorii Activitatea SOD
50 MM KCN +

10 MM H,O, -
30 MM NaN, -

Astfel, activitatea SOD de 100% nu s-a diminuat in prezenta KCN, iar la utilizarea
H,0, si NaN,, activitatea enzimei a fost supusa inhibitiei complete. In baza rezultatelor
se poate presupune deci, ca preparatele elaborate de noi contin forma fierocomponenta
a superoxiddismutazei (FeSOD). Pentru determinarea omogenitatii fractiilor proteice
obtinute, doud din aceste fractii (fr. 3 care poseda activitate SOD si fr. 5 ce contine
ficocianina) au fost supuse SDS-electroforezei in gel de poliacrilamida (fig. 3).
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Electroforegrama fractiilor proteice purificate confirmd datele obtinute anterior,
referitor la masele moleculare aparente ale subunitatilor SOD (28 kDa) si ale ficocianinei
(18 51 19,95 kDa).

Concluzii:

Procedeele de obtinere a preparatelor “SP - SOD/Phyco - 1" si “SP - SOD/Phyco -
2” redau schema integrata de obtinere a preparatelor antioxidante noi in baza biomasei
de spirulina — sursa de ficocianina si SOD.

Compozitia preparatelor “SP - SOD/Phyco - 17 si “SP - SOD/Phyco - 2” se confirma
prin metoda electroforetica in gel de poliacrilamida in prezenta SDS. Banda proteica cu
masa moleculard de 28 kDa denota prezenta superoxiddismutazei, iar cele cu masele
moleculare de 18 si 19,95 kDa apartin ficocianinei.
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ACUMULAREA ASTAXANTINEI iIN BIOMASA
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS LA CULTIVARE PE MEDIU CU
COMPUSI COORDINATIVI AI Fe(IIl) CUAMINOACIZII

Miscu Vera
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

Microalgele si-au ocupat ferm locul in biotehnologia microbiana in calitate de surse
de biomasa si produse specifice. Cele mai recente tehnologii in baza microalgelor
sunt cele de producere a astaxantinei — pigment carotenoid important cu aplicare
nutraceuticd, cosmetica si in industria alimentara [11-13, 30, 32].

Microalga verde Haematococcus pluvialis este consideratd superproducator de
astaxantina si se cultiva cu success pe scard industriala Tn mai multe tari ale lumii [2,
9, 15, 29, 31]. In celuld acest pigment indeplineste functia fotoprotectoare, servind
in calitate de barierd fizico-chimica, ce previne deteriorarea lipidelor din componenta
membranelor functionale si a ADN-ului de catre radicalii liberi [14, 35, 38]. Functiile
biologice esentiale ale astaxantinei exercitate in organismul uman §i animal includ
protectia componentelor celulare de procesul de oxidare, formarea raspunsului imun si
reglarea expresiei genelor [29]. Efectul benefic generalizat al astaxantinei este mediat
de capacitatea de patrundere in plasma sangvina si de mobilitatea moleculelor ei [7,
32].

Carotenogeneza la Haematococcus pluvialis, ca si la toate organismele
fotosintezatoare, decurge In mod normal la mentinerea conditiilor favorabile de
dezvoltare. Intensificarea procesului de acumulare a astaxantinei poate fi obtinuta prin
modificarea conditiilor de cultivare asa ca iluminarea intensd, deficitul de nutrienti,
stresul oxidativ si stresul salin, temperaturile Tnalte [2, 16, 24, 33].

Acumularea masivd de astaxantind a fost obtinuta in cazul cultivarii pe mediu
cu insuficientd de azot si iluminare intensiva - conditii care faciliteaza asimilarea
carbonului de catre microalga [10, 21, 25]. Azotul este foarte important in dezvoltarea
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