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Introducere

In ultimii ani in calitate de obiecte biotehnologice sint valorificate tot mai intens
microorganismele fotosintezatoare, cum sunt microalgele si cianobacteriile [6-8].
Cercetarile de explorare biotehnologica a cianobacteriilor si microalgelor, desfasurate
in Laboratorul de Cercetari Stiintifice ,,Ficobiotehnologie” al Universitatii de Stat
din Moldova si laboratorul Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si Bi-
otehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei, de rind cu abordarea unor probleme
legate de optimizarea mediilor, parametrilor si conditiilor de cultivare sunt consac-
rate solutiondrii unor astfel de aspecte importante, ca precdutarea cailor noi de reglare
cantitativa si calitativa a metabolismului microalgal si cianobacterian spre sporirea
eficacitatii producerii de biomasa si de intensificare a sintezei principiilor bioactive,
componente ale acesteia.
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Unul dintre cele mai explorate obiecte biotehnologice in ultimii ani este ciano-
bacteria Spirulina platensis. Numeroase rezultate ale cercetarilor, publicate in liter-
atura de specialitate, au demonstrat faptul ca, cultivarea spirulinei in prezenta unor
compusi coordinativi permite obtinerea unei biomase nu numai cu un continut progno-
zat de principii bioactive, dar si cu un continut Tnalt de bioelemente cu efecte sanogene
[1,2,7,14,15].

Cutoate ca spirulinaaservitcaobiect de studiu Tn numeroase cercetari biotehnologice
biosintetic, fiind precdutate noi modele de producere a biomasei, evidentierea unor noi
stimulatori, studierea conditiilor si parametrilor optimi de crestere si dezvoltare etc.

Scopul investigatiilor: Studiul eficacitatii utilizarii unor compusi coordinativi ai Cu
(IT) in calitate de reglatori ai cresterii si dezvoltarii cianobacteriei Spirulina platensis.

Materiale si metode

Obiectul cercetdarilor a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02
— sursa de substante bioactive, depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al ASM. Spirulina plat-
ensis a fost cultivatd pe mediul lichid SP-1 cu o componenta echilibrata de macro si
microelemnete [9]. Drept stimulatori ai cresterii si dezvoltarii au fost utilizati compusii
coordinativi ai Cu(Il) care difera dupa natura ligandului (tab.1) suplimentati la mediul
de cultivare in concentratii de 2,00, 4,00 si 6,00 mg/l. Compusii coordinativi ai Cu (1)
au fost sintetizati de catre cercetatorii din laboratorul ,,Chimia Coordinativa” al USM
si oferiti cu amabilitate de profesorul univ. A. Gulea.

Tabelul 1. Compusii coordinativi ai Cu(Il) utilizati la cultivarea spirulinei
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Cultivarea spirulinei s-a efectuat in baloane Erlenmeyer a cite 250 ml cu 100 ml
suspensie de spirulind la o temperaturd de 30°C si iluminarea de 2000 — 3000 lucsi in
primele 2 zile si de 3000 — 4000 lucsi In urmatoarele zile ale cultivarii.

Productivitatea spirulinei in a 6—a zi de cultivare s-a determinat fotocolorimetric
[11] cu recalculul masei celulare la biomasa absolut uscata (BAU) [8,10,11].

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarilor descrise in literatura de specialitate privind influenta unor
compusi ai cuprului asupra cresterii si dezvoltarii cianobacteriilor si microalgelor au
scos in evidentd faptul ca stresul, provocat de prezenta in mediul de cultivare a unor
concentratii inalte de cupru, induce la cianobacterii $i microalge dezvoltarea diferitor
mecanisme de protectie celulard, unele specii manifestind toleranta inalta fatd de acest
metal [3,4,12,13].

Astfel la expunerea culturii de Scenedesmus sp. timp de 48 ore la concentratii de
2,5-10 microM de cupru s-a constat o diminuare a cresterii si dezvoltarii culturii, va-
lorile productivitatii fiind in mod direct dependente de concentratia utilizata. Odata cu
diminuarea cresterii i dezvoltarii s-a semnalat o micsorare a activitatii fotosintetice si a
respiratiei. De asemenea s-a observat o scadere a continutului de proteine, carbohidrati
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si pigmenti fotosintetici ca urmare a proprietatilor toxice manifestate de catre cupru
[12].

Alte cercetdri Intreprinse au fost axate pe studierea toxicitétii cuprului la diatomea
Thalassiosira weissflogii in biomasa cdreea s-a obtinut un continut mai inalt de tiol si
cisteind cu implicare posibila a lor iIn mecanismele de detoxicare. La expunerea timp de
96 ore a microalgei Tetraselmis chuii unor concentratii de 0,10-20,00mg/1 de cupru s-a
observat o diminuare a cresterii si dezvoltarii culturii, mai intens exprimata in primele
24 ore de cultivare [13].

Prezenta in mediul de cultivare a microalgei Chlamydomonas reinhardtii a unor
concentratii excesive de cupru a accelerat sinteza intracelulara a alfa tocoferolului
implicat In protectia membranelor celulare, fiind totodata semnalatd o crestere a
continutului de superoxiddismutaza si proteinkinaza ciclin-dependentd [4]. Cresterea
peroxidarii lipidice, a continutului de carotenoizi si activitatii superoxiddismutazei
a fost semnalatd Tn cazul cultivarii microalgei Chlorella vulgaris in prezenta unei
concentratii de 3,00 microg ml(-1) de cupru, fiind accelerata sinteza catalazei, ascorbat
peroxidazei si a glutation reductazei inregistrindu-se un continut mai sporit cu 35% de
prolina [3,13].

Administrarea unor concentratii de Img/l de sulfat sau clorura de cupru in
mediul de cultivare al algei Scenedesmus obliqguus a dus la diminuarea semnificativa
a productivitatii, precum si a continutului de proteine, semnalindu-se distrugeri ale
legaturilor peptidice a proteinelor histonice [12].

Alte cercetari Intreprinse au demonstrat cd algele verzi Pseudokirchneriella
subcapitata si Chlorella vulgaris cultivate in prezenta unor concentratii inalte de Cu
(IT) au dus la aparitia unui stres oxidativ, fiind urmat de diminuarea productivitatii si
micsorarea cu 12 % a activitatii fotosintetice [13].

Pentru alga cianofita Enteromorpha compressa a fost identificatd o crestere a
activitatii ascorbat peroxidazei asociata si cu o sporire a continutului de glutation odata
cu cresterea concentratiei de cupru in mediul de cultivare [5].

La cianobacteria Spirulina platensis, 1a concentratiile de 0,05-0,2mg/1 de Cu(Il) s-a
modificat continutul intracelular de prolind, malonildialdehid si superoxiddismutaza
ca urmare a stresului oxidativ provocat de prezenta in mediul de cultivare a unor
concentratii sporite de cupru, fiind astfel activate mecanismele de protectie celulara.

Rezultatele cercetarilor privind influenta compusilor coordinativi ai Cu (II) asupra
productivitatii tulpinii Spirulina platensis CNM-CB-02 sunt prezentate in tab. 2 si
figura 1.

Analiza rezultatelor obtinute a demonstrat cd odatd cu cresterea concentratiei de
compusi coordinativi in mediul de cultivare productivitatea spirulinei scade. Astfel ca
cele mai mari valori ale productivitatii s-au obtinut Tn cazul administrarii concentratiei
minime de compus (2,00 mg/l). Compusii [Cu(L*-H)H,O(NO,)], [Cu(L*-H)H,O(NO,)],
si Cu(L-H)NO, au manifestat o actiune toxica mai pronuntatd, astfel incit valorile
productivitatii sunt cu pind la 44% mai mici fatd de proba martor, iar la concentratii
ce intrec 2,00 mg/l au inregistrat proprietati toxice pronuntate, cultura mentinindu-se
viabilad doar primele 48 ore de cultivare.



Tabelul 2. Productivitatea spirulinei la cultivare in prezenta unor compusi coordina-
tivi ai Cu (II)

Compusul Concentratia Productivitatea % M
coordinativ mg/l g/l, X+tSx ¢
2 1,00 + 0,02 117,64
1_ s s s
{fgg:l OHﬁ 4 0,90 + 0,02 105,88
2 3 6 0,80 £ 0,04 94,11
+
[Cu (L*-H) i 0,84 * 0,04 98182
H,0(NO,)] 6 ) )
+
[Cu (LF-H) i 0,48 * 0,02 56147
H,0(NO,)] 6 i i
2 1,00 + 0,02 117,64
CuL(NO,), 4 0,80 + 0,03 94,11
6 0,66 + 0,04 77,64
2 0,80 + 0,02 94,11
Cu(L-H)NO, 4 - -
6 - -
2 1,04 £ 0,03 122,35
Cul’,(NO,), 4 0,88 + 0,04 103,52
6 0,88 + 0,02 103,52
2 0,80 + 0,02 94,11
Cu L'(Sfz) - H,O 4 0,64 + 0,02 75,29
6 0,64 + 0,03 75,29
2 0,90 + 0,03 105,88
Cu L*(Sfz) - 3H,0 4 0,80 + 0,02 94,11
6 0,66 + 0,03 77,64
2 0,80 + 0,04 94,11
Cu(L-2H) 4 0,66 + 0,03 77,64
6 0,64 + 0,02 75,29
Martor 0,85+ 0,02 100

Toxicitatea compusilor cercetati poate fi determinata atit de atomul central de cu-
pru, cit si de natura liganzilor in componenta cérora intra radicalul fenil care de rind cu
cuprul poate manifesta proprietati toxice. In structura ligandului compusului [Cu(L3-H)
H,O0(NO,)], este prezent si radicalul metoxi -OCH, care de asemenea poate manifesta
o toxicitate inaltd, intrucit la administrarea compusului in concentratii mai mari de 2,00
mg/l este toxic. In cazul administririi acestui compus productivitatea se mentine la
nivelul valorii experimental- initiale (0,48 g/1), chiar si dupa 6 zile de cultivare.

Pentru compusii CuL'(Sfz)*H,O, CuL*(Sfz)*3H,0 si Cu(L-2H) productivitatea se
mentine la nivelul probei martor doar la administrarea concentratiei de 2,00 mg/1, fiind
in descrestere odata cu cresterea concentratiei compusului, astfel, incit la administrarea
lor in concentratia de 6,00 mg/l productivitatea coboara cu 24,71-22,36% fatd de proba
martor.
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Figura 1. Productivitatea spirulinei la cultivare in prezenta compusilor coordinativi

ai Cu(II)
1 - [Cu (L1-H)H20(NO3)] 4 - CuL(NO3)2 7 - Cu L1(Sfz)*H20
2 - [Cu (L2-H)H20(NO3)] 5 - Cu(L-H)NO3 8 - Cu L2(Sfz)*H20
3 - [Cu (L3-H)H20(NO3)] 6 - CuL32(NO3)2 9 - Cu(L-2H)

Compusii [Cu(L'-H)H,0(NO,)], CuL(NO,),, si CuL’ (NO,),, fiind administrati in
concentratii de 2,00 mg/l, sporesc cu 17,64-22,35% productivtatea spirulinei atingind
in a 6-a zi de cultivare valori de 1,00-1,04g/1. Odata cu cresterea concentratiei de com-
pus coordinativ are loc descresterea valorilor productivitatii, dar care totusi nu sunt
cu mult mai diminuate decit valorile probei martor, cu exceptia CuL(NO,), care in
concentratii de 6,00 mg/l diminueaza productivitatea cu 22,36%.

Astfel, in urma cercetarilor efectuate pot fi formulate urmatoarele concluzii:

Compusii coordinativi:[Cul’ (NO,), si Cu(L'-H)H,O(NO,)] in concentratii de pind
la 4,00 — 6,00 mg/l stimuleaza cresterea si dezvoltarea spirulinei, productivitatea fiind
cu 17,64-22,35% mai mare ca in proba martor, atingind in a 6-a zi de cultivare valori
de 1,00-1,04¢g/1.

Odatécucrestereaconcentra;ieicompusilorcoordinativiCuL(NO3)2’,CuLl(sz)-HZO,
CuL*(Sfz)-3H,0 si Cu(L-2H) are loc descresterea productivitatii cu peste 24,71% fatd
de proba martor.

Compusii coordinativi [Cu(L*-H)H,0(NO,)], [Cu(L*-H)H,O(NO,)], si Cu(L-H)
NO, manifesta o actiune toxica mai pronuntatd, astfel incit valorile productivitatii sunt
cu pind 44% mai mici fatd de proba martor chiar si la administrarea compusului in
concentatii minime (2,00 mg/1).
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REGLAREA PROCESULUI DE BIOSINTEZA A STEROLILOR LA
DROJDII PRIN ACTIUNEA UNDELOR MILIMETRICE DE INTENSI-
TATE JOASA

Agafia Usatii, Elena Molodoi, Anatol Rotaru,
Taisia Moldoveanu, Tamara Borisova

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al A.S.M
Introducere

Actiunea undelor milimetrice de intensitate joasa asupra diferitor obiecte biologice
se cerceteaza intens in ultimii 20-25 ani. Sinteza rezultatelor experimentale publicate,
permite de a elucida unele aspecte fundamentale ale activitatii vitale si a mecanismelor
de interactiune a undelor milimetrice de intensitate joasa cu celulele vegetale sau ani-
male [6,8].

In baza studiilor efectuate au si elucidate mecanismele de actiune a undelor mili-
metrice de intensitate joasd asupra organismelor fotosintetizante si formulate cateva
principii de baza [7,14]. Totodata, elaborarea unei teorii fatd de problema modelarii si
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