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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Substantele naturale cu proprietati antioxidante si antiradicalice capata o
aplicare tot mai larga in industria alimentara, cosmetica, si in special, in cea farmaceutica in calitate
de remedii eficiente in contracararea actiunii nefaste a radicalilor liberi si in stoparea proceselor
prooxidante, care genereaza diferite stari patologice [3, 13, 18, 23]. Cianobacteriile, printre care si
speciile genului Nostoc posedd un potential imens in calitate de surse pentru producerea de
antioxidanti, asa ca enzimele antioxidante, pigmentii, polizaharidele functionale, vitaminele,
compusii fenolici, etc. [4, 5, 7, 10, 14, 17]. Intensitatea sintezei componentelor cu actiune antioxi-
danta si antiradicalicd se modificad esential pe parcursul ciclului de dezvoltare a culturilor, dar si sub
actiunea anumitor forte externe. Raportul cantitativ al lor determind caracterul actiunii antioxidante
a biomasei si a preparatelor complexe obtinute din ea. Tehnologiile de cultivare a cianobacteriilor si,
in particular, a tulpinilor de Nostoc linckia in scopul de a obtine diferiti antioxidanti urmeaza a fi
axate atat pe respectarea necesitatilor fiziologice ale culturii pe durata fluxului tehnologic, cét si pe

Situatia in domeniul de cercetare. Cererea de antioxidanti naturali a dat un impuls simtitor
cercetdrilor orientate spre identificarea noilor surse, precum si a procedeelor de obtinere a
preparatelor antioxidante eficiente, standardizate si sigure pentru utilizare [6]. Biomasa
cianobacteriilor contine numeroase componente care actioneazd ca antioxidanti preventivi,
’stingdtori” ai reactiilor de autooxidare si ai oxigenului singlet, factori de chelare a metalelor cu
valenta variabild, inhibitori ai enzimelor prooxidante [2, 12, 19]. Nostoc linckia contine un sir de
substante cu efect antioxidant si antiradicalic asa ca pigmentii ficobilinici si cei carotenoizi, enzime
antioxidante, polizaharide, inclusiv cele sulfatate s.a [8, 9, 11, 16 ]. Sumand aici s1 faptul, ca
biomasa de Nostoc linckia este lipsitda de efecte toxice asupra organismelor vii, fiind utilizat in
hrana omului peste 2000 mii ani, considerdm oportune cercetdrile orientate spre elaborarea
tehnologiilor de cultivare a acestui obiect biotehnologic in calitate de sursa de produse bioactive.

Problema de cercetare care reiese din analiza situatiei in domeniu constd in stabilirea
parametrilor biotehnologici de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia in scopul utilizarii biomasei
obtinute pentru producerea preparatelor cu efecte antioxidante pronuntate.

Scopul lucrarii: elaborarea tehnologiei complexe nonpoluante de cultivare a cianobacteriei
Nostoc linckia, de obtinere a preparatelor antioxidante si de valorificare a reziduului de biomasa.

Obiectivele lucrarii: (1) Monitorizarea modificarilor biochimice si a activitatii antioxidante a

biomasei si extractelor din ea pe durata dezvoltarii culturii statice de Nostoc linckia; (2) Evidentierea



indicatorilor biotehnologici cu tangentd la ciclul vital, utili pentru obtinerea preparatelor
antioxidante din biomasa de Nostoc linckia; (3) Stabilirea parametrilor biotehnologici optimi de
extragere si pastrare pe termen lung a componentelor cu efect antioxidant din biomasa de Nostoc
linckia; (4) Elucidarea particularitatilor modificarii continutului de componente antioxidante in
biomasa cianobacteriei Nostoc linckia in conditii de stres oxidativ indus prin actiunea compusilor
Fe(III); (5) Studiul posibilitatii valorificarii reziduului de biomasa de Nostoc linckia dupa extragerea
componentelor cu efect antioxidant; (6) Elaborarea tehnologiei complexe de cultivare a Nostoc
linckia, de obtinere a preparatelor cu efect antioxidant si de utilizare a reziduului de biomasa.

Metodologia cercetarii stiintifice. Pentru realizarea lucrdrii au fost utilizate metode standard
care constituie baza metodologicd a ficobiotehnologiei [21], teste biochimice standarde, teste
antiradicalice (reducerea radicalilor nonbiologici ABTS™ (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolini-6-
acidului sulfonic) si DPPH (1,1 difenil-2-picril hidrazil)) si antioxidante (reducerea reagentilor
fosfo-molibdenic si Folin-Ciocalteu); metoda inhibarii oxidarii lipoproteinelor cu densitatea joasa,
metoda de determinare a dialdehidei malonice (DAM) [1, 20, 22]. Calculul indicatorilor statistici
descriptivi si corelationali a fost efectuat utilizand softul UVWIN 5.0.5 si MS Excel.

Noutatea §i originalitatea stiintifica. Pentru prima data este pusa problema elaborarii unei
tehnologii de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia ca sursa pentru obtinerea preparatelor
complexe cu efect antioxidant. Pentru prima data a fost elaborata o tehnologie de cultivare a Nostoc
linckia, care include etapa de valorificare a reziduului de biomasa dupa extragerea antioxidantilor in
calitate de biosorbent eficient pentru metalele grele si in calitate de matrice pentru biosinteza
nanoparticulelor de argint.

Problema stiintifica importanta solutionatd in lucrare consta in identificarea elementelor-
cheie ale procesului biotehnologic de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia cu scopul producerii
preparatelor cu efect antioxidant si valorificarii reziduului de biomasa.

Semnificatia teoreticd. Au fost acumulate si expuse rezultate noi despre importanta
monitorizarii modificarilor biochimice si a statutului antioxidant ale biomasei de Nostoc linckia pe
durata ciclului culturii statice. A fost evidentiat pragul inalt de sensibilitate a culturii de Nostoc
linckia fata de compusii chimici cu metale in ceea ce priveste modificarea statutului antioxidant al
biomasei. A fost demonstratd eficienta biomasei reziduale de nostoc in calitate de biosorbent in
sistemele multimetalice poluate si matrice pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.

Valoarea aplicativi a lucrdrii. In cadrul acestei lucriri au fost elaborate partile componente

ale unei tehnologii complexe de cultivare a Nostoc linckia si utilizare eficienta a biomasei obtinute,



care pot fi aplicate atat intr-un ansamblu, cat si In calitate de unitati autonome: procedee de obtinere
a biomasei de nostoc cu activitate antioxidantd inaltd; procedee de extragere eficientd a
componentelor cu efect antioxidant din biomasa de nostoc; procedee de utilizare a reziduului de
biomasa de nostoc dupd obtinerea preparatelor antioxidante in calitate de biosorbent eficient si in
calitate de matrice pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.
Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.
1. Fluctuatiile activitatii antioxidante in biomasa de Nostoc linckia pe durata ciclului vital
reprezintd un indicator util in monitorizarea proceselor biotehnologice.
2. Extractele din biomasa de Nostoc linckia poseda activitate antioxidanta inaltd, iar stabilitatea lor
poate fi fortificata si asigurata prin aplicarea metodelor adecvate de pastrare.
3. Efectul de sporire a activitatii antioxidante la Nostoc linckia poate fi atins prin utilizarea
substantelor cu potential toxic inalt.
4. Preparatele antioxidante obtinute Tn baza tehnologiei complexe elaborate sunt eficiente 1n calitate
de protectori antioxidanti ai uleiurilor vegetale.
5. Biomasa reziduala de Nostoc linckia, provenita din tehnologia de extragere a antioxidantilor,
poate fi utilizata in calitate de biosorbent si de matrice pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Tehnologia de obtinere a preparatului antioxidant
NostocAntiOx a fost implementata la SRL ,,Ficotehfarm” (Act Nr.03/11 din 20.11.2014).
Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse au fost comunicate la: Conferinta a V-a
internationala “Actual Problems in Modern Phycology”, Chisindu, 2014 ; a VI-a conferinta
internationala a tinerilor cercetdtori “Biodiversity. Ecology. Adaptation. Evolution”, Odessa ;
Ucraina, 2013 ; Conferinta stiintificd internationala interdisciplinard “Biologically active substances
and materials : Fundamental and Applied Problems”, Novii Svet, Ucraina, 2013 ; Cea de-a doua
conferintd internationald in Nanotehnologie si Inginerie biomedicald, Chisindu, Moldova, 2014 ;
Conferinta internationald dedicatd celei de-a 55-a aniversare de la fondarea Institutului de Chimie al
ASM ; Chisinau, Moldova, 2014 s.a.
Publicatiile la tema tezei. Rezultatele sunt reflectate in 24 publicatii: 9 articole (2 — in reviste
cu factor de impact; 2 - in monoautorat), 12 rezumate ale comunicarilor, 3 brevete de inventie.
Volumul si structura tezei. Teza consta din 4 capitole, are un volum de baza de 131 pagini,
contine 10 tabele, 49 figuri si 3 anexe. Lista surselor bibliografice citate include 292 titluri.
Cuvinte-cheie: Tehnologie de cultivare, cianobacterii, Nostoc linckia, extracte hidrice si

etanolice, preparate antioxidante, biosorbent, bionanosinteza.



CONTINUTUL TEZEI
1. ANTIOXIDANTI DIN CIANOBACTERII - TEHNOLOGII DE OBTINERE SI
PERSPECTIVE DE UTILIZARE

Capitolul cuprinde analiza ampla a tehnologiilor contemporane de cultivare a cianobacteriilor.
Sunt comparate sistemele deschise si inchise in care are loc cresterea diferitor tulpini valoroase de
cianobacterii, evidentiate avantajele si dezavantajele cultivatoarelor contemporane. Sunt analizati
factorii de baza care influenteazd rezultatul procesului biotehnologic de obtinere a biomasei
cianobacteriene. Este prezentata o caracteristica detaliata a substantelor cu efect antioxidant, care au
fost depistate In biomasa cianobacteriilor. Se pune accent pe faptul, cd biomasa cianobacteriilor
include componente, care acopera toatd gama de mecanisme ale protectiei antioxidante (de prevenire
a formarii radicalilor liberi; de stingere a radicalilor cu ajutorul componentelor enzimatice si non-
enzimatice si de reparare a deteriorarilor, aparute ca rezultat al interactiunii radicalilor liberi cu
cantitative si calitative a complexului de antioxidanti (ori a fiecarui component in parte) prin
aplicarea diferitor factori fizici si chimici. Sunt aduse exemple de raspuns prompt al cianobacteriilor
la stresul oxidativ prin modificari in continutul antioxidantilor cu masa moleculard mica.

Capitolul include o caracteristicd comparativa a tehnologiilor contemporane de extragere a
componentelor cu efect antioxidant din biomasa cianobacteriand. Este demonstratd cererea
pronuntata pentru tehnologii simple, costeficiente de obtinere a preparatelor antioxidante. Dupa o
analizd a domeniilor de utilizare a antioxidantilor, se ajunge la concluzia, ca Nostoc linckia, care si-a
avut Intrebuintare doar in calitate de biofertilizator, ori ca produs alimentar In zone geografice
restranse, poate deveni un obiect ficobiotehnologic valoros pentru obtinerea produselor antioxidante,
att datoritd componentei biomasei, cit si cerintelor minime in procesul de cultivare industriala. In
final este formulatd problema de cercetare si directiile de rezolvare a acesteia, sunt definite scopul si

obiectivele prezentei lucrari.

2. ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA SI COMPONENTA BIOCHIMICA A BIOMASEI DE
NOSTOC LINCKIA PE DURATA CICLULUI VITAL

In acest capitol sunt expuse rezultatele unui studiu al modificirilor productivitatii,

componentei biochimice si statutului antioxidant al biomasei de Nostoc linckia pe durata ciclului

vital in conditii de laborator si in conditii tehnologice de cultivare industriala. Figura 2.1 reflecta

procesul de acumulare a biomasei de Nostoc linckia in conditii le laborator si in cultivator industrial.
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In linii generale aspectul curbei de crestere in cele doud cazuri este asemanitor. Faza de latenta
(primele 24 ore), ca si faza de accelerare a ritmului de crestere (a doua si a treia zi) In conditii de
laborator este redusa la limite imperceptibile, deoarece inocularea s-a facut in conditii si pe mediu
de cultura identice cu cele in care a fost obtinut inoculul. In conditii industriale se aplici un inocul
mai consistent cu un continut initial de celule de 0,4 g/L (fata de 0,2 g/L in laborator), ceea ce este
dictat de specificul aplicarii sistemelor industriale. In acest caz primele faze de crestere pot fi
observate cu usurintd, ceea ce este determinat de adaptarea mai dificild a culturii la conditii

industriale care nu sunt identice conditiilor de obtinere a inoculului.

Pentru cultura statica de Nostoc
—e— Laborator, BAU, g/L —#—Producere, BAU, g/L
0.8 linckia  faza de  multiplicare
0.7 exponentiala este progresiva pana la
0.6

05 ziua 9 de cultivare in laborator si
gg 1 ziua a 10 1n conditii de producere,
0.2 +# ceea ce presupune o crestere a

0.1 . - <
0 e culturii la o ratd constantd. La
6123 456 7 8 910111213 sfarsitul  fazei exponentiale, se
Fig. 2.1. Acumularea biomasei pe parcursul ciclului vital evidentiazd o perioada de incetinire a
la Nostoc linckia in COl’ldl!ﬁll de laborator §1 de producere ritmului de crestere a tulpinii, dupa

care cultura intrda in faza stationara
(rata de crestere 0). In conditii de producere faza stationara este de durati mai lunga. Daci cultura de
laborator intrd in faza de declin Incepand cu ziua a 12, cultura industriala si la cea de a 13 zi de
cultivare este in faza stationard stabila.

Pe durata ciclului vital se modifica si continutul biochimic al biomasei de nostoc, iar de aici
si caracterul actiunii antioxidante a biomasei si a preparatelor complexe obtinute din ea. In
continuare au fost studiate modificarile cantitative in principalele componente ale biomasei de
nostoc (lipide, glucide, proteine, ficobiliproteine, fenoli). Unele din rezultate sunt prezentate in
figura 2.2. Cantitatea de proteine este maximald in primele doud zile de cultivare atat in conditii de
laborator, cat si in cele de producere si se mentine la un nivel inalt pana la jumdtatea fazei
exponentiale de crestere, dupa care urmeaza o scddere, care este mai pronuntatd in conditii de
laborator. Aceste modificari cel mai probabil sunt determinate de micsorarea intensitatii proceselor
enzimatice de protectie, adaptare si a celor metabolice de baza. Cantitatea de ficobiline este in

ascensiune usoard de la inoculare si pand la finele etapei de crestere exponentiald, dupa care



cantitatea lor Tn biomasa incepe sa scada, ceea ce corespunde scaderii intensitatii fotosintezei in faza
stationara si la Inceputul fazei de declin. Continutul de fenoli in biomasa de nostoc pe durata ciclului
vital este un indicator destul de stabil in timp. Un nivel mai ridicat al acestora se atestd la inceputul
st sfarsitul cultivarii. Continutul de lipide si glucide in biomasa de nostoc se mentine stabil pe durata
dezvoltarii culturii stationare si doar inceputul ciclului tehnologic se caracterizeaza prin continut mai

ridicat de glucide si mai scazut de lipide comparativ cu celelalte etape de crestere.
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Fig.2.2. Continutul proteinelor, ficobiliproteinelor si fenolilor in biomasa de Nostoc linckia pe

durata ciclului vital in conditii de laborator si de producere.



In conformitate cu scopul general al acestei teze, monitorizarea activittii antioxidante pe
durata ciclului vital este una din principalele sarcini. Rezultatele testelor antioxidante cu utilizarea
radicalilor nonbiologici DPPH si ABTS™ reflectd raspunsul antioxidant al culturii la cerintele
fiziologice pe parcursul ciclului vital (figura 2.3). Capacitatea de reducerea a radicalului DPPH a
extractelor hidrice din biomasa de Nostoc linckia obtinutd in conditii de laborator este in limitele a
28-35 % inhibitie. Rezultatele testului DPPH in extractele hidrice coreleaza cu fazele de crestere a
nostocului. Valorile maxime ale testului DPPH au fost inregistrate n ziua 1 (faza lag), ziua 4 (faza
de accelerare a ritmului de crestere), ziua 7 (mijlocul fazei exponentiale) si ziua 10 (faza stationard).
Astfel, prin salturi ale inhibitiei radicalului DPPH sunt marcate trecerile de la o conditie fiziologica
la alta. Testul ABTS de asemenea permite sesizarea fazei de latenta la inceputul ciclului vital asociat
cu un nivel comparativ redus de inhibitie a radicalului cation ABTS (65 si 66 %, respectiv). Dupa
perioada de adaptare a culturii la conditiile noi de mediu se observa tendinta de sporire a activitatii
antioxidante a extractelor hidrice din biomasa de nostoc, care atinge maximul in ziua 7 cu o valoare
de 73,9 % inhibitie ABTS™. In faza stationar, extractele hidrice manifestd o activitate antioxidanti
de 66-69 % inhibitie radical ABTS. In conditii de producere se inregistreazi tendinte identice de
variere a activitatii antiradicalice a extractelor hidrice din biomasa de nostoc, unica exceptie

constituind pastrarea nivelului de activitate la ziua a 12 de cultivare la nivelul valorilor anterioare.
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Fig. 2.3. Activitatea antiradicalica a extractelor hidrice din biomasa de Nostoc linckia pe parcursul
ciclului vital in conditii de laborator
In continuare, a fost studiati activitatea antioxidanti a extractelor etanolice obtinute din
aceeasi biomasa de nostoc pe durata ciclului vital. Testele DPPH si ABTS releva un nivel mai mic

de reducere comparativ cu cel inregistrat de extractele hidrice, iar activitatea antioxidantd nu este



marcata de fluctuatii valorice importante pe parcursul fazelor de crestere, cu exceptia cresterii

activitatii in primele 24 ore ce caracterizeaza momentul inocularii culturii (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Activitatea antiradicalica a extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia pe parcursul
ciclului vital 1n conditii de laborator

Rezultatele testelor pentru extractele etanolice nu sunt atat de informative, precum cele
reflectate de aceste teste pentru extractele hidrice din biomasa de nostoc, de aceea am mai recurs la
un test, si anume cel de determinare a capacitdtii de reducere a reagentului fosfo-molibdenic

(CRFM), care se aplicd pentru extractele etanolice. Rezultatele sunt date in figura 2.5.
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Fig. 2.5. Activitatea antioxidanta (capacitatea de reducere a reagentului fosfo-molibdenic CRFM in
eq acid ascorbic mg/g biomasad) a extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia pe parcursul
ciclului vital in conditii de laborator

Rezultatele testulut CRFM de asemenea evidentiazd 2 momente-cheie in ciclul vital si anume
faza de latentd, caracterizatd prin activitate minima si Inceputul fazei de crestere exponentiala cu
activitatea maximald. In conditii de producere testele ABTS, DPPH si CRFM indici aceleasi
fluctuatii cu mici diferente valorice nesemnificative. Diferenta principiala a rezultatelor obtinute
pentru cultura industriald constd in faptul, cd nici unul dintre teste nu inregistreaza modificari

esentiale la ziua a 12. Deci in conditiile de producere observdm fenomenul de prelungire a fazei
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stationare, ceea ce oferd posibilitatea de colectare a biomasei pe o duratd mai mare de timp fard a
suporta efectele declinului culturii. Concluzia despre sigurantd a biomasei se face in baza testului de
determinare a dialdehidei malonice (DAM) [22]. Rezultatele testului demonstreaza ca nivelul
produsului de peroxidare lipidica la inceputul fazei stationate atat in conditii de laborator, cét si in

cele de producere este unul dintre cele mai joase pe durata ciclului.

3. EXTRAGEREA SI PASTRAREA COMPONENTELOR CU EFECT ANTIOXIDANT
DIN BIOMASA DE NOSTOC LINCKIA

Capitolul 3 este consacrat selectdrii parametrilor tehnologici optimi pentru obtinerea
extractelor antioxidante din biomasa de nostoc caracterizate prin activitate inaltd, precum si a
conditiilor de pastrare a acestor extracte in scopul utilizarii directe ori procesarii ulterioare. in
conformitate cu rezultatele expuse 1n capitolul precedent, colectarea biomasei pentru extragerea
componentelor cu actiune antioxidanta se efectueazi la ziua a 10-a sau 11-a. In cadrul experientelor
au fost monitorizati doi parametri principali: concentratia solutiei etanolice sau metanolice (20-
96%), utilizate pentru extragere si durata procesului (6, 12, 24 ore). Activitatea antiradicalicd a

extractelor etanolice sunt prezentate in figura 3.1.
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Figura 3.1. Activitatea antioxidanta (% inhibitie ABTS) a extractelor etanolice din biomasa de
Nostoc linckia in dependenta de concentratia solutiei si de durata extragerii (6 ore, 12 ore, 24 ore )

Pentru solutia hidro-etanolica de 10-50% si 70% cresterea timpului de extragere de la 6 la 12
ore contribuie la sporirea semnificativd a capacitatii antiradicalice a extractelor, iar marirea duratei
de extragere pana la 24 ore este justificatd doar in cazul extractului de 50% etanol. Extractele
metanolice cu concentratie joasa de alcool se caracterizeaza prin activitate antiradicalica de cel mult

22%. Extractele obtinute cu solutii metanolice de 65-96% au o activitate mai naltd, dat nu o

depasesc pe cea a extractelor etanolice. In cazul ambilor alcooli utilizati cea mai mare activitate
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antioxidanta, Tn majoritatea cazurilor studiate, a fost inregistratd pentru extractia de 12 ore. Astfel,
durata extractiei de 12 ore este optimala pentru obtinerea de produse antioxidante.

Analiza corelationala dintre activitatea antioxidantd a extractelor si concentratia alcoolilor
utilizati a ardtat o relatie stransa intre acesti doi parametri: pentru alcoolul metilic in dependenta de
timpul de extragere R* = 0,687 ... 0,797, iar pentru alcoolul etilic - R =0,581... 0,810.

In scopul sporirii randamentului de extragere a componentelor cu efect antioxidant au fost
realizate extrageri succesive. La prima etapa se aplica extragerea cu apa distilatd, dupa care biomasa

este supusa unei extrageri suplimentare cu solutie hidro-etanolica de 10 - 96%.

Durata extractiilor a fost de 6 ore.
60
2 Rezultatele sunt prezentate in figura
@ .
< 40 - 3.2. Cele mai bune rezultate au fost
2]
::.f 30 obtinute in cazul solutiilor etanolice
= 20 -
E 10 - de 10 si 20%, activitatea antioxi-
2
0 - dantd a carora a crescut cu 85 si
H20 1 nm ua v v VI VIl VI . n .
100% respectiv. In celelalte cazuri

. o o o activitatea antioxidanta a extracte-lor
Figura 3.2. Activitatea antioxidantd (% inhibitie ABTS)

. . o v . 3 1 ] 1 o
a preparatelor, obtinute prin extragere succesiva din a scazut semnificativ (a celui de 55%

biomasa de Nostoc linckia (H,O — prima extragere cu - cu 20%, a celui de 65% - cu 26%,
apd; a doua extragere cu etanol de: I- 10%; I1- 20%, III- ' '
30%, IV- 40, V-55%, VI-65%, VII- 80%, VIII- 96%) iar a celui de 96% - cu 42%.

Prin urmare este rentabild aplicarea extragerii succesive doar pentru solutiile hidro-etanolice cu
continut jos de etanol. Extractele etanolice de 65 si 96% cu durata procesului de 6 ore si extractele
hidric si hidro-etanolic de 10 si 20% obtinute prin extragere succesiva au fost pastrate timp de 3 luni

in conditii de frigider (4°C) in vase din sticla fumurie. Rezultatele testului ABTS la diferite intervale

de timp sunt prezentate in figura 3.3

60

n B B
= 50 & _I_T - ODupa extragere
f_, 40 TFd . . Odupa 24 ore
= 301 Edupa 48 ore
£ 20T B dupa 30 zil
c\: 10 L upa 30 zile

0 : : : : Edupa 90 zile

Extract 65% Extract 96% Extract H,O extract 10%  Extract 20%

Figura 3.3. Modificarea activitatii antioxidante a extractelor in baza biomasei de Nostoc linckia pe
durata pastrarii la temperatura de +4°C
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Rezultatele monitorizarii scot in evidenta necesitatea modificarii conditiilor de pastrare. Pentru
toate extractele, activitatea antioxidantd se reduce spre a 3-a lund de pastrare cu 10-67%, cel mai
vulnerabil fiind extractul hidric. Pastrarea probelor respective in vase din plastic la temperatura de
0°C este mai eficientd, astfel dupd 90 zile de pastrare, activitatea antioxidantd a extractelor nu s-a

modificat. Valorile testului ABTS sunt identice celor determinate in extractele native (figura 3.4).

2 80
= ODupa extragere
= 60 - -
= H = ODupa 24 ore
J o o e
c\“ 40 2 £ = @ Dupa 48 ore
N
; 20 - B Dupa 30 zile
< 0 @ Dupa 90 zile
Extract 65% Extract 96% Extract H,O Extract 10% Extract 20%

Figura 3.4. Modificarea activitatii antioxidant a extractelor in baza biomasei de Nostoc linckia pe
durata pastrérii la temperatura de 0°C

In continuare a fost studiatd posibilitatea utilizrii stabilizatorilor extractelor din biomasa de
Nostoc linckia. In acest scop extractele de 65% si 96% au fost suplimentate cu tocoferol, iar
extractul hidric a fost suplimentat cu trolox si acid ascorbic. Pentru a evita suprapunerea efectului
antioxidant al substantelor active, cantitatea suplimentelor a fost de 0,001, 0,01 si 0,1 mg/ml.
Preparatele au fost pastrate timp de 3 luni in conditii de frigider (4°C) Cele mai valoroase rezultate
au fost obtinute in cazul extractului etanolic de 65% suplimentat cu tocoferol (figura 3.5). In

extractul suplimentat cu tocoferol 0,1 mg/ml timp de 90 zile nu se modifica activitatea antioxidanta,

o 10

'E 60 Senass T O Initial

o p— T

E 50 L e == ODupa 2 ore

N 40 1T O Dupa 24 ore

‘£ 22 ] ODupa 48 ore

ﬁ 10 | @ Dupa 30 zile
0 . . . ® Dupa 90 zile

Preparat nativ + tocoferol 0,001 + tocoferol 0,01 + tocoferol 0,1

Figura 3.5. Modificarea activitatii antioxidant a extractului etanolic de 65% in baza biomasei de
Nostoc linckia, suplimentat cu tocoferol, pe durata pastrarii la temperatura de +4°C

Extractele hidrice sunt, de obicei, foarte vulnerabile in ceea ce tine de deteriorarea oxidativa,

de aceea protejarea lor constituie o sarcind primordialad. Ttestele de pastrare a extractelor hidrice si
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hidro-etanolic de 10% timp de 90 zile in conditii de suplimentare cu acid ascorbic sau cu trolox
(0,001 mg/ml) demonstreaza ca in toate cazurile examinate dupa 90 zile de pastrare activitatea de
reducere a radicalului ABTS a extractelor ramane la nivelul initial.

Capacitatea complexelor antioxidante de a reduce radicalii si de a preveni oxidarea poate fi
verificata prin determinarea produselor degradarii acidului tiobarbituric. In calitate de substrat usor
oxidabil au fost utilizate cateva tipuri de uleiuri vegetale, la care a fost adaugat extractul etanolic
obtinut in baza biomasei de nostoc prin extragere in alcool etilic timp de 12 ore. Nivelul de oxidare a
uleiurilor a fost monitorizat prin cuantificarea MDA. Rezultatele determindrii produselor de reactie
ale acidului tiobarbituric sunt prezentate in Figura 3.6. Complexul antioxidant, obtinut prin extragere
etanolicd este un factor important de protectie a uleiurilor, 1n special a a uleiurilor din seminte de in

si de porumb.

OUlei nativ  @UIlei cu prepatat NostocAntiOx  OUlei nativ oxidat B UIei NostocAntiOx oxidat

2 =
1 |

Ol_—-r__, B L_:__u

Ulei olive Ulei in Ulei porumb Ulei Floarea Soarelui

MDA, absorbanta

Fig. 3.6. Testul MDA, determinat pentru uleiurile vegetale native si suplimentate cu antioxidant,
extract etanolic de 96% in baza biomasei de Nostoc linckia

Astfel, in cadrul acestui capitol au fost elucidate unele principii, ce stau la baza obtinerii
extractelor antioxidante stabile: utilizarea preferabild a etanolului in extragerea componentelor
antioxidante, eficienta extractiilor succesive in sporirea activitdtii extractelor cu concentratie joasa
de alcool, stabilitatea inaltd a extractelor in caz de pastrare la 0°C, posibilitatea sporirii termenului

de pastrare a extractelor prin aplicarea stabilizatorilor.

4. ELABORAREA TEHNOLOGIILOR COMPLEXE NONPOLUANTE DE CULTIVARE A
NOSTOC LINCKIA SI DE OBTINERE A PREPARATELOR ANTIOXIDANTE

.....

al biomasei de nostoc prin actiunea diferitor compusi chimici (compusi coordinativi cu diferiti
liganzi). Spre deosebire de alte culturi ficologice [21,22], care au rdspuns prompt la aceste actiuni,

nostocul s-a dovedit a fi destul de inert. Astfel, compusii coordinativi ai Fe(III) cu glicinatii si
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alaninatii nu s-au manifestat in calitate de inductori ai starii de stres oxidativ si deci, de intensificare
a proceselor de acumulare a componentelor cu actiune antioxidanta in biomasa de nostoc.

In scopul de a spori activitatea antioxidanti a nostocului prin intermediul dirijarii biosintezei
de ficobiline In biomasa in calitate de reglatori au fost utilizati compusi ai fierului cu bazele Schiff
obtinuti prin condensarea 2,6 diacetilpiridinei cu hidrazida acidului izonicotinic (H,L") si hidrazida
acidului nicotinic (H,L?), sintezati de cercetitorii Institutului de Chimie sub conducerea dlui prof.

Bulhac Ion. Rezultatele sunt prezentate pentru doi dintre cei mai eficienti compusi (figura 4.1).

B Phycobiliproteins C—1Biomass —— ABTS B Phycobiliproteins == Biomass —— ABTS
< 250 85

Z i Z 300 95

£ 200 T N 2 | 5 250 85 2
e =arad RILE I 75 &
§ 2100 - BRI ; 150 >
) -35 & | 5 100 45 i
= 50 - py m S 35 m
e <| & X 25 <
L;:) 0 - - 15 g 0 15

M I 5 10 15 20 E M 1 5 10 15 20
Concentratia, mg/L
Concentratia, mg/L
A B

Fig. 4.1 . Continutul total al ficobilinelor (% BAU) si valorile testulut ABTS in extractele hidrice din
biomasa de Nostoc linckia obtinuta in prezenta [Fe(H,L')(H,0),J(NO3)s- 1.5H,0 (A) si
[Fe(H,L?)(H,0),](NOs);-5H,0 (B).

In ambele cazuri prezentate avem un efect de crestere a activititii antiradicalice a extractelor
hidrice din biomasi si a nivelului de pigmenti ficobilinici. In cazul primului compus activitatea
antiradicalica atinge valoarea de 80% inhibitie radical ABTS la concentratia de 15 mg/L de compus,
iar in cazul celui de-al doilea compus in cazul concentratiei de 20 mg/L compus activitatea
antiradicalica este de 92% inhibitie ABTS. Acesti doi compusi asigura si o crestere semnificativa a
continutului de pigmenti ficobilinici in biomasa de nostoc de pana la 2,3 ori fatd de martor.

Din gama de compusi testati inca doi au dus la cresterea vizibild a activitatii antioxidante a
biomasei de nostoc. Acestia sunt N-(A*'"*-biciclohomofarnesenoilamino) carbazolul si 1-(A*'"-
biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolul. Compusii nominalizati in cantitate de 50-100
mg/L asigura sporirea esentiald a activitatii antioxidante a extractelor etanolice de 70% fata de
martor. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 4.1. Datele tabelului demonstreaza cresterea
activitatii antioxidante a extractului etanolic de 70% alcool etilic cu concentratia de 1 mg/ml

substanta activa, obtinut in baza biomasei de nostoc de 2,11-2,73 ori fatd de varianta martor. Odata
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cu cresterea activitatii antioxidante a extractului etanolic creste si valoarea biomasei de nostoc in

calitate de producdtor de substante antioxidante.

Tabel 4.1. Activitatea antioxidanta a extractului etanolic de 70% in baza biomasei de Nostoc linckia,
rezultate la cultivarea 1n prezenta stimulatorilor chimici

Compusul chimic Concentratia compusului Activitatea antioxidanta,
g/L % inhibitie DPPH
Martor - 28,03+0,72
1-(A%"- 0,050 60,14+1,09
Biciclohomofarnesenoil)-3- 0,060 67,44+1,15
amino-1,2,4-triazolul 0,100 59,16+2,04
N-(A%- 0,050 64,35+0,98
biciclohomofarnesenoilamino) 0,060 76,41£1,69
carbazolul 0,100 71,24+1,48

Proprietatile compusilor 1-(A*"*-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolul si N-(A*"-
biciclohomofarnesenoil-amino)carbazolului prezintd interes pentru biotehnologie in calitate de
stimulator al activitatii antioxidante a biomasei cianobacteriei Nostoc linckia. Aceste rezultate au
stat la baza elaborarii si obtinerii a doud brevete de inventie in colaborare cu colegii chimisti care au
realizat sinteza compusilor - Brevetul MD 4326 si Brevetul MD 4327.
biomasei reziduale de nostoc dupi extragerea componentelor antioxidante. In legiturd cu cresterea
interesului stiintific si practic fatd de biosinteza diferitor nanoparticule, biomasa reziduald dupa
extragerea componentelor antioxidante a fost testatd in calitate de matrice pentru biosinteza
nanoparticulelor de argint. Rezultatele obtinute pentru concentratia de argint in biomasa reziduala si

solutia hidrica Tn comparatie cu datele pentru biomasa nativa sunt date in Tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Modificarea continutului de argint in solutia reactantd si in biomasa pe durata
biosintezei nanoparticulelor

Concentratia argintului
Conditiile Solutie, mg/L Biomasa, mg/g
experientei

Initial 24 ore 48 ore 72 ore Initial 24 ore 48 ore 72 ore

Biomasa nativa +

+ + + + +
solutie AgNO; [36] 60,5+0,2 | 23,3+0,9 | 23,0+3,0 | 23,6£0,4 | 6,0+0,9 | 43,5+0,7 | 44,9+3,1| 45,2422

Biomasa reziduala +

. 64,0£1,1 | 15,3+0,8 | 14,6+1,7 | 14,7£0,6 | 6,5+1.0 | 48,9+2,6 | 49,6+1,4| 50,7+ 0,9
solutie AgNO;

Rezultatele obtinute arata, ca cantitatea de argint in solutie scade pe parcursul primelor 24 de

ore si ramane constantd pand la sfarsitul experientei, atat la utilizarea biomasei native, cat si cu
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reziduul de biomasa ramas dupa extragerea principiilor bioactive. Totodata, concentratia argintului

in biomasa de nostoc creste, modificarile principale in continutul argintului producandu-se in

primele 24 ore de interactiune cu nitratul de argint. Rezultatele obtinute in experienta cu reziduul de

biomasa sunt mai inalte comparativ cu biomasa nativa.

Probele de biomasa de nostoc au fost supuse vizualizarii cu aplicarea metodei microscopiei

electronice de baleiaj. In Figura 4.2 sunt prezentate imaginile, care demonstreazi formarea

conglomeratelor de nanoparticule de argint pe suprafata celulelor.

WD HV curr
10.0 kV | 10.4 pA |[LVSED | O

mag
100 000 x | 10.0

det tilt

Fig. 4.2. Conglomerate de nanoparticule de argint
extracelular la Nostoc linckia.

Trihoamele de nostoc sunt inconjurate de
un strat de exopolizaharide, care poate
ramane legat covalent cu structurile
membranei citoplasmatice, ori poate fi
spalat in mediul extracelular in dependenta
de conditiile create. Anume acest strat este
gazda conglomeratelor de nanoparticule
metalice, care pot atinge pand la 90 nm, in

timp ce nanoparticulilele sunt de 4-6 nm.

Biomasa reziduala de nostoc a fost testata si in calitate de biosorbent pentru metale grele in

sisteme polimetalice. Rezultatele obtinute pentru apele reziduale cu continut 1nalt de crom sunt

prezentate in Tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Continutul elementelor in biomasa nativa si reziduald de nostoc in dependenta
de timpul de contact cu apele reziduale ce contin crom

Continutul Timpul de contact, min
elementului in 0; Martor 5 min 15 min 30 min
biomasa, ng/g
Biomasa nativa
Cr 12.5+1.3 745456 80667 798433
Fe 159+ 11 990 + 69 967 + 67 937 + 65
Ni 50+4.5 260 + 23 300 £ 27 303 + 27
Zn 93+0.8 70 £ 6.3 80+ 7.2 82+73
K 21300+£2532 3777+447 3500+420 29064348
Biomasa reziduala

Cr 10.5+2.3 812+67 826+82 830423
Fe 150 £33 1016 + 64 1088 + 34 1100 £ 45
Ni 32+3 295+ 33 345+ 43 348 + 47
Zn 6.8+ 1.1 76 +4.2 85+2.2 92+3.7
K 4501+436 4334+276 4409+328 4396+284
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Pornind de la faptul, ca procesul de biosorbtie este pur chimic, de scurta durata si poate derula
atat pe culturi vii, cat si pe material organic neviu, in acest compartiment al lucrarii am decis sa
evaludm capacitatea de biosorbtie a reziduului de biomasd de nostoc ramasd dupd extragerea
componentelor bioactive cu efect antioxidant in solutii polimetalice, ce simuleaza dupa componenta
apele rezultate de la solubilizarea alcalind a uraniului. Variantele experimentale au continut doar
solutiile sarurilor de metale, in care metalele sunt prezente in cantitati echivalente celor, care au fost
determinate in conditii reale. Contactul intre solutiile studiate si biomasa de nostoc a fost realizat
prin adaugare la solutia de cercetat a biomasei reziduale de nostoc in cantitate de 10 g biomasa
absolut uscatd la un litru de solutie de cercetat. Dupa expirarea timpului de contact biomasa
reziduala de nostoc a fost separatd de solutia reactanta.

Din datele Tabelului 4.4, se poate deduce ca cel mai inalt nivel de retentie se determina pentru
Cu(Il). Pentru acest element biomasa reziduald de nostoc asigurd acumularea a circa 90% din

cantitatea prezenta in solutia reactanta, la timpul de contact de 30 minute.

Tabelul 4.4. Continutul de metale in solutie pana la si dupa contactul cu biomasa reziduala

de nostoc
Metalul Concentratia Concentratia Nivelul de Timpul util de
initiala, mg/l finala, mg/l recuperare, % contact, min
Fe(lll) 3190+322 12384215 61,2 15
Zn(11) 88,6+2,2 24,20+1,9 72,7 15
Cr(111) 75,8+4,3 23,4042,4 69,1 15
Cu(ln 148,4+24.,6 20,84+0,2 85,9 30

Contactul intre solutiile contaminate si biomasa reziduald de nostoc se face prin addugare la
solutia contaminata a biomasei reziduale de nostoc in cantitate de 10g biomasa absolut uscatd la un
litru de solutie. Timpul de contact este de 30 min, deoarece el asigurd o retentie maximala a fierului
(I1I), zincului (II), cromului (IIT) si a cuprului (II). Dupa expirarea timpului de contact biomasa de
nostoc se filtreaza.

Asa dar, procedeul de bioacumulare si recuperare a microcomponentelor metalice de biomasa
reziduala de Nostoc linckia, asigura conform regulamentului elaborat, acumularea in biomasa a
61,2% din fier (III), 72,7% din zinc (1), 69,1% din crom (III) si 85,9% din cupru (II) prezente in

solutia contaminata.
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Rezultatele investigatiilor expuse in aceasta lucrare au permis a integra toate componentele si
operatiunile tehnologice intr-un flux tehnologic complex de cultivare a cianobacteriei Nostoc
linckia, de obtinere a preparatelor antioxidante din biomasa acesteia si de utilizare a reziduului de
biomasa. Componenta tehnologica principala n cadrul fluxului tehnologic integrat elaborat este
redata de procedeele de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia care permit obtinerea cantitatii
maximale de biomasa cu un statut antioxidant inalt. In expunerea rezultatelor acestei lucrari s-a
demonstrat ca atingerea acestui obiectiv este posibild datoritd utilizdrii unor compusi coordinativi
noi: 1-(A*"-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol si N-(A*"-biciclohomo-
farnesenoilamino) carbazol, [Fe(H,L')(H,0):](NO3);-1.5H,O (unde L1 - hidrazida acidului
izonicotinic) si [Fe(H,L*)(H,0),](NOs)3-5H,0 (unde L2 - hidrazida acidului inicotinic), compusi
care suplimentati la mediul de cultivare al nostocului asigura cresterea potentialului antioxidant al
biomasei acestei cianobacterii. Introducerea vectorilor de crestere a potentialului antioxidant al
biomasei se face in prima zi de cultivare in urmitoarele cantititi: 0,050 - 0,060 mg/L de 1-(A%"-
Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol; 0,06 - 0,Img/L de N—(Ag’13 -biciclohomo-
farnesenoilamino) carbazol; 15 mg/L de [Fe(H,L')(H,0),](NO3)s-1.5H,0 si 20 mg/L de
[Fe(H,L?)(H20),](NO3)3-5H,0. Cea de a doua componenta a fluxului tehnologic este redata de
etapele de obtinere din biomasa de nostoc cu un potential antioxidant inalt a noilor preparatelor
antioxidante. Aceste etape includ extragerea componentelor antioxidante din biomasa,
standardizarea si conditionarea preparatelor NostocAntiOx-1, NostocAntiOx-2, NostocAntiOx-3 si
NostocAntiOx-4. Ce-a de a treia componenta tehnologica reprezintd valorificarea biomasei
reziduale care rezultd din primele doua etape tehnologice de obtinere a biomasei si a
complexelor antioxidante si constituie un agent eficace de purificare a apelor reziduale cu
continut de metale, asigurand recuperarea componentelor metalice: fier (III), zinc (II), crom (III,
nichel (II), precum si o matrice conforma pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.

In rezultatul combindrii celor 3 componente tehnologice se obtin 4 preparate antioxidante
noi: preparatul NostocAntiOXx-1cu o capacitate de inhibitie a radicalului DPPH la nivelul de 60-
67%, preparatul NostocAntiOx-2 cu o capacitate de inhibitie a radicalului DPPH la nivelul de
71-76%, preparatul NostocAntiOx-3 cu o capacitate de inhibitie a radicalului cation ABTS la
nivelul de 80-83% si preparatul NostocAntiOx-4 cu o capacitate de inhibitie a radicalului cation
ABTS lanivelul de 90-95%.

Fgura 4.3 prezintd schema realizarii tehnologiei complexe de cultivare a cianobacteriei

Nostoc linckia si de obtinere a preparatelor antioxidante NostocAntiOx-1 si NostocAntiOx-2.
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Prepararea mediului nutritiv MN-1:

: 1 AB13. macroelemente: g/l: KNO; - 1,0, K,HPO, - 0,2, N-(. ABL3.
: Biciclohomofarneseno i MgSO,7H,0 - 0,2, CaCl, - 0,15, NaHCO5 - 0,2; biciclohomofarnesen
il)-3-amino-1,2,4- .. » microelemente, mg/l: ZnSO, 7H,0 — 0,22, MnSO,— .. oilamino) carbazol
triazol © 181, CuSOsSH0— 0,079, NaBOy4H,0— 2,63, © )
0,050-0,060g/L 4 3% : ¢ 0,060-0,100g/L

1-a zi de cultivare (NH4)6M07024'4H20 — 1,0, Fe SO47H20 — 9,3, : : —1-azi de cultivare
S CaCl - 1,2, Co(NO;) 2'H,0 = 0,02, EDTA =100, £ &

0,05; MnSO45H,0-0,3; H;BOs-0,6; M00O5-0,02.

Inocularea suspensiei de nostoc:
0,20-0,30g/L BAU

Parametri: temperatura 20-25°C, iluminarea constanti
37-55umoli fotonz/mzls pH = 6,8-7,2

Biomasa de nostoc — materie prima
pentru obtinerea preparatelor antioxidante

Extragerea complexului de componente antioxidante prin agitare timp
de 6 ore la intuneric

Centrifugarea amestecului biomasd + alcool etilic de 70% la 3000
rot/min timp de 15 min

v
........................................ ) S R A
Preparatul NostocAntiOx-1: Preparatul NostocAntiOx-2:
60-67 %inhibitie DPPH 71-76%inhibitie DPPH

Fig. 4.3. Schema realizarii tehnologiei complexe de cultlvare a cianobacteriei Nostoc linckia si de
obtinere a preparatelor antioxidante NostocAntiOx-1 si NostocAntiOx-2
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor ,,Biotehnologia
cultivarii sursei de antioxidanti — cianobacteria Nostoc linckia” au condus la formularea
urmatoarelor concluzii:

1. Modificarile cantitative ale principalelor componente ale biomasei de nostoc pe durata
ciclului vital se inscriu in limite destul de restranse, ceea ce caracterizeaza Nostoc linckia ca o
cultura cu grad ridicat al homeostaziei, ceea ce usureaza semnificativ manipularea culturii in conditii
industriale si simplificd procedurile din cadrul tehnologiilor aplicate.

2. Cei mai stabili parametri pentru cultura de nostoc in conditii de laborator se obtin la
inceputul fazei stationare. Aceastd perioada se caracterizeaza prin cel mai inalt nivel al biomasei,
cea mai stabila activitate antiradicalica si antioxidanta si nivel jos al dialdehidei malonice, de aceea
este recomandata pentru colectarea biomasei in scopul obtinerii preparatelor antioxidante cu un grad
inalt de siguranta.

3. Extractele hidrice si hidro-etanolice cu continut scazut de etanol din biomasa de nostoc se
caracterizeaza prin activitate antiradicalica pronuntatd, iar stabilitatea lor poate fi asiguratd de
cantitati minime de trolox ori acid ascorbic.

4. Stabilitatea extractelor hidro-etanoloce cu continut inalt de etanol poate fi asiguratd prin
aplicarea tocoferolului.

5. Complexul antioxidant obtinut prin extragere etanolici din biomasa de nostoc are
capacitatea de a proteja uleiurile vegetale (in special de in si porumb) de oxidarea agresiva, indusa
de conditiile de pastrare. Implicarea componentelor antioxidante din biomasa de nostoc in procesul
de protectie oxidativa este sustinutd de testele antioxidante nespecifice care au demonstrat cresterea
activitatii antioxidante a uleiurilor vegetale suplimentate cu complex antioxidant din nostoc.

6. Cultura de Nostoc linckia se caracterizeaza printr-un prag inalt de sensibilitate la actiunea
xenobioticelor, de aceea modificarea statutului antioxidant al biomasei poate fi realizata prin
influenta unor compusi cu potential toxic Tnalt.

7. Compusii fierului cu bazele Shiff care au in componenta ligandului hidrazidele acidului
nicotinic si izonicotinic asigura o crestere semnificativd a activitdtii antioxidante a biomasei,
aceasta, Tn mare masura, determinata de sporirea continutului de ficobiliproteine, care constituie una

din componentele majore ori chiar dominante a extractului hidric din biomasa de nostoc.
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8. Proprietatile noilor compusi 1-(A*"*-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2.4-triazolul si
N-(A*"-biciclohomofarnesenoil-amino)carbazolului ~ prezinti interes pentru  biotehnologia
cianobacteriei Nostoc linckia in calitate de stimulatori al activitatii antioxidante a biomasei, marind
activitatea antioxidanta a extractului hidroetanolic de 2,11-2,73 ori fatd de martor.

9. Biomasa rezidualda de Nostoc linckia, poate fi utilizata in calitate de matrice pentru
procesul de biosinteza a nanoparticulelor de argint si ca biosorbent eficient pentru metalele grele in
sisteme policomponente, ceea ce oferd solutii originale pentru realizarea tehnologiilor de remediere
a mediului ambiant.

10. Tehnologia complexa de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia este bazatd pe
cunoasterea si aplicarea particularitatilor si necesitatilor specifice ale culturii, componentele ce
asigurd obtinerea preparatelor antioxidante si sunt orientate spre sigurantd si stabilitate, iar
componentele de utilizare a biomasei reziduale in scopul bioremedierii mediului transforma aceasta
tehnologie 1n una durabila si prietenoasd mediului.

Problema stiintifici importanta solutionata in lucrare consta in identificarea elementelor-
cheie a procesului biotehnologic de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia cu scopul producerii
preparatelor cu efect antioxidant si valorificarii reziduului de biomasa.

Aportul personal: In materialele care reflectd continutul brevetelor de inventie autoarei ii
revine cota parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultatele obtinute, analiza lor,
generalizarile si concluziile apartin autoarei.

Recomandari practice

1. Se recomanda utilizarea cianobacteriei Nostoc linckia in calitate de sursa ieftind si sigura
de substante cu efect antioxidant.

2. Se recomandd utilizarea biomasei reziduale de nostoc, rdmasa de la extragerea
antioxidantilor 1n calitate de biosorbent eficient pentru metalele grele si ca matrice pentru sinteza
nanoparticulelor de argint.

3. Se recomanda utilizarea preparatelor elaborate pentru prevenirea rancezirii uleiurilor
vegetale pretioase.

Sugestii privind cercetari de perspectiva

1. Este oportun de a realiza testarea in Vivo a actiunii preparatelor antioxidante si
antiradicalice elaborate.

2. Este indicata elaborarea preparatelor in baza polizaharidelor sulfatate din biomasa de

Nostoc linckia
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ADNOTARE

Valuta Ana ,Biotehnologia cultivarii sursei de antioxidanti — cianobacteria Nostoc
linckia”. Teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2015.

Teza contine introducere, patru capitole, concluzii §i recomandari, bibliografie cu 292 titluri, 3
anexe, 131 pag text de baza, 49 figuri, 10 tabele. Rezultatele sunt publicate in 24 lucrari.

Cuvintele cheie: Tehnologie de cultivare, cianobacterii, Nostoc linckia, extracte hidrice si
etanolice, preparate antioxidante, biosorbent, bionanosinteza.

Domeniul de studiu: 167.01 - Biotehnologie, bionanotehnologie.

Scopul lucrarii: elaborarea tehnologiei complexe nonpoluante de cultivare a cianobacteriei
Nostoc linckia si de obtinere a preparatelor cu efect antioxidant.

Obiectivele lucrarii: Monitorizarea modificarilor biochimice si a activitatii antioxidante a
biomasei si extractelor din ea pe durata dezvoltarii culturii statice de Nostoc linckia; Evidentierca
indicatorilor biotehnologici cu tangentd la ciclul vital, utili pentru obtinerea preparatelor
antioxidante din biomasa de N. linckia; Stabilirea parametrilor biotehnologici optimi de extragere si
pastrare pe termen lung a componentelor cu efect antioxidant din biomasa de N.linckia; Elucidarea
particularitatilor modificarii continutului componentelor antioxidante in biomasa cianobacteriei N.
linckia in conditii de stres oxidativ indus prin actiunea compusilor Fe(IIl); Studiul posibilitatii
valorificarii reziduului de biomasa de N. linckia dupa extragerea componentelor antioxidante;
Elaborarea tehnologiei complexe de cultivare a N. linckia, de obtinere a preparatelor cu efect
antioxidant si de utilizare a rezuduului de biomasa in calitate de matrice pentru bionanosinteza si in
calitate de biosorbent in purificarea mediului.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd este pusd problema elabordrii unei
tehnologii complexe de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia ca sursd pentru obtinerea
preparatelor cu efect antioxidant. Pentru prima datd a fost demonstrata eficienta biomasei reziduale
de nostoc in calitate de matrice pentru sinteza nanoparticulelor de argint. Pentru prima data a fost
elaborata o tehnologie de cultivare a Nostoc linckia, care include etapa de valorificare a reziduului
de biomasa dupa extragerea antioxidantilor in calitate de biosorbent eficient pentru metalele grele.

Problema stiintifici importanta solutionata in lucrare consta in identificarea elementelor-
cheie a procesului biotehnologic de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia cu scopul producerii
preparatelor cu efect antioxidant si valorificarii reziduului de biomasa.

Semnificatia teoreticd. Au fost acumulate si expuse rezultate noi despre importanta
monitorizarii modificarilor biochimice si a statutului antioxidant ale biomasei de Nostoc linckia pe
durata ciclului culturii statice. A fost evidentiat pragul inalt de sensibilitate a culturii de Nostoc
linckia fata de compusii chimici cu metale in ceea ce priveste modificarea statutului antioxidant al
biomasei. A fost demonstratd eficienta biomasei de nostoc in calitate de matrice pentru
bionanosinteza si in calitate de biosorbent in sistemele multimetalice poluate.

Valoarea aplicativi a lucririi. In cadrul acestei lucriri au fost elaborate partile componente
ale unei tehnologii complexe de cultivare a Nostoc linckia si utilizare eficienta a biomasei obtinute,
care pot fi aplicate atat intr-un ansamblu, cat si In calitate de unitdti autonome: procedee de obtinere
a biomasei de nostoc cu activitate antioxidantd inaltd; procedee de extragere eficientd a
componentelor cu efect antioxidant din biomasa de nostoc; procedee de obtinere a biomasei de
nostoc cu nanoparticule de Ag; procedee de utilizare a reziduului de biomasd de nostoc dupa
obtinerea preparatelor antioxidante in calitate de biosorbent eficient.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tehnologia de obtinere a preparatului antioxidant

NostocAntiOX a fost implementata la SRL ,,Ficotehfarm” (Act Nr.03/11 din 20.11.2014).
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AHHOTAIUA

Banyuna AuxnHa “buoTrexHoJIOrusi KYJbTHBHPOBAHUS HCTOYHHUKA AHTHOKCHIAHTOB —
nuanodaxkrepuu Nostoc linckia". Iuccepranusi kana. 6uosiornyecknx Hayk, Knmmnes, 2015 .

Huccepranusi COCTOUT U3 BBEICHMSA, 4YEThIpeX IJIaB, 3aKIIOYCHHS M PEKOMEHIAlWH,
oubmmorpaduueckoro crnucka u3 292 HaumMeHoBaHuW#, 3 mpuioxenus, 131 cTpaHull OCHOBHOTO
TekcTa, 49 pucynkos, 10 Tabnui. Pe3ynbTarhl nccieoBaHuil omyoauKoBanbl B 24 paboTax.

KiroueBble cj10Ba: TeXHOJIOTHS KyIbTHBHpOBaHUs, nuanodakrepun, Nostoc linckia, Bogubie
U CIIUPTOBBIE SKCTPAKThI, AHTUOKCUIAHTHBIE IIpenapaThl, OMOCOpPOEHT, ONOHAHOCHUHTES.

Oo0aactb ucciaenoBanus: 167.01 — buorexHosorus, OMOHAHOTEXHOJIOTHS.

Hesas: Pa3paboTka KOMIUIEKCHOW SKOJOTMYECKH YWUCTOW TEXHOJIOTUM BbIPAIMBAHUS
nrano6akrepuun Nostoc linckia, momyuenus npenaparos, 001a1ar0IIMX aHTHOKCUIAHTHBIM Y PEKTOM U
nepepadoOTKH OTXOJI0B OOMACCEHI.

3agaum padoThl: MOHUTOPUHI OMOXMMMYECKOI'O COCTaBa M HW3MEHEHHH aHTHOKCHJIAHTHOM
AKTUBHOCTH 3KCTPAKTOB OMOMACCHI Ha NMPOTSKEHUU LIMKJIA Pa3BUTHUS CTaTHUECKON KyabTypsl NOStOC
linckia; BbLsIBICHHE OMTEXHONOTMYECKHX IMOKa3aTesied, MMEIOIIMX OTHOIICHHUE K KU3HCHHOMY
LMKy, BOXHBIX /I MOJYyYCHHUs aHTHOKCHJAHTHBIX mpenaparoB u3 Owomaccel Nostoc linckia;
OLICHKa WM3MEHEHUS COJIEp)KaHWS AHTHOKCHIAHTHBIX BEIIECTB B Onmomacce HMAHOOAKTEPHUH B
YCIOBUSX OKHMCIUTEJIBHOTO CTPECCa, BBI3BAHHOIO KOOPAMHAUMOHHBbIMU coequHeHusmu Fe(Ill);
U3y4eHHE BO3MOKHOCTH HCIIOJIB30BaHUS OTXOJ0B OMOMACCHI MOCIIE KCTPAKIIUU aHTHOKCHIAHTOB;
pa3paboTka KOMIUICKCHON OunoTexHonoruu KynbruBupoBanus Nostoc linckia u momydenus
AQHTHOKCHU/IAaHTHBIX IIPENapaToB, a TAKXKe UCIIOJIb30BaHUS OTXOJ0B OMOMAcCChl B KAYECTBE MAaTPHIIbI
Juls OMOCHHTE3a HaHOYacTHl] cepedpa U B kauecTBe 3()h(PeKTHBHOro OGMOCOPOEHTAa METAIOB JUIs
OYMCTKH OKPYKAOLIEH CPEIbI.

Hayynasi HOBM3HAa M OpPHMIHMHAJIbHOCTH. BrepBbie TocTaBieHa 3amada  pa3pabOTKH
TEXHOJIOTUU KyJIbTUBUpOBaHUs IaHoOaktepun Nostoc linckia B kauecTBe ChIpbs LIS MOTYYCHUS
KOMIUIEKCHBIX ~ @HTHOKCHJIAHTHBIX IpemapaTtoB. BrepBble ObUla J0Ka3aHa BO3MOXKHOCTh
UCIIOJIb30BAaHUS OTXOJI0B OMOMAacChl HOCTOKA B KauecTBE MaTpHIIbl JUIsl OMOHAaHOCHHTE3a. BriepBbie
Obula pa3paboTaHa TEXHOJIOTHS KYJIbTUBHUPOBAHMS HOCTOKA, KOTOpas BKIIIOYAET TaKXe M 3Tal
UCIIOJIb30BaHUS OTX0/10B OMOMacchl B KauecTBe 3(h(heKTUBHOTO GMOCOpOEHTa.

Baxxnasi HayuyHasi 3ajJaya, pelleHHasi B [JaHHOW padoTe, COCTOMT B TOM, YTO OBUIH
BBISIBIICHBl OCHOBHBIE  COCTaBISIOMIME OHMOTEXHOJOTHMYECKOTO TMpolecca KyJIbTHBHPOBAHHUS
nanobakTepun NOStoc linckia B miensix mosydeHuss aHTHOKCHIAHTHBIX MPENapaToB U MepepadboTKu
OTXOJIOB OMOMACCHI.

Teopernueckoe 3HaveHue. BTN HaKOIUIEHBl HOBbIE JaHHBIE O 3HAYEHUH MOHUTOPHUHIA
OMOXMMHUYECKUX M3MEHEHUH M WU3MEHEHHMH aHTHMOKCHJAHTHOTO cTaryca OHMOMAacchl HOCMOKa Ha
NPOTSDKEHUH JKU3HEHHOTO IUKJIA. BBUT BBISBICH BBICOKHN MOPOT YYBCTBUTEIHHOCTH KYJIBTYPHI
Nostoc linckia mo OTHOIIEHHIO K XMMHYECKHM COCIUHEHHUSIM, COJCp)KalliM MeTayuibl. beuia
JoKa3aHa YPPEKTHBHOCTh UCTIOIH30BAHMUS OTXOI0B OMOMACCHl HOCTOKA B Ka4eCTBE COpOSHTA.

IIpakTuyeckoe 3Hayenme. boimn pazpaboTaHbl crocoObl MOMyYeHUs OMOMAacChl HOCTOKA C
BBICOKOW aHTHMOKCHUIAHTHOW aKTUBHOCTBIO; CHOCOOBI SKCTPAKIIMU aHTHOKCHUAAHTOB M3 OHMOMACCHI
HOCTOKa; CHOCOOBI IMOJy4yeHHsi OMOMAacchl HOCTOKAa C HAHOYACTHUIIAMU cepedpa U C BBICOKOM
AQHTHOKCU/IAHTHOM AaKTHBHOCTBIO; CIIOCOOBI HCIIOJIb30BAaHUSI OCTaTka OMOMAacchl B KadyecTBE
OmocopOeHTa M MAaTPHUIIBI U1 OMOCHMHTE3a HAHOYACTHIL cepedpa.

Bueapenue pe3yabraroB. TexHonorus NOJyYeHUs] AHTUOKCHJAHTHOTO Iperapara
NostocAntiOX 6s11a BHeapeHa Ha OO0 "Ficotehfarm " (Akt o Bueaperun Ne 01-10 ot 20.10.2013).
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ANNOTATION

Valuta Ana ,Biotechnology for cultivation of the source of antioxidants -
cyanobacterium Nostoc linckia™ PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2015

The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and recommendations,
bibliography list with 292 references. It comprises 131 pages of the main text, 49 figures, 10 tables
and 3 annexes. The results were published in 24 scientific papers.

Keywords: Technology of cultivation, cyanobacteria, Nostoc linckia, aqueous and ethanolic
extracts, antioxidant preparation, biosorbent, and bionanosynthesis.

Field of study: 167.01 — Biotechnology, Bionanotechnology.

Aim: to develop cultivation technologies of cyanobacteria Nostoc linckia, obtaining the
antioxidant preparations and valorization of the biomass residue.

Objectives: Monitoring the biochemical changes and antioxidant activity of biomass and
extracts during static culture of Nostoc linckia development; Highlighting the biotechnology
indicators with tangency to vital cycle, useful for antioxidant preparations obtaining from biomass
of Nostoc linckia; Determining the optimal biotechnological parameters for extraction and long term
storage of antioxidant components from Nostoc biomass; Elucidation of the peculiarities for
modification of antioxidant content in the biomass of cyanobacteria Nostoc linckia under oxidative
stress induced by Fe(Ill) compounds; Study the possibility of recovery of biomass residue after
extraction of Nostoc linckia antioxidant components; Development of complex technology of
Nostoc linckia cultivation, antioxidant preparations obtaining; use of biomass residue as an effective
biosorbent in the environmental purification technologies and for silver nanoparticles biosynthesis.

Scientific novelty of research. For the first time the problem of developing the cultivation
technology of cyanobacteria Nostoc linckia as a source for obtaining the antioxidant complex
preparations was stated.

Important scientific problem, solved in this research work, is to identify the key-elements of
the biotechnology process of Nostoc linckia cultivation in order to use biomass for production of
antioxidant preparations.

Theoretical signification. There were collected and exposed new results about the importance
of monitoring the changes in biochemical and antioxidant status of Nostoc linckia biomass during
static culture cycle. It was revealed high sensitivity threshold of the culture of Nostoc linckia to
chemical compounds with metals in terms of modifying the antioxidant status of biomass. It was
demonstrated effectiveness of Nostoc biomass as biosorbent in polluted multimetallic systems and
as matrix for bionanosynthesis.

Practical value. In this paper were making the parts of complex technology of Nostoc linckia
cultivation and efficient use of biomass, which can be applied as a whole and as autonomous units:
procedures for Nostoc biomass with high antioxidant activity; efficient extraction procedures of
antioxidant components from Nostoc biomass; procedures for obtaining the biomass with silver
nanoparticles; procedures for the use of biomass residue after obtaining the antioxidant preparations
as effective biosorbent.

Implementation of scientific results. Technology of obtaining the antioxidant preparation
AON was implemented at LTD "Ficotehfarm" (Implementation Act Nr. 03/11 from 20.11.2014).
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