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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 si 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 lucririi: elaborarea tehnologiei complexe nonpoluante de cultivare a
cianobacteriei Nostoc linckia, de obtinere a preparatelor cu efect antioxidant si de valorificare a
reziduului de biomasa.

Obiectivele lucrarii: Monitorizarea modificarilor biochimice si a activitatii antioxidante a
biomasei si extractelor din ea pe durata dezvoltarii culturii statice de Nostoc linckia; Evidentierea
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 nostoc;
Elucidarea particularitatilor modificarii continutului componentelor antioxidante in biomasa
cianobacteriei N. linckia in conditii de stres oxidativ indus prin actiunea compusilor Fe(III);
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 reziduului de biomasa in calitate de
matrice pentru bionanosinteza si in calitate de biosorbent in purificarea mediului.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data este pusa problema elabordarii unei
tehnologii complexe de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia ca sursd pentru obtinerea
preparatelor cu efect antioxidant. Pentru prima datd a fost demonstratd 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 solutionati in lucrare constd 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 fatd 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 unitati
autonome: procedee de obtinere a biomasei de nostoc cu activitate antioxidanta 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
biomasa de nostoc dupd 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).



AHHOTALUSA

Banyua AnHa “BHOTeXHO/I0TMsl KYJILTHBUPOBAHUS MCTOYHMKA AHTUOKCUIAAHTOB - UUA-
nobaxmepuu Nostoc linckia". Jluccepranust KanauaaTa 6uoJornyeckux Hayk, Kummnes, 2015 .

Juccepranusi COCTOUT W3 BBEICHUS, YEThIPEX TIJIaB, 3aKIIOYCHUS W PEKOMEHIAINH,
oubmorpaduueckoro cnucka u3 292 HammMeHoBaHUM, 3 npuiaokeHusi, 131 cTpaHUI] OCHOBHOTO
Tekcra, 49 pucynkos, 10 Tabmuil. Pe3ynbTaThl uccienoBanuii omy0ruKoBaHbl B 24 paboTax.

KaroueBble cii0oBa: TEXHONOTHs KyJIbTHBHpOBaHMs, uuanoOaktepuu, Nostoc linckia,
BOJIHBIC M CITIUPTOBBIC SKCTPAKTHI, aHTHOKCUIAHTHBIE TIpenapaTsl, OnocopOeHT, OMOHAHOCHUHTES.

Oo6aactp uccaemoBanus. 167.01 — BuorexHonorus, OMOHAHOTEXHOJIOT L.

Hean: Pa3zpaboTka KOMIUIEKCHOW JKOJOTHYECKH YHCTOHW TEXHOJOTMU BBIPAIIUBAHHSI
nranobakrepun  Nostoc linckia, mosyueHuss mnpemaparoB, O00JaJAIOIIUX AHTHOKCHIAHTHBIM
3¢ dexToM 1 IepepadoTKH OTXO0B OMOMACCHI.

3agauu padoThI: MOHUTOPUHT OMOXUMHUYECKOTO COCTAaBa U U3MEHEHHI aHTUOKCHUIAHTHON
AKTUBHOCTH JKCTPAaKTOB OMOMACCHI HA MPOTSDKCHUU IUKIA PAa3BUTHUS CTATHUYECKON KYIbTYPHI
Nostoc linckia; BeIsIBIEHHME OMTEXHOJOTMYECKHMX ITOKAa3aTelleld, WMEIOIMX OTHOIIEHHE K
KU3HECHHOMY IIHMKIy, B@)KHBIX JUIsI TOJYYCHHUS AHTUOKCHJIAHTHBIX IpErapaToB M3 OMOMACCHI
Nostoc linckia; oreHka H3MEHEHHS COJAEPXKAHWS AHTHOKCHIAHTHBIX BEIIECTB B OHOMacce
[IUAHOOAKTEPHH B YCIOBUSAX OKHCJIMTEIBHOTO CTpPECCa, BBI3BAHHOTO KOOPIAMHAIMOHHBIMU
coenuaeHusimu Fe(Ill); u3ydueHne BO3MOXKHOCTH HCIOJIB30BAaHHUS OTXOJ0B OMOMAcChl TOCIE
OKCTPAKIIUN AHTUOKCUIAHTOB; pPa3padOTKa KOMILJICKCHOW OMOTEXHOJOTHH KYJIbTHBUPOBAHUS
Nostoc linckia u mosmy4eHus: aHTHOKCHIAHTHBIX MPENapaToB, a TAKXKE UCIIOJIb30BAHUS OTXOJIOB
OmoMaccel B KayecTBE MATPHUIBI Ui OMOCHMHTE3a HAHOYACTHI[ cepedpa W B KadecTBe
3¢ deKTUBHOrO OMOCOPOEHTA METAIUIOB JIJIsl OYUCTKU OKPYIKAFOIIEH CPEJIbI.

HayyHnasi HOBM3HA M OPWTHHAJBLHOCTH. BriepBbie mMocraBicHa 3ajada  pa3pabOTKH
TEXHOJIOTUU KYJIbTUBHpOBaHMs InaHobGakTepun NoOStoc linckia B kadectBe ChIpbs st
MOJTyYeHUsI KOMIUICKCHBIX aHTHOKCHJAHTHBIX TIperaparoB. BmepBele Obuta JT0Ka3aHa
BO3MOXXHOCTh HCITOJIb30BAaHUST OTXOJIOB OHMOMAcChl HOCTOKA B Ka4eCTBE MATPHUIBI IS
OnoHaHOCHHTEe3a. BriepBhie Obl1a pa3paboTaHa TEXHOIOTHS KyJIbTHBUPOBAHUS HOCTOKA, KOTOpast
BKIIIOUAET TaKXK€ W OTal HCIOJIb30BAaHUS OTXOJOB OMoMacchl B KadecTBe 3(PQPEKTUBHOTO
OonocopOeHTa.

Baxnas nayuyHasi 3ajJaya, pellleHHasi B JaHHOW pa0oTe, COCTOUT B TOM, YTO OBLIU
BBISIBJICHBl OCHOBHBIE COCTABIISIFOIIME OHMOTEXHOJIOTHYECKOTO TMpollecca KyIbTHBHPOBAHUS
nuanobaktepun Nostoc linckia B mensx mnonydeHWss — aHTHOKCHIAHTHBIX IpENapaToB U
nepepadoTKHU OTXO0I0B OMOMACCHI.

TeopeTnueckoe 3Ha4YeHUe. BbUTM HAKOIUICHBI HOBBIC JJAHHBIC O 3HAUYCHUU MOHHTOPHHTA
OMOXMMHYECKUX U3MEHEHHUH U M3MEHEHH aHTHOKCHIAHTHOTO CTaTyca OHOMAacChl HOCMOKA Ha
MPOTSKEHUH KUZHEHHOTO ITUKJIa. BbUT BBISIBIEH BBHICOKHI MOPOT YYBCTBUTEIBHOCTH KYIBTYPHI
Nostoc linckia mo oTHOIICHHIO K XUMHYECKUM COEAMHEHUSM, COJEPIKAIUM MeTallbl. bbiia
noka3aHa 3Q(EeKTHBHOCTh MCIIOJIH30BAHMS OTXO0B OMOMACChl HOCTOKA B Ka4eCTBE COPOCHTA.

IIpakTuyeckoe 3HaYeHHe. BpiTn pa3paboTaHbl CIIOCOOBI MTOYICHUST OMOMACCHl HOCTOKA C
BBICOKOH aHTHOKCHJIAHTHOW aKTHBHOCTBIO; CITOCOOBI SKCTPAKITUU aHTHOKCHIAHTOB U3 OMOMAacChl
HOCTOKa; CIOCOOBI MONyYeHUs: OMOMAcChl HOCTOKA ¢ HAHOYACTHIIAMH cepedpa M C BBICOKOM
AHTUOKCHJIaHTHOW aKTHBHOCTBIO; CIIOCOOBI HCIOJB30BAaHUS OCTaTKa OMOMAcChl B KadecTBe
OrocopOeHTa U MaTPHUIIBI 7151 OMOCHHTE3a HAHOYACTHIL cepedpa.

BHenpenue pe3yabTaToB. TeXHOJNOTHS  TONYyYeHHUS AHTHOKCHIAHTHOTO IIperapara
NostocAntiOX oObuta BHeapena Ha OOO "Ficotehfarm " (Akt o BHempenun Ne 01-10 ot
20.10.2013).



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(lll)
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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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetiirilor. in ultima perioada interesul in ceea ce priveste
alternativa naturald in schimbul a tot ceea ce este obtinut prin sinteza chimica este tot mai mare.
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 [143, 167, 188, 218]. Remarcam ca utilizarea antioxidantilor
sintetici este tot mai limitata datoritd activitatii lor suspectate ca si promotori de carcinogeneza,
precum si de o respingere certa de catre consumatori a aditivilor alimentari sintetici. Astfel,
administrarea de antioxidanti naturali are o importan{d majora si perspective benefice pronuntate
in mentinerea statutului redox normal al organismului. Cianobacteriile, printre care si speciile
genului Nostoc, de rand cu faptul ca sunt cunoscute ca biofertilizatori, poseda un potential imens
in calitate de surse pentru producerea de antioxidanti care Insumeaza enzime antioxidante,
pigmenti, polizaharide functionale, vitamine, compusi fenolici, etc. [58, 76, 94; 118, 142; 179].
Valoarea cianobacteriilor ca sursa de antioxidanti naturali este in continuare consolidatid prin
usurinta relativa de purificare a compusilor tinta. Totodata, activitatea antioxidanta pronuntata a
cianobacteriilor este datorata si distributiei lor cosmopolite, de unde evolutiv au fost inzestrate cu
mult mai multe mecanisme de mentinere a viabilitatii decat orice alte organisme biologice.
Intensitatea sintezei componentelor cu actiune antioxidanta si antiradicalice se modifica esential
pe parcursul ciclului de dezvoltare a culturilor, dar si sub actiunea unor factori externi. Raportul
cantitativ al acestor principii biologic active determina caracterul actiunii antioxidante a
biomasei §i respectiv a extractelor sau a preparatelor complexe obtinute in baza acestei biomase.
Tehnologiile de cultivare a cianobacteriilor si in particular a tulpinilor de Nostoc linckia in
scopul de a obtine diferiti antioxidanti urmeaza a fi axate atit pe respectarea necesitatilor
de modificare a statutului antioxidant al biomasei.

Necesitatea n antioxidanti naturali este argumentata atat din punct de vedere stiintific, cat
si din punct de vedere al cerintei pietii acestor produse. Produsele naturale, inclusiv cele cu efect
antioxidant, sunt mai atractive datorita acceptarii de catre marea majoritate a populatiei instruite
a modului sdnatos de viatd, unul dintre componentele caruia este utilizarea produselor de origine
naturala in schimbul celor obtinute prin diferite tipuri de sinteza [64]. Motivele expuse au dat un
impuls simtitor cercetdrilor orientate spre identificarea noilor surse de antioxidanti naturali,
precum si a procedeelor de obtinere a preparatelor eficiente, standardizate si sigure pentru

utilizarea de catre om. Printre obiectele ce prezinta interes in acest sens sunt cianobacteriile.
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Biomasa acestora contine numeroase componente care asigurd protectia celulelor de actiunea
daunatoare a speciilor reactive de oxigen, actionand ca antioxidanti preventivi, care blocheaza
procesele de formare a radicalilor liberi; prevenind perooxidarea lipidelor si formarea radicalilor
lipidici; stingand reactiile de autooxidare si oxigenul singlet; actionand ca factori de chelare a
metalelor cu valenta variabild, inhiband actiunea enzimelor prooxidante [33, 123, 189]. La
moment este stabilit, ca biomasa cianobacteriilor din genul Nostoc, inclusiv specia 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. [98,

99, 119, 171]. Sumand aici si faptul, ca printre reprezentantii cianofitelor Nostoc linckia este

lipsit de efecte toxice asupra organismelor vii, fiind utilizat in hrana peste 2000 mii ani,

consideram oportune cercetdrile orientate spre elaborarea tehnologiilor de cultivare a acestei
culturi biotehnologice in calitate de sursa de produse bioactive.

Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei complexe nonpoluante de cultivare a
cianobacteriei Nostoc linckia, de obtinere a preparatelor cu efect antioxidant si de valorificare a
reziduului de biomasa.

Obiectivele lucrarii:

e Monitorizarea modificarilor biochimice si a activitatii antioxidante a biomasei si extractelor
din ea pe durata dezvoltiarii culturii statice de Nostoc linckia;

e [Evidentierea indicatorilor biotehnologici cu tangenta la ciclul vital, utili pentru obtinerea
preparatelor antioxidante din biomasa de Nostoc linckia;

e Stabilirea parametrilor biotehnologici optimi de extragere si pastrare pe termen lung a
componentelor cu efect antioxidant din biomasa de nostoc;

o Elucidarea particularitatilor modificarii continutului de componente antioxidante in biomasa
cianobacteriei Nostoc linckia in conditii de stres oxidativ indus prin actiunea compusilor
Fe(l11);
componentelor cu efect antioxidant;

e Elaborarea tehnologiei complexe de cultivare a Nostoc linckia, de obtinere a preparatelor cu
efect antioxidant si de utilizare a reziduului de biomasa in calitate de biosorbent eficient in
tehnologiile de purificare a mediului si in calitate de matrice pentru biosinteza
nanoparticulelor de argint.

Noutatea stiintificd. Pentru prima data este pusa problema elaborarii unei tehnologii de

cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia ca sursda pentru obtinerea preparatelor complexe cu
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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 stiintifici importanta solutionata 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 teoretica. Au fost acumulate si expuse rezultate noi despre importanta
monitorizarii modificarilor biochimice si al 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 demonstrata eficienta biomasei de nostoc in calitate de biosorbent
in sistemele multimetalice poluate si matrice pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.

Valoarea aplicativi a lucriirii. 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
obtinere a biomasei de nostoc cu nanoparticule de Ag; procedee de utilizare a reziduului de
biomasa de nostoc dupa obtinerea preparatelor antioxidante in calitate de biosorbent eficient si in
calitate de matrice pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in teza de doctorat au fost
comunicate la: Conferinta a V-a internationald “Actual Problems in Modern Phycology”,
Chisindu, 2014; cea de-a VI-a conferintd internationald a tinerilor cercetatori “Biodiversity.
Ecology. Adaptation. Evolution”, Odessa; Ucraina, 2013; Conferinta stiintifica internationala
interdisciplinard  ”Biologically active substances and materials: Fundamental and Applied
Problems”, Novii Svet, Ucraina, 2013; Conferinta stiintifico-practica internationald a tinerilor
cercetatori “Pontus Euxinus”; Sevastopol, Ucraina, 2013; Cea de-a doua conferinta
internationala in Nanotehnologie si Inginerie biomedicald, Chisinau, Moldova, 2014; Conferinta
internationala dedicata celei de-a 55-a aniversare de la fondarea Institutului de Chimie al ASM;
Chisinau, Moldova, 2014; cel de-al Ill-lea simpozion national cu participare internationalad
”Biotehnologii avansate — realizari si perspective, Chisindu, Moldova, 2013.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele sunt reflectate in 24 publicatii stiintifice: 9 articole

in reviste recenzate (2 — in reviste cu factor de impact; 2 - in monoautorat), 12 rezumate ale
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comunicdrilor stiintifice, 3 brevete de inventie.

Volumul si structura tezei. Teza constd din 4 capitole; are un volum de baza de 131
pagini, contine 10 tabele si 49 figuri. Lista surselor bibliografice citate include 292 titluri.

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

Sumarul compartimentelor tezei. Teza consta din 4 capitole, primul dintre care prezinta
analiza situatiei din domeniu, iar urmatoarele trei reflectd contributiile metodice si rezultatele
propriilor cercetari.

Capitolul 1 ,,Antioxidanti din cianobacterii — tehnologii de obtinere si perspective de
utilizare”. Capitolul cuprinde analiza ampld 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 bazd care influenteazd rezultatul procesului
biotehnologic de obtinere a biomasei cianobacteriene. Se atrage, de asemenea, atentie la
cheltuielile energetice si de resurse, necesare pentru realizarea procesului tehnologic. Este
prezentata o ampld caracteristica a substantelor cu efect antioxidant, care au fost depistate in
biomasa cianobacteriilor de catre diferiti cercetatori. Se pune accent pe faptul, cad biomasa
cianobacteriilor include componente, care acoperd 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 macromoleculele biologice). Datorita acestei diversitati
ciabobacteriile pot fi considerate surse universale pentru elaborarea preparatelor complexe de
antioxidanti, care ar asigura protectia pe toate liniile de actiune a radicalilor in sistemele vii. In
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 moleculara mica.

Capitolul include o caracteristicd comparativa a tehnologiilor contemporane, care sunt
utilizate in prezent pentru extragerea componentelor cu efect antioxidant din biomasa
cianobacteriand. Este demonstrat ca actualmente existad cerere pronuntatd din partea diferitor
companii In ceea ce tine de tehnologiile simple, ieftine si eficiente de obtinere a preparatelor
antioxidante. Dupa o analiza 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 foarte mici poate deveni un obiect ficobiotehnologic de valoare
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pentru obtinerea produselor antioxidante, atat datoritd componentei biomasei, cat si cerintelor
minime in procesul de cultivare industriala. In final este formulata problema de cercetare si

directiile de rezolvare a acesteia, sunt definite scopul si obiectivele prezentei lucrari.

Capitolul 2 ,,Activitatea antioxidantid si componenta biochimicid a biomasei de
Nostoc linckia pe durata ciclului vital”

Capitolul este dedicat cercetarilor orientate spre elucidarea aspectelor specifice de
dezvoltare a culturii statice de nostoc. Este facutd o paralela intre parametrii monitorizati la
cresterea Nostoc linckia in conditii de laborator si in conditii de producere. Au fost stabilite
modificarile in continutul de proteine totale, ficobiliproteine, lipide, polizaharide, fenoli pe
durata ciclului vital. Au fost monitorizate modificdrile activitatii antiradicalice in extractele
hidrice si hidro-etanolice obtinute din biomasa de nostoc la diferite etape ale ciclului vital. In
scopul aprecierii nivelului de siguranta a biomasei de nostoc, a fost monitorizat nivelul de
acumulare in biomasa a produselor peroxidarii lipidelor (dialdehida malonicd). A fost stabilit, ca
atat in conditii de laborator, cat si in conditii de producere ciclul vital al culturii statice de Nostoc
linckia releva un model de crestere caracteristica, iar durata optima din punct de vedere
biotehnologic este de 12 zile in conditii de producere, si 10 zile in conditii de laborator. in
conditii de laborator, datoritd transferului de cultura in conditii similare cu cele pentru obtinerea
inocului, faza de latenta este practic imperceptibild, iar in conditii de producere are aspect clasic
cu lipsa completd a cresterii culturii. Pe durata ciclului vital modificérile cantitative ale
principalelor componente ale biomasei de nostoc au limite destul de restranse, ceea ce
caracterizeaza cultura de Nostoc linckia ca una cu grad ridicat al homeostaziei. Aceasta usureaza
semnificativ manipularea culturii in conditii industriale si simplificd procedurile din cadrul
tehnologiilor aplicate. Rezultatele testelor DPPH, ABTS si CRFM demonstreaza, ca cultura de
nostoc in conditii de laborator manifestd un comportament mai variat in ceea ce tine de
acumularea componentelor antioxidante hidro- si etanol solubile. Astfel, prin fluctuatii valorice
se manifesta perioada de latenta, inceputul si mijlocul fazei de crestere exponentiala, perioada
de declin. In conditii de producere este evidentd o singura variatie a capacitatii de reducere a
radicalilor liberi la inceputul ciclului vital. Cei mai stabili parametri pentru cultura de nostoc in
conditii de laborator se obtin la ziua a 10-11-a de cultivare, ce corespunde fazei stationare.
Aceastd perioadd se caracterizeazd prin cel mai inalt nivel al biomasei si cea mai stabild
activitate antiradicalica si antioxidantd. In conditii de producere, perioada de recoltare a

biomasei in aceleasi scopuri poate fi extinsa. Nivelul scazut al DAM in biomasa de Nostoc
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linckia la etapele recomandate pentru cultivarea biomasei confirma siguranta acestei biomase,
precum si a produselor, care ulterior pot fi obtinute din ea.

Capitolul 3 ,,Extragerea si pastrarea componentelor cu efect antioxidant din biomasa
de Nostoc linckia”

Capitolul este dedicat cercetarilor care au avut drept scop de a scoate in evidenta principalii
factori ce intervin in procesul de extragere a componentelor bioactive cu activitate antioxidanta
din biomasa de nostoc si asigurarea unor parametri optimali ai procesului de obtinere a unui
produs calitativ, activ si sigur pentru consumul uman si animal.

Cercetdrile orientate spre elaborarea unor tehnologii de obtinere a preparatelor antioxidante
in baza biomasei cianobacteriei Nostoc linckia au permis determinarea componentelor care stau
la baza cercetdrilor efectuate. Au fost determinate conditiile de obtinere a extractelor
antioxidante din biomasa nativi de Nostoc linckia. A fost determinat solventul optimal,
concentratiile Iui si durata procesului de extragere. Prin compararea rezultatelor obtinute la
extragerea principiilor antioxidante cu etanol si metanol de diferite concentratii a fost
demonstratd posibilitatea aplicarii etanolului la toate etapele de obtinere a preparatelor cu efect
antioxidant si antiradicalic.

Extractele hidrice, hidro-etanolice si etanolice din biomasa de nostoc se caracterizeaza prin
activitate antioxidantd determinata de diferite componente. Degradarea in timp a extractelor din
biomasa de nostoc poate fi Incetinitd prin suplimentarea unor cantititi extrem de mici de
antioxidanti sintetici. Au fost aplicati antioxidantii: tocoferol, solutie etanolica; acid ascorbic,
solutie hidricd si trolox, solutie etanolicd. A fost specificat antioxidantul propus spre
suplimentare in dependenta de tipul extractului obtinut.

A fost demonstratd capacitatea complexului antioxidant, obtinut din biomasa nativa de
nostoc de a proteja uleiurile vegetale de oxidare agresivd, indusd 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.

Extractele hidrice, etanolice si hidro-etanolice din biomasa de nostoc posedd un nivel
diferit de activitate antioxidanta si de stabilitate, care pot fi modificate prin aplicarea dozelor
minimale de stabilizatori.

Capitolul 4 ,,Elaborarea tehnologiilor complexe nonpoluante de cultivare a Nostoc
linckia si de obtinere a preparatelor antioxidante”

.....

antioxidant al biomasei de nostoc prin actiunea diferitor compusi chimici (compusi coordinativi
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cu diferiti liganzi). Spre deosebire de alte culturi ficologice asa ca Dunaliella salina si
Porphyridium cruentum, care au raspuns prompt la aceste actiuni, Nostoc linckia s-a dovedit a fi
destul de inert. Astfel, cu toate ca pentru anumiti compusi au fost stabilite efecte de sporire a
anumitor componente ale biomasei, activitatea antioxidanta a extractelor complexe ramanea in
limitele normei, iar In unele cazuri a fost Inregistratd o crestere semnificativd a procesului de
acumulare a produselor peroxidarii lipidice. Din toatd gama de compusi testati doar patru au
dus la crestere vizibila a activitatii antioxidante a biomasei de nostoc. Acestia sunt N-(A%*-
biciclohomofarnesenoilamino) carbazolul,  1-(A%***-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-
triazolul, compusul [Fe(H,L")(H20),](NOs)s-1.5H,0 (unde L1 - hidrazida acidului izonicotinic)
si compusul [Fe(HzL?)(H,0)2](NO3)s-5H,0 (unde L2 - hidrazida acidului inicotinic). Primii doi
compusi asigurd cresterea activitdtii 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, iar compusii fierului cu bazele Shiff sporesc activitatea antiradicalica a
extractelor hidrice din biomasa de nostoc pani la 95% inhibitie ABTS"". Odati cu cresterea
activitatii antioxidante a extractului etanolic creste si valoarea biomasei de nostoc in calitate de
producator de substante antioxidante.

Proprietatile compusilor 1-(A%**3-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolul si N-
(A¥*-piciclohomofarnesenoil-amino)carbazolului  prezintd interes pentru biotehnologie in
calitate de stimulatori al activitatii antioxidante al biomasei cianobacteriei Nostoc linckia. Aceste
rezultate au stat la baza elaborarii si obtinerii a doua brevete de inventie in colaborare cu colegii
chimisti care au realizat sinteza compusilor (Brevet MD 4326, Brevet MD 4327) [1,2].

In legitura cu cresterea interesului stiintific si practic fati de biosinteza diferitor
nanoparticule, in lucrare sunt aduse argumente in sustinerea afirmatiei, cd biomasa reziduald de
Nostoc linckia este o matrice eficientd pentru biosinteza nanoparticulelor de argint. Sinteza
nanoparticulelor a fost monitorizati timp de 72 ore. In cazul nanoparticulelor de argint
importanta acestui studiu revine din destinatia acestora. Nanoparticulele de sinteza biologica sunt
precdutate in calitate de preparate anticancerigene, iar in acest caz asocierea cu o 1naltd activitate
antioxidantd ar oferi remedii eficiente care au mari perspective de valorificare In viitor.
Rezultatele demonstreaza, ca la 24 ore de la declansarea bionanosintezei biomasa de nostoc
poate fi considerata sursa atat de nanoparticule, cat si de antioxidanti.

A fost studiatd posibilitatea de utilizare a biomasei reziduale dupd extragerea
componentelor antioxidante in calitate de biosorbent eficient pentru metalele grele. A fost

demonstrat, ca reziduul de biomasa poate acumula cantitati considerabile de Ni, Cr, Fe, Zn s.a. A
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fost studiata posibilitatea de utilizare a biomasei de nostoc pentru acumularea cromului si
nichelului din apele reziduale ale industriei galvanice. Dupa un contact de 30 min intre apele
reziduale cu continut inalt de crom si biomasa de nostoc are loc acumularea a 84% din ionii
acestui metal. Paralel cu aceasta biomasa mai acumuleaza si ionii de fier si zinc, iar concentratia
acestora in biomasa dupa 30 min creste de 6 si 8 ori respectiv. De asemenea are loc o acumulare
activa a cobaltului, cuprului care sunt prezenti in apele reziduale respective. in cazul apelor
reziduale cu continut inalt de nichel biomasa de nostoc timp de 30 min de contact acumuleaza
pana la 50% din ionii prezenti.

Biomasa de nostoc ramasa dupd extragerea componentelor antioxidante a fost testata si in
sisteme multicomponente ce simuleazd componenta metalica a apelor reziduale de la
solubilizarea alcalina a uraniului din minereu. A fost demonstrat, ca biomasa de nostoc asigura
recuperarea eficientd a fierului, zincului, cromului si cuprului. Cromul din aceastd sistema se
acumuleaza in proportic de 69 %, zincul — de 72%, fierul de 61%. Cel mai inalt nivel de
retentie a fost nregistrat pentru Cu(Il). Pentru acest element nostocul asigurd acumularea a 86%
din cantitatea prezenta in solutia de cercetat. Astfel, biomasa de Nostoc linckia dupa extragerea
componentelor antioxidante se transforma in produs deosebit de pretios cu proprietati de
biosorbent de performanta.

A fost elaborata schema realizarii tehnologiei complexe de cultivare a cianobacteriei
Nostoc linckia si de obtinere a preparatelor antioxidante, care include nu numai procedeele de
cultivare a cianobacteriei in conditii controlate si cele de obtinere a preparatelor antioxidante
eficiente 1n anihilarea radicalilor liberi, ci si procedeele de utilizare a reziduului de biomasa,
ramas dupa extragerea componentelor antioxidante in bionanosintezd ori in procesul de

purificare a apelor reziduale ce contin metale.
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1. ANTIOXIDANTI DIN CIANOBACTERII - TEHNOLOGII DE OBTINERE SI
PERSPECTIVE DE UTILIZARE

Cresterea spectaculoasa a interesului fatd de antioxidanti in ultimul timp este determinata
in mare masura de faptul, ca multe stari patologice, maladii complicate, procese de imbatranire a
organismelor sunt asociate cu stresul oxidativ. Generarea speciilor reactive ale oxigenului
(SRO), speciilor reactive ale azotului (SRN) si ale clorului este o consecinta inevitabila a vietii
in mediul cu continut de oxigen. Celulele produc SRO 1in procesele metabolice normale, acestea
avand functii fiziologice importante de protectie antimicrobiand si antifungica, de transductie de
semnal. SRO sunt derivate ale oxigenului caracterizate prin reactivitate chimica inalta si abilitate
de a actiona in calitate de oxidanti. La aceasta categorie se refera radicalii liberi - specii ce
contin electroni necuplati cu reactivitate inalt, asa ca superoxidul ‘O si hidroxilul OH si
molecule asa ca peroxidul de hidrogen H,O; si peroxinitritul ONOO care nu sunt radicali, dar
pot fi de asemenea agenti oxidanti in sistemele biologice. In conditii fiziologice normale exista
un echilibru intre generarea SRO si activitatea sistemelor antioxidante care diminueaza
cantitatea speciilor reactive [23, 31, 97, 191, 289, 291]. Producerea excesiva de SRO ori
diminuarea activitatii sistemei antioxidante duce la starea de stres oxidativ. Stresul oxidativ duce
la deteriorarea lipidelor, ADN-ului si proteinelor, ceea ce se asociaza cu diferite stari
patologice, inclusiv maladia Alzheimer, artrita reumatoida, astma, diabetul, si 1n special
maladiile cardiovasculare [105, 176].

Atunci cand sistemul antioxidant propriu nu face fatd cantitdtii de radicali liberi, este
necesar de a suplini aportul de substante cu efect antiradicalic din exterior, fiind prezente doua
alternative posibile — utilizarea antioxidantilor sintetici sau a celor naturali. Consumatorul in cele
mai multe cazuri pledeaza pentru produsele naturale din aceasta cauza, cercetarile orientate spre
evidentierea noilor surse si a noilor tehnologii de obtinere a produselor cu efect antioxidant
raman a fi deosebit de actuale. Astfel de cercetari, in cazul ca au drept scop obtinerea unui
produs finit, trebuie sa includd mai multe componente: elaborarea si optimizarea tehnologiilor
destinate obtinerii materiei prime — a biomasei - din care vor fi obtinute preparatele; elaborarea
metodelor de apreciere a calitatii biomasei, adicd a continutului de compusi de interes si a
nivelului de inofensivitate si sigurantd durabild pentru consumator; elaborarea procedeelor
eficiente de extragere si procesare ulterioard a componentelor active din biomasa; elaborarea
procedeelor de pastrare in timp a proprietdtilor antioxidante a preparatelor elaborate si

evidentierea domeniilor de utilizare a produselor finite.
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1.1. Tehnologii de cultivare a cianobacteriilor

Cianobacteriile reprezintd una dintre cele mai vechi si cele mai de succes forme de viata pe
Pamant. Lunga istorie evolutiva si modul de viata fotoautotrof le-a permis sa colonizeze diverse
habitate, fiind in prezent cel mai important grup de organisme din punct de vedere numeric [177,
219 ]. Biomasa globala a cianobacteriilor se estimeaza la mii de milioane tone, insa exploatarea
acestor surse de catre om este insuficienta, chiar daca potentialul lor biotehnologic este Tnalt
apreciat la nivel global.

Cea mai mare parte din biomasa microalgald utilizatd in scopuri biotehnologice este
produsd industrial, fie prin cultivare extensiva cu asigurarea unei ilumindri si a unui schimb
suficient de gaze (cultivare autotrofd), fie prin cultivare alternativd cu utilizarea substraturilor
organice 1n calitate de sursd de carbon si energie (cultivare mixotrofa sau heterotrofd). Chiar
daca de la aparitia sa in anii 1940 ficologia aplicatd a marcat realizdri importante in cultivarea si
valorificarea microalgelor ca obiecte biotehnologice, nivelul productiei globale a biomasei algale
este inca jos (9.000 -10.000 t substantd uscata pe an), iar pretul biomasei este inalt, variind de la
10 la 300 EUR kg™ [67]. Varietatea si valoarea produselor obtinute din biomasa algala, precum
si utilizarea larga a microalgelor in procesul de prelucrare a apelor reziduale, fertilizare a solului,
obtinerea de biocombustibil etc. dicteaza necesitatea perfectionarii continue a tehnologiilor de
cultivare [56, 66, 93, 101, 224, 228, 265].

Elaborarea si industrializarea tehnologiilor de cultivare in masa a microalgelor, inclusiv a
cianobacteriilor, presupune parcurgerea mai multor etape in cercetari la nivel de laborator, pilot
si industrial, conform schemei ce urmeaza.

In continuare vom analiza cele mai importante etape ale acestui proces prin prisma
cercetarilor realizate pand in prezent din momentul cand cultivarea in masa a microalgelor a

devenit o realitate.

(4

Etapa de laborator

Etapa de statie pilot

Etapa industriala

* Jzolarea si selectia culturilor;

* Intretinerea culturilor
producatoare;

* Pregdtirea culturii de inocul,

* Optimizarea mediului de
cultura;

* Optimizarea conditiilor de
cultivare.

* Verificarea tehnologiei
elaborate in laborator si
optimizarea ei pe instalatii
de capacitate medie;

* Elaborarea procesului
tehnologic pilot;

* Elaborarea si construirea
sistemelor de cultivare in
masa (fotobioreactoarelor);
* Analiza factorilor, ce
determina productivitatea
fotobioreactoarelor;

* Optimizarea metodelor de
separare a biomasei si a
componentelor ei.
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1.1.1. Izolarea si selectia culturilor de producatori

Principiile de baza ale culturii microbiene sunt, in linii generale, aplicabile si in cazul
cianobacteriilor. Totusi, aceste obiecte de studiu poseda o capacitate unica, ce le deosebeste de
alte microorganisme si anume fotosinteza. De aceea iluminarea este o conditie obligatorie pentru
izolarea, cultivarea si mentinerea culturilor fotoautotrofe si mixotrofe.

Izolarea microalgelor incepe prin selectarea surselor (probele de sol sau apa sunt colectate
din diverse habitate), urmata de imbogatirea culturii pe medii si in conditii specifice obiectului
dat, izolarea propriu-zisa prin transferarea celulelor pe medii sterile si producerea culturii
axenice prin tehnicile cunoscute in practica biotehnologica.

Screening-ul tulpinilor izolate in vederea identificarii moleculelor bioactive se efectucaza
prin metode directe (determinarea produsului-tinta specific) sau indirecte (determinarea
activitatii biologice a produsului dorit). Aici trebuie sd mentiondm progresele importante in
elaborarea metodelor si aparatajului de 1naltd performanta ce permit o detectare rapida, selectiva
si exacta a produselor metabolice microalgale. Astazi pentru identificarea produselor algale de
importantd biotehnologicd (pigmenti, acizi grasi, lipide, polizaharide etc.) se utilizeaza pe larg
cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC), gaz cromatografia (GC), spectrometria de
masa (MS) si spectrometria de rezonanta magnetica nucleara (NMR) [88, 243]. La fel, si testele
biologice indirecte cunosc o dezvoltare si perfectionare continud, fiind aplicate in cazul
determinarii activitatii antibiotice si antitumorale a metabolitilor algali [212].

Mii de culturi algale au fost izolate din habitatele lor naturale, dar numai cateva din ele au
ajuns sa fie cultivate pe scara larga in scopuri industriale. Procesul de identificare a tulpinilor de
interes biotehnologic este unul de lunga durata, fiind dependent de mai multi parametri. Unul din
parametrii putin studiati, dar foarte importanti pentru cultivarea mai ales in sistemele deschise,
este specificitatea ecologicd a tulpinilor izolate de cianobacterii. Mai multe studii efectuate
asupra diferitor tulpini de Athrospira (Spirulina) izolate din diverse medii, au demonstrat un
raspuns variabil la actiunea factorilor mediului. Aceasta variabilitate ar trebui sa stea la baza
selectarii culturilor de interes biotehnologic: de exemplu, tulpini foto-, termo- sau osmotolerante.
Utilizarea de catre producatorii industriali a culturii de inocul mixte este o cale de a compensa

lipsa unor tulpini producatoare adaptate la anumiti factori ai mediului [30, 120].

1.1.2. Optimizarea mediilor de cultura si parametrilor de cultivare
Alegerea mediului de cultura reprezintad o etapa cheie in cultivarea microalgelor ce a fost
intotdeauna printre preocuparile majore ale specialistilor, deoarece poate influenta aspectele

economice ale procesului de productie.

19



In linii generale, exigentele nutritive ale microalgelor sunt legate de modul de nutritie
predominant fotoautotrof. A.Vonshak a sistematizat factorii nutritivi de importantd majora
pentru elaborarea retetelor mediilor de nutritie, dupa cum urmeaza [249]: continutul total de
saruri minerale, care este determinat de habitatul de provenienta a tulpinii; - compozitia celulara
in ce priveste componentele ionice majore: K*, Mg?*, Na*, Ca?*, SO4, CI; sursele de azot
(nitrat, amoniu, uree); sursa de carbon (CO, sau HCO3); pH-ul; microelementele si agentii de
chelare (de exemplu EDTA); vitaminele.

De obicei formulele mediilor de cultura sunt calculate in asa fel, incat aportul nutriengilor
sd fie in exces ca sa nu devind un factor limitativ. Insi e important de a tine cont de scopul
cultivarii tulpinii respective: mentinerea culturii in colectie, cultivarea ei pentru obtinerea unei
cantitati optime de biomasa, sau cultivarea ei in conditii de stres pentru biosinteza produselor
valoroase vor necesita diferite formule ale mediilor nutritive. In scopuri aplicative nutrientii pot
fi intentionat administrati in concentratii limitative. De exemplu, la cultivarea Dunaliella salina
excesul de azot si salinitatea joasa contribuie la obtinerea unei cantitdti optime de biomasa, pe
cand salinitatea inalta si continutul redus de azot contribuie la sporirea carotenogenezei.

Conform rezultatelor multiplelor cercetari, pentru cresterea si dezvoltarea organismelor
fotoautotrofe sunt necesare aproximativ 30 elemente nutritive. Majoritatea din aceste
macroelemente (in g/l) si microelemente (in mg/l) se regasesc in mediile nutritive cunoscute in
practica ficobiotehnologica: mediile BG-1, Allen modificat, Bold, Gromov - utilizate pentru
cultivarea algelor verzi si cianobacteriilor; mediile Sorokin si Krauss elaborate special pentru
Chlorella; mediul Zaroukk - pentru Spirulina; mediul Ben-Amotz si Avron elaborat pentru
Dunaliella [91]. Cei mai importanti nutrienti pentru cresterea autotrofd sunt carbonul, azotul si
fosforul.

Carbonul. Aprovizionarea cu CO; si HCO3 este cea mai importanta conditie pentru
asigurarea unei rate Tnalte a productiei autotrofe. Spre deosebire de plantele de culturd, bioxidul
de carbon din atmosfera nu poate satisface necesitatile sistemelor de biosinteza de randament
inalt ale algelor autotrofe. De exemplu, difuzia CO; in sistemele deschise de cultivare pot sustine
o productivitate de maximum 10 g/m%/zi . Sistemul CO % H,COs; - HCO5 - CO3 # este cel mai
bun mod de control si mentinere a nivelului pH-ului optimal pentru speciile cultivate de
microalge [68, 81, 91, 235]. Pentru cultivarea mixotrofa a unor specii de microalge se folosesc si
alte surse de carbon, cum ar fi glucidele, acizii organici sau alcoolul. De exemplu, acidul acetic
este utilizat pentru controlul pH-ului la cultivarea culturilor mixotrofe de Chlorella si
Chlamydomonas reinhardtii, iar pentru majorarea productivitatii microalgei Porphiridium

cruentum se folosesc cu succes alcoolii [12, p.297-320].
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Azotul este un alt nutrient important ce contribuie la producerea de biomasa. Continutul sau
in biomasa algala variaza de la 1% la 10% (in dependenta de specie, nivelul de aprovizionare si
disponibilitatea sa in mediu), constituind elementul de baza al tuturor proteinelor structurale si
functionale din celula algala. Mai multi compusi sunt utilizati de catre alge in calitate de sursa de
azot, dar cel mai des in mediile nutritive acest element este adaugat sub forma de nitrat (NO3),
amoniu (NH;) sau uree. Unele cianobacterii au o particularitate specifica de a fixa azotul
atmosferic, adicd a reduce N, in  NHy, proces catalizat de citre enzima nitrogenaza [213]. In
general, In conditiile suplinirii suficiente cu azot, microalgele au o capacitate redusa de
producere a compusilor de stocare a azotului. O exceptie de la aceasta reguld sunt cianoficina si
ficocianina, compusi de stocare a azotului din celulele numeroaselor tulpini de cianobacterii [12,
p.173-227]. De aceea primul raspuns al acestor organisme la epuizarea sursei de azot este
reducerea cantitatii de ficobilisomi. Un alt raspuns tipic la insuficienta de azot este acumularea
componentelor organice, cum ar fi polizaharidele si lipidele. De fapt, pana la atingerea pragului
limitd a continutului de azot din celuld, procesul de fotosinteza continud (fie chiar si la o rata
scazutd). In acest caz fluxul de carbon este redirectionat de la calea de sintezi a proteinei spre
caile de sinteza fie a lipidelor, fie a polizaharidelor. Numeroase studii confirma acest fapt pentru
diferite grupe taxonomice. O alta reactie vizibila a celulelor algale la insuficienta de azot este
decolorarea celulelor (reducerea cantitativa a clorofilelor si sporirea cantitatii de carotenoizi).
Aceastd reactie caracteristicd multor specii de alge este utilizatd in scopul stimularii sintezei
bunaoara a B-carotenului la Dunaliella salina sau astaxantinei la Haematococcus pluvialis.
Cercetarile efectuate de Zhekisheva s.a. [262] aratd interdependenta, in cazul epuizarii
rezervelor de azot, a proceselor de sintezad a astaxantinei si a acidului oleic la Haematococcus
pluvialis, fapt ce contribuie la mentinerea continutului inalt al esterilor astaxantinei in celula.
Deci, suplinirea adecvata a acestui important nutrient este un factor ce nu trebuie neglijat in
procesul optimizarii mediilor de culturd pentru biotehnologia algala.

Fosforul este un element esential pentru cresterea microalgelor, avand un rol important in
astfel de procese metabolice cum ar fi transferul de energie, sinteza acizilor nucleici etc. Sursa
preferata de fosfor pentru microalge este ortofosfatul (PO4Y), incorporat in componentele
organice prin intermediul diferitor tipuri de fosforilare, iar asimilarea sa este dependenta de
energie. Desi continutul sdu in biomasa nu depaseste 1%, fosforul este deseori factorul limitativ
principal in biotehnologia algala, datoritd proprietatii sale de a se lega usor cu alti ioni formand
precipitat si devenind neasimilabil. O capacitate importanta a algelor este cea de a depozita
excesul de fosfor sub formd de granule polifosfatice in timpul asa zisei ,,asimildri de lux”. Aceste

rezerve pot fi utilizate ulterior in cazul deficientei de fosfati.

21



La fel ca si azotul, fosforul influenteaza compozitia biomasei, mai ales continutul de lipide
si carbohidrati. Insuficienta de fosfor de asemenea duce la acumularea B-carotenului si
astaxantinei, Tnsd intr-o masurd mai mica decat in cazul azotului. Spre deosebire de azot,
insuficienta fosforului duce la degradarea neesentiala a ficobilisomilor, fapt care poate fi explicat
prin multiplicarea mai rapida a celulelor ce contin noi ficobilisomi. S$i in sfarsit mentionam
importanta raportului N:P in mediile nutritive, care nu numai cd determina potentialul productiv,
dar si influenteaza mentinerea dominantei speciei cultivate [91].

Alte elemente, agenti de chelare. Majoritatea microelementelor (Fe, Cu, Mn, Zn, Mo, Co)
din formulele mediilor nutritive sunt indispensabile pentru functionarea enzimelor si sinteza
compusilor de importantd biotehnologica. Printre elementele prezente obligatoriu in mediile de
culturd, un rol important ii revine ferului datorita proprietatilor sale redox si implicarii in astfel
de procese metabolice fundamentale, cum ar fi fotosinteza, respiratia, azotfixarea si sinteza
ADN. Pe de o parte, insuficienta Fe duce la degradarea c-ficocianinei si clorofilei a in celula, iar
pe de alta parte, excesul de Fe (II) in culturile algale poate provoca un stres oxidativ cu multiple
schimbari fiziologice [144, 168]. Cercetarile efectuate in acest domeniu atestd o influentd de
stimulare inalta a compusilor coordinativi ai ferului asupra sintezei ficobilinelor la Nostoc linckia
(de 3-3,5 ori) si ficocianinelor, carotenoizilor, activitagii SOD la Spirulina platensis [12, 173-
227]. Sinteza acetat-indusa a astaxantinei la Haematococcus pluvialis este semnificativ
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aminoacizi a stat la baza elaborarii unor tehnologii de sinteza dirijatd a acestui compus pretios
[9].

Ca si 1n cazul fosforului, asimilarea microelementelor este limitata de capacitatea lor de a
se lega cu alti constituenti nutritivi, sedimentandu-se. Adaugarea in mediul nutritiv a agentilor de
chelare, EDTA de exemplu, atenueazd aceasta problema.

Conditiile de cultivare. De rand cu parametrii chimici (factorii nutritivi), parametrii fizici
(conditiile de cultivare) au un rol important in modelarea metabolismului, deci si a compozifiei
biochimice a celulelor algale. Sensibilitatea celulelor algale la influenta factorilor mediului
(iluminare, temperatura, turbulenta, salinitate) este pe larg folosita in biotehnologie pentru
obtinerea componentei celulare prognozate.

lluminarea. Influenta ilumindrii asupra componentelor biochimice ale algelor
fotosintetizante este pe larg controlata de procesul de fotoadaptare, cand celulele algale sufera
schimbari biochimice, fiziologice, biofizice si structurale pentru a intensificd procesul de
fotosinteza si crestere [170]. O tendintd comuna a raspunsului celular la diminuarea intensitatii

luminii este de a mari cantitatea pigmentilor fotosintetici: clorofila a, clorofila b, clorofila c,
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ficobiliproteinele, carotenoizii primari. Intensificarea iluminarii induce diminuarea cantitativd a
pigmentilor implicati In procesul de fotosinteza si sporirea cantitatii carotenoizilor secundari cu
rol fotoprotector (B-carotenul, zeaxantina, astaxantina). Intensitatea inaltd a luminii duce la
marirea cantitatii de polizaharide in celulele algale. Pentru cultura Porphyridium aerugineum a
fost inregistratd o triplare a continutului de polizaharide la triplarea ilumindrii. La cultivarea in
bazine deschise a spirulinei, sinteza carbohidratilor este mult mai inaltd in zile cu soare.
Numeroase studii atestd o dependenta invers proportionald a continutului de lipide, in special a
acizilor grasi polinesaturati, de intensitatea luminii [42].

Temperatura. Influenta temperaturii asupra reactiilor biochimice determina rolul ei
important in dirijarea compozitiei biochimice a microalgelor. Este bine studiatd actiunea
temperaturii asupra continutului cantitativ si calitativ al lipidelor membranare. Temperaturile mai
joase decit cele optime sporesc gradul de nesaturare a lipidelor din sistemele membranare, ceea
ce duce la o stabilitate si fluiditate mai mare a membranelor celulare si prin urmare, asigura
protectia aparatului fotosintetic contra fotoinhibarii la temperaturi joase. De asemenea s-a
constatat, ca temperaturile mai joase decét cele optime pot duce la un nivel sporit de sinteza a
enzimelor in calitate de mecanism adaptiv de mentinere a fotosintezei si respiratiei [163].
Temperaturile joase induc acumularea poliolilor si aminoacizilor in calitate de solutanti
compatibili, ceea ce poate spori toleranta microalgelor la racire [62]. Temperaturile Tnalte au un
efect stimulator asupra sintezei carotenoizilor: mirirea temperaturii de la 20° C la 30° C duce la
dublarea cantitatii totale de carotenoizi sau triplarea cantitatii de astaxantina la Haematococcus si
Chlorococcum sp. [141].

Salinitatea. Importanta acestui factor pentru biotehnologie este determinata de perspectiva
utilizarii apelor sarate pentru cultivarea industriala a microalgelor. Fiind prezente in biotopurile
cu variatii semnificative ale salinitatii, microalgele si cianobacteriile pot servi drept model pentru
studiul raspunsului organismelor fotosintetizante la stresul osmotic. Diferite aspecte ale adaptarii
cianobacteriilor la salinitate inaltd au fost studiate si trecute in revista [44, 122, 175, 177]. Ca
raspuns la stresul salin micoalgele sunt capabile sa acumuleze molecule mici in calitate de
substante osmoreglatoare (glicerol, manitol, galactitol, sorbitol , sucroza, trehaloza). De
exemplu, capacitatea fenomenala a microalgei Dunaliella salina de a se adapta la modificarea
brusca a conditiilor osmotice se datoreaza capacitatii de a-si schimba concentratia intracelulara
de glicerol, care poate atinge pana la 50% din biomasa uscata [27].

Turbulenta. Acest factor este foarte important mai ales pentru cultivarea in masa a
microalgelor. In conditiile cind aportul de nutrienti este constant si conditiile de cultivare nu

limiteaza cresterea culturii, agitarea cu scopul credrii turbulentei devine factorul decisiv al
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productivitatii Tnalte. Acest proces este important nu numai pentru asigurarea schimbului de
nutrienti si metaboliti dintre culturd si mediu, dar si pentru marirea frecventei ciclului fazelor de
lumina si intuneric, ducand prin urmare la sporirea eficientei fotosintezei [90].

Efectul sinergic al combinarii factorilor chimici §i fizici asupra compozitiei celulare.
Asimilarea nutrientilor depinde de toti factorii fizici ce influenteaza cresterea algala. Pe parcursul
fazei luminoase a fotosintezei asimilarea nutrientilor va fi constanta in conditiile unei iluminari
satisfacatoare. Si mai importantd este sinergia dintre intensitatea luminoasd si temperatura
asupra asimildrii nutrientilor. Unele cercetari atesta influenta razelor ultraviolete asupra
asimilarii azotului de catre fitoplancton: excluderea razelor ultraviolete duce la sporirea
asimilarii azotului, care in cazul ureei a inregistrat o crestere de la 17% la 130% [65]. A fost
demonstrat efectul combinat al mai multor factori fizici asupra continutului de pigmenti la
Dunaliella. La modificarea salinitatii mediului de cultivare de la 1-30% NaCl pentru cele 9
tulpini in studiu s-a observat ca raportul dintre carotenoizi si clorofila ramane neschimbat egal cu
1. In acelasi timp, combinarea salinitatii inalte cu temperatura inalta si iluminare intensa duce la
sporirea cantitatii de p-caroten [48]. O influenta cumulativa stimulatoare a stresului salin si a
compusilor coordinativi ai Fe(III) s-a observat si in cazul acumularii biomasei si continutului de
lipide la Dunaliella salina [8]. Un alt exemplu elocvent al influentei sinergice a factorilor
combinati a fost demonstrat de catre Steinbrenner si Linden [230], care au studiat sinteza stres-
indusa a astaxantinei la Haematococcus pluvialis si au observat ca producerea astaxantinei a
atins nivel maxim la aplicarea simultana a 3 factori: iluminare intensd, salinitate nalta si
prezenta ferului. Combinarea a doi factori (iluminare excesivd si prezenta compusilor
coordinativi ai ferului sau zincului) au stat la baza elaborarii unor tehnologii de producere a
biomasei de hematococ cu un continut sporit de astaxantina [9]. In cazul culturii de Nostoc sp. a
fost stabilitd legatura dintre toleranta la salinitate maritd si continutul de exopolizaharide
extracelulare, stresul salin provocind sporirea cantitativa a exopolizaharidelor capsulare pana la

65% din biomasa uscata [257].

1.1.3. Sistemele si principiile biologice de cultivare industriald a microalgelor
In elaborarea sistemelor de cultivare in masd a cianobacteriilor, de rand cu totalitatea
microalgelor de interes tehnologic, chiar de la inceput au fost aplicate doua abordari principale:
1) cultivarea in rezervoare deschise: lacuri naturale si artificiale, cascade, bazine circulare

sau bazine de tip pista cu recirculare;
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2) cultivarea in fotobioreactoare inchise cu iluminare naturala sau artificiala: tuburi

transparente, panouri orizontale sau verticale aranjate

in forma de bucle serpentine, bobine

flexibile sau trepte, in interiorul carora suspensia microalgala este in continua circulatie [195].

Sistemele de cultivare de tip deschis sunt utilizate pe larg in biotehnologia algala. Tabelul 1

prezintd o clasificare a sistemelor ce se refera la aceasta categorie:

Tabelul 1.1. Clasificarea sistemelor deschise de cultivare

Tipul Exemple Destinatia, parametrii de Referinte
producere bibliografice
Lacuri Lacurile alcaline din Chad Recoltarea biomasei de | [18]
naturale Arthrospira
Craterele  vulcanice  din [169]
Myanmar Recoltarea biomasei de Arthrospira
productia medie: 30 tone/an
Bazine Caracol in Mexic (compania | Cultivarea Arthrospira maxima | [25]
naturale Sosa Texcoco) pentru
producerea biomasei, 40 ha, 300
Lagunele din  Australia | tone/an
exploatate de: [27]
Western Biothechnology Ltd | Cultivarea ~ Dunaliella  pentru
Henkel Co producerea
de p-caroten
250 ha, 7 tone B-caroten/an
460 ha, 10 tone B-caroten/an
Sisteme Roupite (Bulgaria) Cultivarea biomasei de Arthrospira | [70]
inclinate si Scenedesmus, 2600 m? 18
(cascade) g/m?/zi
Australia
Cultivarea biomasei de Chlorella [27]
2600 m?, 18 g/m*/zi
Bazine Japonia, Taiwan, Indonezia | Cultivarea biomasei de Chlorella [138]
circulare
Bazine de | Cyanotech, Hawai Cultivarea biomasei de | [137]
tip  pista Arthrospira, 75.000 m?
cu
recirculare | Entreprise Farms, California | 150.000 m? [137]
Nature Beta Technologies, | Cultivarea biomasei de Dunaliella | [239]

Israel

salina

e Lacurile si bazinele naturale unde sunt asigurate conditiile necesare (de ex. pH-ul sau

salinitatea) pentru dezvoltarea culturilor monospecifice. Unele din aceste lacuri (lacurile alcaline

din Chad sau craterele vulcanice din Myanmar) reprezinta sisteme naturale de o productivitate
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inalta, utilizate pentru obtinerea de catre populatia autohtona a biomasei de Arthrospira in
scopuri alimentare. Altele, au fost adaptate de catre producatorii industriali la cultivarea
extensiva a microalgelor (de ex. Arthrospira maxima sau Dunaliella salina), cu utilizarea unui
control minimal al parametrilor de cultivare. Aceste sisteme de cultivare sunt cost eficiente in
cazul cand conditiile de cultivare sunt favorabile cea mai mare perioada a anului.

o Sistemele inclinate au fost inca putin exploatate, chiar daca incercarile de a utiliza
conceptul suprafetelor inclinate pentru cultivarea arthrospirei si clorelei la scard industriala au
dat rezultate bune. Folosirea gravitatii suspensiei culturale ce aluneca de sus in jos pe suprafetele
inclinate duce la crearea unei turbulente inalte si a unui strat subtire a culturii - parametri
importanti pentru asigurarea unei productivitati inalte a sistemelor. Neajunsul principal al acestui
tip de cultivare este sedimentarea culturii in locurile cu o turbulentd mica, evaporarea excesiva si
cheltuielile de energie pentru pomparea continua a culturii de jos in sus [239].

e Bazinele circulare nu sunt favorizate in cultivarea industriald, din cauza cad necesita o
constructie costisitoare bine determinatda si cheltuieli de energie pentru amestecarea culturii.
Totusi ele sunt pe larg utilizate in Japonia, Taiwan si Indonezia pentru producerea biomasei de
Chlorella [138].

e Bazinele de tip pista cu recirculare au fost traditional sistemele preferate pentru
producerea industriala a biomasei algale, fiind si astazi cele mai utilizate in cultivarea la scara
larga a culturilor de Arhrospira si Dunaliella, dar si altor microalge [136, 161, 162, 198, 208] .
Utilizarea exclusivd a acestor sisteme pentru cultivarea in masd a microalgelor se datoreaza

simplicitatii si costurilor mici pentru realizarea si manipularea lor (figura 1.1).
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Fig. 1.1. Schema unui bioreactor de tip pista cu recirculare [7].

Cu toate acestea, ele permit un control limitat al parametrilor de cultivare si nu asigura
conditiile necesare pentru a evita contaminarea culturii. Printre dezavantajele mentionate de mai
multi autori [53, 93] este si imposibilitatea de a opera cu un strat al culturii mai subtire decat 15
cm, deci si o iluminare ineficienta a culturii in profunzime, precum si pierderi prin evaporare
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considerabile. Desi a fost raportatd o productivitate maximald a acestor sisteme egald cu 40
g/m%/dl, totusi cel mai des aceste bazine pot atinge 20-25 g/m%/dl pentru perioade scurte, iar
productivitatea de lungd duratd a bazinelor industriale rareori depaseste 12-13 g/m%dl. Costul
biomasei produse in sistemele industriale variaza intre 9 si 17 € per kg [138]. Desi sistemele de
cultivare de tip deschis domina 1n biotehnologia algala (atat dupa productia anuald, cat si dupa
raspandire), tot mai multe sunt la ora actuala cercetarile indreptate spre dezvoltarea sistemelor
de tip inchis.

Sistemele de cultivare de tip inchis - fotobioreactoarele (FBR) pot fi clasificate dupa mai
multe criterii. Dupd modul de operare FBR pot fi cu una sau doud faze de cultivare; dupa
constructie pot fi: 1) plate, tubulare sau cilindrice; 2) orizontale, inclinate, verticale sau in
spirald; 3) cu colector sau in forma de serpentina. La fel, fotobioreactoarele pot fi din sticla sau
plastic, flexibile sau rigide [239]. Principalele avantaje ale fotobioreactoarelor de tip inchis sunt:
1) pierderi minime de CO,, 2) cheltuieli minime de apa, 3) risc de contaminare redus, 4) reglarea
optimala a temperaturii, 5) hidrodinamica controlabila, 6) conditii de cultivare reproductibile, 7)
flexibilitate considerabila fatd de influentele mediului, 8) economia spatiului ocupat [89].
Fotobioreactoarele de tip inchis au fost cu succes testate pentru obfinerea biomasei de
Porphyridium, Phaeodactylum, Nannochloropsis, Chlorella, Haematococcus, Tetraselmis s.a.
[19, 20, 78, 244]. Fotobioreactoarele tubulare sunt cele care satisfac cerintele tehnologice pentru
obtinerea preparatelor farmaceutice de rand cu preparatele alimentare si aditive. Recentele
succese in domeniul elaborarii si constructiei fotobioreactoarelor tin de realizarea unor sisteme
ce ar imbina avantajele productive ale fotobioreactoarelor tubulare cu cheltuielile minime ale
sistemelor deschise de cultivare [19]. Un pas important in aceastd directie il constituie
reactoarele in strat subtire sau panourile plate flexibile. [239]. Mai multi autori au propus
strategii de cultivare a microalgelor in etape, cu utilizarea combinata a diferitor tipuri de sisteme
de cultivare. Tinand cont de specificul fiecarei tulpini §i de scopul cultivarii lor, au fost testate
mai multe combinari: bazine deschise si fotobioreactor; fotobioreactor tubular si panou plat;
panouri plate de grosime variabild sau reactoare tubulare de diametru variabil; fotobioreactor si
fermentator pentru cultivare heterotrofa. De exemplu, conceptul cultivdrii combinate a
microalgelor in reactoare tubulare dimineata si circularea culturii prin bazine deschise dupa
amiaza a fost propus pentru a evita supraincalzirea culturii. Un al exemplu este sistemul pentru
cultura Haematococcus pluvialis: la prima etapa cultivarea se efectua in panouri plate pentru a
atinge o ratd de crestere maximald, la etapa a doua suspensia culturald era trecutd in reactor
tubular pentru a spori carotenogeneza.

In Tabelul 1.2 sunt prezentate cateva exemple de utilizare industriald a fotobioreactoarelor.
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Tabelul 1.2. Utilizarea practica a fotobioreactoarelor de tip inchis

Tipul Exemple de utilizare Tulpinile cultivate Referinte
si productivitatea | bibliografice
lor

FBR tubular orizontal | Centrul  de  Studiu  a | Arthrospira [238]
in forma de ser- | Microorganismelor Autotrofe, | platensis
pentini, volum 1451. | Florenta, Italia 27,8 g/m?/zi
FBR  tubular  cu | Departamentul de | Chlorella [139]
colector de tip @, | Biotehologie al Universitatii | 72 g/m%/zi
volum 300 . din Singapore
FBR  tubular  cu | Departamentul de | Arthrospira [240]
colector volum 1.200 I. | Biotehologie = Agricola  al | platensis

Universitatii din Florenta 28 g/m?/zi
FBR tubular in forma | Aquasearch Inc  (Hawai, | Haematococcus [172]
de serpentini, volum | USA) pluvialis
20.000 I. 9-13 g/m?/zi
FBR tubular, Uzina Salata GmbH, | Arthrospira [89]
volum total 85.000 I. Rutschenhausen, Germania 35-40 g/m?/zi
FBR de tip panou | IGV Institute Germania Chlorella [196]
alveolar plat, volum 10 130 g/m?/zi
- 6.000 I.
FBR de tip panou plat | Richmond A., Israel Nannochloropsis [261]
din sticli, volum 500 I. 10-14,2 g/m?/zi
FBR in placi ultra | Uzina APS Red Hawk Power | Arthrospira [190]
subtiri Plant,  USA, cultivarea | 80-100 g/m%zi

continuda a cianobacteriilor

pentru sechestrarea CO,-

Este Tmbucurator faptul, cd fotobioreactoarele moderne manifesta o productivitate stabil
inaltd, chiar i pentru un volum de zeci de mii de litri.

Desi au fost inregistrate progrese evidente in evolutfia sistemelor de cultivare in masa a
microalgelor, nu existd o unanimitate de pareri in ceea ce priveste viitorul lor: unii specialisti
afirmd ca bazinele deschise de dimensiuni mari par sd aiba un viitor mai bun decét sistemele
inchise de cultivare [197], altii leaga succesele biotehnologiei algale de perfectionarea continua a
fotobioreactoarelor [19, 93, 239]. De fapt, pentru a da dreptate unor sau altor opinii, este
important de a tine cont de destinatia biomasei algale cultivate: va fi utilizatd in calitate de
supliment alimentar sau sursd de biocombustibil, in scopul decontaminarii apelor si fertilizarii
solurilor sau ca materie prima pentru obtinerea componentelor valoroase. Un factor ce nu trebuie
neglijat In acest demers sunt particularitatile specifice de cultivare a fiecarei tulpini in parte,
precum si potentialul sdu de biosinteza.

Principiile biologice de cultivare in masid a microalgelor stau la baza proiectarii

sistemelor de cultivare si sunt in permanenta in atentia cercetatorilor [53, 206, 207]. Nu exista
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sisteme universale de cultivare, fiecare din ele fiind adaptat tulpinii si scopului cultivarii ei.
Sistemele de cultivare a microalgelor, mai cu seama cele de tip inchis permit controlul si
manipularea factorilor de crestere a culturii. Tinand cont de faptul, ca scopul cultivarii industriale
a microalgelor este de a valorifica capacitatea acestor organisme fotoautotrofe de a converti
radiatia luminoasa intr-o varietate de metabolifi, factorul limitativ principal al acestui proces este
iluminarea. Cu scopul realizarii unei iluminari calitative, care sa asigure un randament inalt al
fotosintezei si sa diminueze fotoinhibarea, sunt calculati si adaptafi mai multi parametri ai
sistemelor de cultivare: grosimea stratului suspensiei culturale, profunzimea optica, densitatea
culturii, frecventa ciclului de lumina si intuneric, reglarea unghiului de iluminare etc.[93, 239].
Dupa cum se vede din figura 2, productivitatea Tnaltd a sistemelor inchise in strat ultrasubtire se

datoreaza in mare parte unei iluminari mai uniforme.

Sisteme deschise de tip pista Sisteme inchise tubulare Sisteme inchise in strat ultra
cu recirculare subtire (UTL)
Productivitatea: 10-20 g /m“/zi | Productivitatea: 35-40 g Productivitatea: 80-100 g

== |§ <=m

=> | &

A D

Grosimea stratului: 200-350 mm Grosimea stratului: 30-50 Grosimea stratului: 1-12 mm
mm

Fig. 1.2. Suprafata productiva a diferitor sisteme de cultivare a microalgelor in dependenta de
grosimea stratului suspensiei algale [196].
Un alt parametru important al culturii de microalge este pH-u/ si asigurarea cu CO,,
ambele variabile fiind controlate prin injectarea cu CO, [19]. Acumularea oxigenului este un
factor toxic pentru majoritatea autotrofilor si trebuie sd fie luat in considerare la proiectarea

fotobioreactoarelor. FBR cu colector si reactoarele verticale ofera un avantaj important in acest
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scop [239]. Agitarea culturii este necesara pentru a preveni sedimentarea celulelor si
stratificarea lor termicd, pentru distribuirea uniforma a nutrientilor, eliminarea oxigenului si
asigurarea unei iluminari uniforme [92]. O productivitate maxima a culturilor poate fi asigurata
numai in cazul mentinerii unei temperaturi optime pentru cresterea ei. Solutiile tehnice in acest
scop sunt: umbrirea (care duce la scaderea iluminarii si deci a productivitatii); scufundarea in bai
de apa (eficient, dar costisitor) si racirea prin pulverizare cu apa (cost eficient in conditiile
climaterice uscate) [239]. Asigurarea cu nutrienti este deseori considerata drept un parametru
usor controlabil in culturile algale. Dar aici este loc pentru discutie, daca luam in considerare
viteza diferitd de crestere in anumite conditii, flexibilitatea diferitd a culturilor la concentratiile
nutrientilor etc.[92].

Trecerea in revista a tehnologiilor de cultivare a cianobacteriilor indica asupra faptului ca
cea mai populara, mai productiva, deci si cea mai bine studiatd este cianobacteria Arthrospira
(denumirea comerciala Spirulina). Cu o productivitate net superioara fata de alte obiecte
biotehnologice este cel mai solicitat supliment alimentar si o sursd pretioasd de substante
bioactive. Printre cianobacteriile de relevantd economica, de rand cu genul Arthrospira,
specialistii evidentiaza si genurile Nostoc si Aphanizomenon datorita continutului lor biochimic
pretios: continut inalt de proteine pentru Arthrospira si Aphanizomenon, continut inalt de

polizaharide la Nostoc (Tabelul 1.3).

Tabelul 1.3. Continutul de proteine, lipide si carbohidrati la cianobacteriile de relevanta

comerciala [52, 53, 215]

Arthrospira spp.(%) | Nostoc spp.(%) | Aphanizomenon flos-aquae (%)
Proteine 58-73 10-23 60-75
Lipide 6-8 5-6 2-8
Carbohidrati 15-25 56-57 20-30

Biomasa de Nostoc de mai multe secole este utilizata in calitate de supliment alimentar, cu
preponderentd in Asia. Cantitatea medie anuald este de aproximativ 100 tone, colectate din
habitatele naturale. Tindnd cont de tendintele biotehnologiei de extragere si utilizare a fractiilor
valoroase ale biomasei (de ex. polizaharide, ficobiliproteine) si de cererea lor crescanda pe piatd,
in ultimele decenii au fost intreprinse tentative de cultivare In masa a acestei cianobacterii [53,
54, 211]. La cultivarea experimentala in reactoare tubulare verticale a fost obtinutd o
productivitate 0,6 g/l/zi de biomasa de Nostoc. O productivitate de 16,4 mg/l/ora a fost obtinuta
la cultivarea Nostoc sp. in fotobioreactoare in strat subtire. La cultivarea in fotobioreactoare

30




verticale de 20 L cu diferita ratd de agitare, cea mai inaltad productivitate inregistrata a fost de
0,07 g/l/zi [231]. O alta abordare a cultivarii, implicand conditii mixotrofe, a demonstrat o
productivitate de pana la 0,23 g/1/zi biomasa de Nostoc [258]. Cu toate ca unele specii de Nostoc
au fost cultivate cu succes in bioreactoare la etapa pilot, pentru comercializarea pe viitor vor fi
depasite unele dificultati tehnice, cum ar fi rata scazutd de crestere, pierderile de biomasa sau
pretul inalt al fotobioreactoarelor.

Un lucru este cert: pentru optimizarea sistemelor de producere microalgala trebuie luate in

considerare atat aspectele biologice cat si cele tehnologice.

1.2. Cianobacteriile — surse de antioxidanti

Cianobacteriile — unele dintre cele mai timpurii organisme aparute pe Pamant sunt practic
omniprezente 1n toate habitatele terestre si acvatice. Acest lucru se datoreaza capacitatii lor de a
supravietui la temperaturi inalte si scazute, la intensitate inaltd si joasa a luminii, la diferite
concentratii de CO; — proprietati datoritd cdrora cianobacteriile au radiat intr-o gama larga de
zone geografice si nise ecologice. Fiind astfel cosmopolite in distributie, cianobacteriile
formeaza o componenta importanta a populatiei microbiene in ecosistemele acvatice terestre. Ele
joacd un rol central in procesele de succesiune, productia mondiala de biomasa si in circuitele
naturale ale elementelor. Posedand capacitatea de fixare a azotului, cianobacteriile constituie
adesea microflora dominantd a solurilor umede, contribuind In mod semnificativ la fertilitatea
acestora. Semnalizarea oxidativd constituie o functie cruciald asociatd cu mecanismele prin care
organismele percep modificdrile mediului si realizeazad ajustarile necesare in expresia genelor,
metabolism si procesele fiziologice [71].

Organismele fotosintetice tolereazd nivelul ridicat de oxigen datoritd mecanismelor
endogene, care inhiba eficient si elimind produsele toxice, inainte ca acestea sa produca daune.
O serie de mecanisme de protectie si de reparare implicate in combaterea pericolului, pe care il
reprezintd prezenta SRO au fost raportate in mai multe organisme, inclusiv in cianobacterii.
Raéspunsul diferitor organisme la stresul oxidativ poartd amprenta diferentelor interspecifice, dar
in linii generale, pentru realizarea oricdrui mecanism de protectie este necesara prezenta
antioxidantilor.

Evolutia mecanismelor performante de fotosintezd si orientarea spre un mod de viata
caracterizat prin mobilitate redusd au dus la aceea, ca In mediul normal de viatd al acestor
organisme este prezentd In permanentd o stare de stres, inclusiv stres oxidativ. Evolutia
filogenetica a acestui grup de procariote fotosintetizante a asigurat formarea la ele a

numeroaselor mecanisme de protectie antioxidantd si de reparare a daunelor provocate de
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speciile reactive de oxigen (SRO). Aceste mecanisme includ antioxidanti enzimatici si non-
enzimatici, care ofera celulelor adaptabilitate sporita si capacitatea de a supravietui in conditii de
stres endo- si exogen [21, 39, 46, 141, 221]. Astfel, cianobacteriile poseda potential imens
pentru a servi drept materie prima pentru producerea de antioxidanti, pe langa faptul, ca deja sunt
pe larg utilizate in calitate de biofertilizatori si ca surse de enzime si pigmenti [84, 115, 124,
146, 164, 181, 209, 237]. Din punct de vedere fundamental, mecanismele de protectie utilizate
de cianobacterii in stresul oxidativ pot fi puse in aplicare pentru elaborarea strategiilor de
descifrare a imensei plasticitati metabolice si genetice a acestor organisme precum si pentru
dezvoltarea tehnologiilor de sporire a capacitatii de toleranta la stres a organismelor vii [128].

Studiul mecanismelor de protectie antioxidanta la cianobacterii a evidentiat mai multe cai,
prin care aceste organisme 1isi asigurd securitatea in mediul oxic. Astfel, in biomasa
cianobacteriilor sunt prezente substante, care actioneaza ca antioxidanti preventivi, care inhiba
reactiile de oxidare, si deci, previn procesul de formare a radicalilor liberi. O serie de compusi ai
biomasei actioneaza prin blocarea formarii radicalilor lipidici, protejand catenele acizilor grasi
contra rupturilor oxidative. Sunt de asemenea substante capabile de a rupe lantul reactiilor de
autooxidare, ori de a ”stinge” oxigenul singlet care apare ca rezultat al proceselor fotosintetice. O
seriec de componente ale biomasei cianobacteriilor actioneazd ca sinergiste pentru alti
antioxidanti celulari, ca agenti de reducere, ca factori de chelare a metalelor, ca inhibitori ai
enzimelor prooxidante [33, 123, 189].

Existd un numar mare de clasificéri a antioxidantilor, la baza fiind puse diferite principii de
actiune. In acest compartiment vom clasifica antioxidantii cianobacteriilor in dependenti de
masa lor moleculara. Astfel, in conformitate cu acest criteriu, existd doud clase de antioxidanti —
macromoleculari si micromoleculari.

Din categoria antioxidantilor macromoleculari fac parte atit antioxidanti enzimatici, cat si
nonenzimatici. Antioxidantii enzimatici, la randul lor formeaza doud categorii: enzime
antioxidante primare (peroxidazele, in special glutation peroxidaza; catalaza si superoxid
dismutaza) si enzime antioxidante secundare (reductazele si dehidrogenazele). Antioxidantii
macromoleculari non-enzimatici la cianobacterii sunt prezentati prin proteinele de chelare a
metalelor si grupul ficobiliproteinelor.

Din categoria antioxidantilor micromoleculari fac parte grupurile carotenoizilor,
clorofilelor, compusilor fenolici, aminoacizilor si peptidelor antioxidante (de exemplu
glutationul), precum si acidul ascorbic, vitaminele (A, E, C), cofactori ai enzimelor (Q10),

minerale (zinc si selenium), compusii azotati (de exemplu acidul uric) s.a. [33, 60, 192, 221].
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1.2.1. Antioxidantii macromoleculari ai cianobacteriilor

Pigmentii ficobilinici (sau ficobiliproteinele) sunt cunoscuti in calitate de componente
auxiliare ale structurilor ce asigura derularea normala a fotosintezei la cianobacterii, algele rosii
si unele criptomonade. Fiind caracterizati prin culori deosebite de cea a clorofilei, acestia sunt
capabili sd capteze lumina in diapazonul de lungimi de unda inaccesibile pentru pigmentii
clorofilieni. Astfel, fiind reprezentanti preponderent al mediilor acvatice, organismele inzestrate
cu ficobiliproteine au un randament mult mai inalt de utilizare a energiei solare. In acelasi timp,
a fost demonstrat, cd In conditii de stres oxidativ acesti compusi deosebiti au capacitatea de a
stinge radicalii liberi formati In exces, astfel protejand membranele tilacoidale de procesul de
peroxidaze, si deci, asigurand eficienta fotosintezei si supravietuirii culturii.

Pigmentii ficobilinici se clasifica in baza culorii lor in doua grupuri mari: ficoeritrinele
(rosii) si ficocianinele (albastre). Maximul de absorbtie al ficoeritrinelor se pozitioneaza intre
490 si 570 nm, iar cel al ficocianinelor — intre 610 si 665 nm. Aceste grupuri mari se divizeaza la
randul lor, reflectand diferentele intre proteine in anumite locatii ale maximului de absorbtie si
forma specifica a spectrului de absorbtie. La inceput, aceste grupuri definite prin litere in calitate
de prefixe (de exemplu C-ficocianina, sau abreviat C-PC (C-phycocyanin)) indica taxonul, la
care se refera organismul, din care a fost izolat pigmentul dat. De exemplu R-ficoeritrina (R-PR)
a fost izolata pentru prima data din reprezentantii filumului Rhodophyta. Cercetarile ulterioare
au demonstrat, ca tipul specific de pigment nu este obligatoriu restrictionat doar in limitele
taxonului respectiv.

Ficobiliproteinele sunt compuse dintr-un anumit numar de subunitati, fiecare din ele avand
0 axa proteica cu care cromoforul tetrapirolic linear formeaza legaturi covalente. Orice
ficobiliproteina contine fie ficocianobilina, fie ficoeritrobilina, ori mai poate contine una din trei
biline minore: ficourobilina, criptoviolina sau bilina 696 nm. Fiecare tip de biline are
caracteristici spectrale unicate, care se pot modifica ca rezultat al interactiunii dintre subunitati
sau dintre cromofor si apoproteina.

in majoritatea microalgelor ficobiliproteinele sunt aranjate in structuri subcelulare numite
ficobilisomi. Aceste structuri permit pigmentilor de a se aranja in structuri geometrice intr-0
maniera, care faciliteazd capturarea energiei si transferul ei. Toate ficobiliproteinele absorb
lumina incidenta direct, iar in continuate participa intr-un lant transportor de energie in
ficobilisomi: ficoeritrina — ficocianina — aloficocianila — clorofila a [51].

Interesul comercial fata de ficobiline vine de la posibilitatea utilizarii lor in calitate de
marcheri fluorescenti ai anticorpilor in diagnostica precoce a starilor canceroase, dar si in

domenii legate de producerea de coloranti naturali pentru industria alimentara si cosmetica.
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Ca antioxidanti eficienti ficobiliproteinele se manifestda in procesul de neutralizare a
radicalilor liberi. Astfel, a fost stabilit, ca acesti compusi elimina radicalii alcoxil, hidroxil si
peroxil. Efectul lor protector este exprimat prin protectia membranelor fiziologic active de
procesul de peroxidare [216]. Oxidarea peroxida a lipidelor se considera una din cauzele
principale a distrugerii membranelor celulare. S-a demonstrat ca ficocianina supreseaza
considerabil aceste procese in celulele organismelor vii. De asemenea, s-a constatat efectul
inhibitor al ficocianinei obtinuta din spirulind asupra reactiilor alergice in organism [202].

Cu toate ca producerea de ficobiliproteine In cianobacterii si alte organisme este
reglementatd genetic, limitele fiziologice de variere a continutului lor in biomasa sunt destul de
largi. Modificarea continutului de ficobiliproteine in componenta celulelor microalgelor si
cianobacteriilor este unul din mecanismele de rezistenta a acestor organisme la actiunea diferitor
factori. Astfel, o modificare esentiala a continutului de ficocianina si aloficocianina la Spirulina
platensis, Porphyridium cruentum, Nostoc linckia este inregistrata atat la actiunea diferitor
factor chimici, cum ar fi compusii coordinativi ai metalelor de tranzitie, cat si la actiunea
factorilor fizici de mediu, cum sunt temperatura si intensitatea luminii. [5, 6; 12 (p p. 30-53, 173-
215, 255-270), 14, 35].

Posibilitatea dirijarii procesului de acumulare a ficobiliproteinelor in biomasa
cianobacteriilor prin aplicarea unor procedee simplu de realizat si necostisitoare oferd avantaje
importante pentru utilizarea acestor organisme in calitate de materie prima pentru obtinerea
preparatelor cu efecte antioxidante.

Un rol foarte important in protejarea celulelor vii ale cianobacteriilor de actiunea
radicalilor liberi le revine proteinelor care realizeaza chelarea metalelor cu valenta variabila.
Aceste metale, in special cuprul si fierul, sunt parte componenta a reactiilor, in cadrul carora are
loc formarea radicalului hidroxil (reactiile Fento si Haber-Weiss) [187]. Stabilizarea ionilor
metalelor cu valenta variabila prin includerea lor in structuri inerte este o masurd de profilaxie a
formarii radicalilor liberi agresivi. Din categoria proteinelor pentru chelarea metalelor fac parte
transferinele sau proteinele asemandtoare transferinelor, care sunt prezente in abundentd in
membranele celulelor cianobacteriene si asigurd in mod normal aportul de fier intracelular. in
conditii de exces de fier in mediu si supraacumulare a ionilor de fier trivalent in celule,
transferinele formeaza cu acesti ioni legaturi puternice, blocand astfel actiunea lor negativa
[158].

Enzimele antioxidante primare — superoxiddismutaza (SOD), catalaza (CT) si peroxidazele
(POXx) — sun implicate direct in procesele de inlaturare a efectelor nocive ale stresului oxidativ

prin anihilarea actiunii SRO.
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SOD este prima bariera a arsenalului antioxidant impotriva speciilor de oxigen in curs de
formare. Enzima joacd un rol critic 1n atenuarea efectului toxic al radicalului superoxid. Rolul
protector al SOD la cianobacterii a fost demonstrat pentru astfel de situatii ca stdrile de
prejudicii fotooxidative, disecare, lipsa ori insuficienta de azot, prezenta substantelor toxice, ca
de exemplu colorantii azotici s.a. SOD catalizeaza reactia de dismutatie, transformand radicalii
superoxid in dioxigen si peroxid de hidrogen, care este mai putin activ si este scindat de alte
enzime. Existd trei tipuri distincte de SOD, clasificate pe baza cofactorului metalic prezent:
izozimele cupru / zinc (Cu / Zn-SOD), mangan (MnSOD) si fier (Fe-SOD). Cu/Zn SOD este
caracteristicd pentru citoplasma, iar Mn SOD este localizatd in mitocondriile formelor eucariote
de alge. In formele procariote, deci tipice pentru cianobacterii, a fost depistatd Fe SOD si Mn
SOD. Sinteza activd a SOD si cresterea activitatii asigurd supravietuirea organismului in conditii
de stres oxidativ [83, 132, 133, 148, 210, 241]. Nivelul sporit de SOD ofera un grad inalt de
toleranta organismelor aerobe in conditii atipice pentru ele [73, 74, 102]. Continutul inalt al SOD
in biomasa este un marcher biologic al unei stari de stres oxidativ si acest indice poate fi folosit
pentru aprecierea nivelului de influenta a unor factori nocivi asupra sistemelor vii.

CT — structurd hemica tetramerica - este cunoscuta ca prima enzima izolata in stare pura,
care realizeazi reactia de transformare a peroxidului de hidrogen in api si oxigen. In prezent se
cunosc 5 izoforme ale catalazei, care se deosebesc intre ele prin structura partii proteice.
Activitatea normald a catalazei asigura functionarea sistemului citocromic celular, fiind
implicatd si in procesul de fosforilare oxidativd. Concentratia substratului specific — a
peroxidului de hidrogen — nu este un factor limitativ pentru activitatea CT, actionand si in
conditii de supraproducere a peroxidului. O molecula de catalaza poate sd scindeze pana la
44 000 molecule de peroxid de hidrogen pe secundi. In mod normal catalaza este destul de
stabild, pastrandu-si activitatea un timp indelungat. In conditiile stresului oxidativ in celule se
inregistreaza o crestere semnificativa a actiunii CT [124, 210, 237, 241].

Substratul specific al peroxidazelor in celule il constituie peroxizii organici si peroxidul de
hidrogen. In celulele organismelor ce realizeazi fotosinteza - si deci inclusiv a cianobacteriilor —
in calitate de substrat al peroxidazelor sunt polifenolii si aminele aromatice.  Grupul
peroxidazelor este format din ascorbat — peroxidaza, NADH - peroxidaza, NADPH - peroxidaza,
glutation - peroxidaza, guaiacol - peroxidaza s.a. Functia acestui grup de enzime constd in
reducerea substratului specific mentionat péanad la formarea apei. Pe parcursul activitatii
peroxidazelor are loc oxidarea aminelor aromatice, anilinei, benzidinei, tirozinei, triptofanului,
indolului, acidului indolil acetic, fenolilor, acizilor aromatici, fierocitocromului C, NADPH . In

calitate de grup prostetic peroxidazele contin fieroporfirina.
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Cel mai intens studiatd din grupul peroxidazelor care realizeaza reducerea peroxidului de
hidrogen este ascorbat peroxidaza (APX), care utilizeaza ascorbatul in calitate de donor de
electroni [115]. APX este o enzima din grupul peroxidazelor hemice, care poate fi absenti la
unele cianobacterii. Pe baza prezentei sau absentei ascorbat peroxidazei cianobacteriile pot fi
clasificate in doua grupuri: (i) care reduc peroxidul de hidrogen cu participarea peroxidazei
folosind un fotoreducator ca donor de electroni, si (ii) care reduc peroxidul de hidrogen doar cu
ajutorul catalazei. Printre reprezentantii primului grup, care contin APX sunt genurile
Synechocystis, Anacystis, Synechococcus si Nostoc [128].

Activitatea glutation peroxidazei (GPX) este indusa enzimatic, de aceea cantitatea ei
depinde de intensitatea stresului oxidativ. GPX este o enzima seleniu - dependenta, care asigura
protectie fatd de hidroperoxizii organici si ajuta la regenerarea formei reduse a vitaminei C. Au
fost identificate 8 izoforme ale GPX. Functia GPX consta in mentinerea starii active a mai

multor enzime, care in celula se oxideaza spontan [75].

1.2.2. Antioxidantii cu masa moleculara joasa ai cianobacteriilor

Antioxidantii cu masd moleculard joasd constituie un grup foarte variat de substante
capabile sa asigure protectia celulelor de actiunea radicalilor liberi, prin blocarea formarii lor,
inhibarea radicalilor formati si repararea distrugerilor cauzate de stresul oxidativ. Acestia se
deosebesc dupa proprietatile chimice si localizarea in celula.

Cei mai cunoscuti, mai intens studiati, dar si cel mai activ aplicati in practica antioxidanti
naturali sunt carotenoizii. Exista o gama larga de carotenoizi naturali, actualmente fiind descrisi
peste 600 [103, 104]. Carotenoizii constituie un grup omniprezent de pigmenti izoprenoizi. Ei
sunt recunoscuti in calitate de stingatori eficienti a oxigenului singlet si captatori ai altor SRO.
Carotenoizii pot actiona, de asemenea, ca stingdtori ai proceselor de oxigenare ireversibila.
Mecanismele moleculare care stau la baza acestor reactii nu sunt inca pe deplin intelese, in
special in contextul activitatii anti si pro-oxidante a carotenoizilor care, desi nu sunt sintetizati
de oameni si animale, sunt, de asemenea, prezenti in sangele si tesuturile lor, contribuind la o
serie de procese biochimice. Potentialul antioxidant al carotenoizilor este de o importanta
deosebitd pentru sanatatea umand. Date provenind din studii epidemiologice si clinice sustin
postulatul ca suplimentarea adecvata cu carotenoizi naturali reduce semnificativ riscul unor
tulburari mediate de SRO. Sunt demonstrate efectele benefice (de protectie) a aportului alimentar
de carotenoizi in boli larg raspandite, tipice civilizatiei moderne, si anume, in cancer, tulburari

cardiovasculare sau de fotosensibilitate.
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In cianobacterii carotenoizii formeaza doui categorii de bazi: carotenele (molecule non-
oxigenate) si xantofilele (molecule oxigenate). Rolul acestor pigmenti constd in colectarea
luminii, disiparea excesului de lumina si stabilizarea structurilor celulare prin asigurarea
fotoprotectiei membranelor functionale. Efectul antioxidant al carotenoizilor este determinat de
prezenta legaturilor duble conjugate si inelelor hexenice nesaturate in structura moleculelor lor.
Carotenoizii cu noud si mai multe legaturi duble realizeaza stingerea radicalilor clorofilei prin
acumularea asupra lor a energiei si eliberarea ei in forma de caldura la relaxarea termica [113].
Procesul de ”stingere” are loc prin intermediul reactiilor chimice, transferului de energie,
formarea radicalilor proprii, ca radicalii peroxilipidici [84, 154, 200, 234].

Posibilitatea modelarii cantitatii carotenoizilor in biomasa cianobacteriilor prin aplicarea
procedeelor tehnologice, activitatea pronuntata in vivo pentru multi din ei, efectul prooxidant
minim sau lipsa lui completa — acestea sunt argumentele pentru continuarea studiilor orientate
spre elaborarea tehnologiilor de obtinere a preparatelor antioxidante pe baza carotenoizilor
naturali [8, 9, 117].

Tocoferolul sau vitamina E este un termen ce intruneste un grup de compusi, in care sunt
incluse opt forme derivate ce exercita activitate a-tocoferolica. Acesta este unul din cel mai bine
cunoscuti antioxidanti, utilizat in practica medicald si de cercetare mai multe decenii.
Tocoferolul rupe reactiile radicalice in lant, interactionand cu radicalul peroxil. Rezultatul
acestei reactii il constituie formarea radicalului tocoferil. Regenerarea acestui radical inapoi in
tocoferol are loc cu concursul ubichinonei, glutationului ori acidului ascorbic. Partea negativa a
aplicarii practice a acestui grup de antioxidanti constd in aceea, cd in mediul lipofil in
concentratii mari, aceste substante devin prooxidanti, care contribuie la ramificarea lantului
reactiilor de peroxidare lipidica [33]. Tocoferolii sunt depistati practic in toate tipurile de celule
vii, iar cantitatea lor este determinatd de conditiile de mediu si de starea fiziologica a celulelor
ori organismului. In cazul cianobacteriilor aceasta cantitate este determinata de etapa ciclului de
dezvoltare a culturii [32, 61].

Glutationul (GSH) este  cofactorul glutation peroxidazei, glutation transferazei,
dehidroascorbat reductazei — enzime cu actiune antioxidanta pronuntatd. Independent acest
compus de asemenea are proprietati antioxidante fiind o capcand directa pentru radicalul hidroxil
si oxigenul singlet. In componenta enzimei glutation peroxidaza participa la neutralizarea
peroxizilor, inclusiv a celor lipidici. Efectul direct al glutationului in calitate de antioxidant mai
este exprimat si prin regenerarea radicalului tocoferil in tocoferol, actionand astfel in mod
sinergist cu acest component si asigurand protectie antioxidantd eficientd in primul rand

membranelor, in care se localizeazi vitamina E [60]. In situatii experimentale un nivel sporit al
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GSH este Inregistrat atunci, cand organismul este supus actiunii factorilor de stres, iar in celule
survine starea de stres oxidativ. Marirea cantitatii de GSH in aceste conditii este o reactie de
raspuns orientatd spre anihilarea actiunii radicalilor liberi si altor SRO [185, 251].

Acidul ascorbic sau vitamina C este un cunoscut antioxidant care in vitro are capacitatea de
a neutraliza majoritatea radicalilor liberi si SRO. In vivo efectul antioxidant al acidului ascorbic
este determinata de sinergismul actiunii lui in tandem cu tocoferolul si glutationul, participand la
reactiile de transformari reciproce a formelor radical in forme stabile si invers. [60]. Ca si in
cazul tocoferolului, hotarul intre actiunea antioxidanta si cea prooxidanta este destul de efemera,
acest echilibru fiind sub un constant pericol de prabusire. In cazul acidului ascorbic factorul
destabilizator este prezenta metalelor cu valentd variabild in forma lor ionicd. In aceste conditii
ascorbatul devine prooxidant generand formarea metabolitilor toxici, inclusiv a radicalului
hidroxil. Un alt pericol, ce vine de la vitamina C pentru celulele vii provine din capacitatea
acesteia de a se autooxida cu formarea dehidroascorbatului, care afecteaza grav transductia de
semnal si Intreaga activitate vitala a celulelor [29, 117].

Coenzima Q (CoQ) sau ubichinona face parte din sistemul succinat-dehidrogenazic.
Activitate antioxidantd poseda forma redusa a coenzimei numitd ubichinol (CoQH;) care
reactioneaza cu radicalul superoxid si radicalii lipidici asigurand stingerea lor eficienta [129]. In
rezultatul acestor reactii se formeaza semichinona — un radical liber primar cu functie biologica
determinata, fiind un element structural si functional al lantului respirator transportor de
electroni. Actioneazd sinergist cu vitamina E, asigurdnd regenerarea radicalului tocoferil in
forma stabila a vitaminei.

Prezenta fenolilor - compusi in care grupa functionala -OH este legatd de un atom de
carbon ce apartine unui nucleu aromatic — a fost demonstrata pentru biomasa majoritatii speciilor
biotehnologic importante de cianobacterii si microalge [96, 103, 104, 127, 132, 133, 152].
Datorita proprietdtilor chimice specifice, fenolii sunt in esenta lor substante cu efect antioxidant
pronuntat. Efectul de anihilare a radicalilor liberi de catre compusii fenolici are loc in primul
rand, datorita capacitatii lor de a forma radicali fenoxil caracterizati prin grad inalt de stabilitate
— deci, actionand in calitate de spargatori ai lantului oxidativ. Pe langa aceasta au mai fost
depistate doud mecanisme specifice, prin care compusii fenolici se realizeazd ca antioxidanti
eficienti in celuld. Primul constd in chelarea ionilor metalici, iar cel de-al doilea constd in
patrunderea acestor compusi in bistratul lipidic al membranelor si modificarea fluiditatii
acestora. Pentru unii fenoli asa ca cvercitina, miricetina, fuzetina este caracteristica si actiunea
sinergistd in tandem cu alti antioxidanti recunoscuti, asa ca glutationul ori enzima glutation — S

— transferaza. Varietatea mecanismelor protectiei antioxidante prin care se pot implica compusii
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fenolici in protectia celulelor determina si gradul inalt de corelare intre cantitatea de fenoli in
biomasa si activitatea antioxidantd a acesteia [84, 96, 140]. Cantitatea fenolilor in biomasa
microalgelor si cianobacteriilor poate fi modificata prin actiunea diferitor procedee
biotehnologice, cum sunt actiunea factorilor chimici, modificarea intensitdtii luminii,
modificarea raportului dintre principalii nutrienti, actiunea temperaturilor mai inalte ori mai
joase decat cele optimale s.a. [127].

Astfel, cianobacteriile, fiind printre primele organisme fotosintetizante care au contribuit la
formarea atmosferei oxigenice a Pamantului au cea mai lunga istorie de formare si perfectionare
a mecanismelor, ce asigurd protectia eficientd a structurilor celulare de efectele negative ale
stresului oxidativ. Biomasa lor prezintd o varietate enorma de componente, ce poseda activitate
antioxidantd. De regula, efectul protector este asigurat de un complex policomponet in care
fiecare component are rolul sdu indispensabil. De aici vine si activitatea mai pronuntata a
sistemelor antioxidante complexe comparativ cu cea a substantelor pure. In special aceasta se
refera la rezultatele in vivo, fapt pentru care tot mai multi cercetatori pledeaza pentru complexe
antioxidante, iar eforturile se concentreazd pe descifrarea mecanismelor de interactiune a

elementelor complexului in asigurarea protectiei antioxidante.

1.3. Tehnologii de obtinere a antioxidantilor din cianobacterii

Importanta cianobacteriilor pentru naturd si om cuprinde doud aspecte diametral opuse.
Dintr-un punct de vedere, aceste organisme care numara peste 2000 specii joaca diverse roluri in
ecosistemele acvatice si terestre [193]. Cresterea excesiva a cianobacteriilor, asa numita inflorire
a apelor, reprezintd o amenintare serioasa la adresa ecosistemelor acvatice [82]. Acest fenomen
contribuie la degradarea calitatii apei si valoarea de agrement a lacurilor si altor bazine acvatice
[69]. Pe de alta parte, cianobacteriile ce populeaza apele potabile sunt recunoscute in calitate de
producitori de metaboliti secundari biologic activi cu diferitd structurd. In ultimul deceniu,
cianobacteriile au fost recunoscute ca o sursa majora de produse naturale, cu aplicatii potentiale
terapeutice in tratamentul cancerului, maladiilor metabolice, SIDA s.a. [151]. Metabolitii
cianobacteriilor sunt, de asemenea, explorati activ in calitate de compusi activi farmacologic,
utili in diagnosticul medical, unde pot fi aplicati in calitate de sonde fluorescente, nutraceutice si
suplimente alimentare si furajere. Este recunoscut, ca radicalii liberi sunt implicati in declansarea
unor maladii, cum ar fi ciroza ficatului, ateroscleroza, cancerul, diabetul, etc., iar compusii care
pot anihila radicalii liberi au un mare potential in ameliorarea acestor procese patologice [26].
Astfel, antioxidantii joacd un rol important in protejarea organismul impotriva deteriorarii

provocate de SRO. Antioxidantii sintetici utilizati frecvent, cum ar fi butilhidroxianizolul si
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butilhidroxitoluenul ascund potentiale riscuri pentru sanatate si se caracterizeaza prin toxicitate
inalta. Prin urmare, acestea trebuie sa fie inlocuite cu antioxidanti naturali [114].

In compartimentul precedent al acestui reviu au fost trecute in revista doar unele dintre
componentele biomasei cianobacteriene cu activitate antioxidanta pronuntata. Acestea pot fi atat
compusi cu masa moleculard mare, cat si cu masda moleculara joasd; pot fi hidrosolubili ori
liposolubili, se pot localiza in citozol, diferite compartimente celulare, inclusiv membrane
functionale, ori pot difunda in mediul extracelular. Tehnologiile de obtinere a antioxidantilor din
biomasa cianobacteriilor sunt determinate, in primul rand de scopul care sta in fata
producédtorului, de natura substantelor care urmeaza a fi obtinute si de tipul preparatului care este
solicitat in aceasti tehnologie. In linii generale, aceste tehnologii au la bazi principiul de
extragere a componentelor active, ce urmeaza a fi realizat in conditii care sd garanteze siguranta
produsului finit.

In acest sens, este necesar de a combina selectivitatea, inofensivitatea si rentabilitatea
procedeelor de extragere a principiilor bioactive cu actiune antioxidanta cu cerintele legale
privind utilizarea solventilor de grad alimentar si proceselor acceptate n acest sens. Tehnicile de
extractie traditionale precum Soxhlet, extractia solid-lichid, sau extractia lichid-lichid sunt
caracterizate prin utilizarea unui volum mare de solventi si/ ori prin durata mare a acestor
procese. Aceste tehnici adesea se caracterizeaza prin randament si Selectivitate mici. In plus,
extragerea cu aplicarea tehnicilor traditionale de obicei nu este un proces automatizat, si deci,
reproductibilitatea poate fi adesea compromisa. Tehnicile contemporane de extragere a
principiilor bioactive cum ar fi extractia in fluide supercritice, extractia cu lichid presurizat,
extractie cu solvent accelerat, extractia cu apa calda presurizatd, extractia asistatd de ultrasunete,
si extractia asistatd de microunde oferd un mod eficient de alternativa de depasire a problemelor
tipice pentru tehnicile de extragere traditionale [111].

Extractia in fluide supercritice (EFS) a fost aplicata in calitate de metoda alternativa de
extragere in 1879. Cu toate acestea, nu a fost aplicatd pe larg pana in anii 1960. Metoda a
inceput sa fie investigata, ca o alternativa a metodelor de extractie conventionale, cum ar fi
extractia solid-lichid ori lichid-lichid, care utilizeazd mari cantititi de substante chimice
periculoase, cum ar fi solventi clorurati [108]. EFS se bazeaza pe utilizarea solventilor la
temperaturi si presiuni mai mari decét cele ce corespund punctelor critice. Aceasta tehnica a fost
folositd anterior pentru a extrage o mare varietate de compusi interesanti din diferite materiale.
Una dintre cele mai valoroase caracteristici ale EFS este rata extrem de redusa (de multe ori la
zero) de utilizare a solventilor organici toxici. Dioxidul de carbon (CO;) este solventul cel mai

frecvent utilizat pentru a extrage compusi bioactivi din surse naturale utilizand EFS. CO; are 0
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serie de proprietati avantajoase pentru utilizare in extragerea antioxidantilor: este ieftin,
conditiile sale critice sunt usor de atins (30,9°C si 73,8 bari), este un solvent ecologic, care este
in general recunoscut ca fiind sigur pentru utilizare in industria alimentard. Principalul
dezavantaj al CO, supercritic este polaritatea scazuta, o problema care poate fi depasita prin
utilizarea modificatorilor polari sau a co-solventilor pentru a schimba polaritatea fluidului
supercritic si a mari puterea lui de solubilizare. Au fost propusi si alti solventi pentru EFS,
printre care propanul, butanul si eterul dimetilic, dar nici unul dintre acestia nu respecta toate
principiile chimiei si ingineriei ecologice la fel ca dioxidul de carbon. Avantajele utilizarii CO,
supercritic pentru extragerea antioxidantilor din biomasa cianobacteriilor include posibilitatea
de a regla cu usurintd temperatura si presiunea in sistem, ceea ce asigura controlul puterii si
viscozitatii extractului; posibilitatea de a obtine extracte libere de solventi, deoarece odata ce
procedura de extractie este finalizatd, depresurizarea sistemului transforma CO; din lichid in gaz,
ceea ce faciliteaza mult recuperarea extractului. Aceste proprietati determina utilizarea extinsa a
CO; supercritic pentru extragerea compusilor bioactivi, inclusiv a antioxidantilor. Din biomasa
cianobacteriilor (Arthrospira, Nostoc) prin aceastd metoda au fost extrasi compusi volatili,
lipide, produse saponificabile, compusi fenolici, tocoferol si alti compusi cu proprietati
antioxidante pronuntate [130, 252]. Pornind de la avantajele acestei metode originale, atunci
cand sunt prezente instalatiile respective, EFS este un procedeu avantajos de obtinere a
antioxidantilor din biomasa de cianobacterii cu un grad inalt de sigurantd a produsului finit.
Extractia in fluid presurizat (EFP) este, de asemenea, cunoscutd cu variatiile de extractie
in solvent de inaltd presiune, sau extractie acceleratda in fluid, extractie in apa fierbinte
presurizatda s.a. [169]. Aceastd tehnica a fost descrisa pentru prima datd in 1996. In EFP este
aplicata presiunea inaltd pentru a permite utilizarea de lichide la temperaturi mai mari decat
punctul lor de fierbere in conditii normale. Dintre acestea, extractia accelerata in lichid, care
poate fi consideratd o noua versiune a aparatului Soxhlet, dar care functioneaza la presiuni si
temperaturi ridicate, extractia cu apd de temperatura inaltd sunt tehnici promititoare de
extragere a substantelor bioactive din diferite materii prime. Utilizarea combinata a presiunii si
temperaturii ridicate asigura viteza inaltd a procesului si utilizarea cantitatilor minime de
solventi. De exemplu un proces, care prin aceastd metoda se realizeaza timp de 20 min folosind
10-50 ml solvent poate fi comparat cu o procedura de extractie traditionald in care sunt necesare
10-48 ore si pana la 300 ml solvent. Cresterea temperaturii de extractie poate promova
solubilitatea mai mare a compusilor de interes, in primul rand prin transferul mai eficient de
masa. In plus, temperaturile ridicate scad viscozitatea si tensiunea superficiala a solventilor,

facilitand accesul la zonele de interes ale matricelor, marind astfel rata de extractie. Pe de alta
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parte, EFP este larg recunoscutd ca o tehnica de extractie ecologica, in principal din cauza
consumului redus de solventi organici, care indeplineste perfect elementele de baza ale masurilor
de prevenire a poludrii si principiile chimiei si ingineriei ecologice. Variatii de extractie au fost
aplicate cu succes in extragerea diferitor grupuri de carotenoizi din biomasa cianobacteriilor,
precum si in extragerea complexelor fenolice din acest tip de biomasa. Aplicarea in calitate de
fluid presurizat a amestecurilor apa-etanol si apa-metanol asigura obtinerea extractelor cu o
activitate antioxidanta deosebit de inalta [146, 174].

Extractia in apa fierbinte sub presiune, de asemenea, cunoscutd sub numele de extractie in
apa subcritica, extractie in apd de polaritate scdzutd sub presiune, sau extractie in apa
supraincdlzitd este un caz particular al metodei EFP. Apa are multe avantaje in ceea ce priveste
universatilitatea si impactul asupra mediului si poate fi utilizata in procese de extractie si izolare
a ingredientelor functionale din diferite materii prime, inclusiv plante si deseuri alimentare.
Tehnica se bazeaza 1n utilizarea apei la temperaturi peste punctul de fierbere atmosferic, in timp
ce pastrarea in stare lichidd are loc prin aplicarea presiunii inalte. In aceste conditii, proprietitile
fizice si chimice ale apei se modificd dramatic, de exemplu, constanta dielectricd a apei scade
de la aproximativ 80 la temperatura camerei (25°C) la aproximativ 33 la 200°, adica, aproape de
cea a unui solvent organic polar cum ar fi metanolul. Mai mult decat atat, viscozitatea si
tensiunea superficiala scad odatd cu cresterea temperaturii, in timp ce difuzia creste, ceea ce
impreuna duce la imbunitatirea procesului de extractie in termeni de eficient si viteza. In plus,
solubilitatea este, de asemenea, modificata de temperatura, favorizand astfel solubilizarea unor
altfel de compusi prin modificarea selectivitatii acestora. Apa este, de asemenea, un solvent
ecologic pur, care poate fi utilizat, perfect cu respectarea normelor de chimie si inginerie
ecologica [236, 242]. Conditiile de realizare a tehnicii extractiei in apa fierbinte sub presiune
depind in principal de compusii tinta si aplicatiile tintd. De exemplu, conditiile supercritice sau
conditiile aproape critice pot fi utilizate pentru oxidarea in apa supercritica, hidroliza, si
transformadrile moleculare, cum ar fi conversia biomasei, in timp ce conditiile subcritice sunt
ideale pentru extragerea compusilor benefici sdnatatii, inclusiv antioxidantilor. Din biomasa
cianobacteriilor aceasta metoda de extragere asigura obtinerea in primul rand, a extractelor cu
continut inalt de ficobiliproteine [103,104].

Extractia asistata de ultrasunet (EAU) si extractia asistata de microunde (EAM) sunt doua
tehnici ecologice foarte actuale. Tehnica EAU foloseste cavitationarea acustica pentru a provoca
perturbarea peretilor celulari, reducerea dimensiunii particulelor, si Tmbundtatirea contactului
intre solvent si compusii tintd. Tehnica EAM utilizeaza radiatii de microunde care cauzeaza

miscarea moleculelor polare si rotatia dipolilor pentru a incdlzi solventul si pentru a promova
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transferul compusilor tintd din matricea probei in solvent [256]. Ambele metode ofera
posibilitatea de a utiliza mai multi solventi cu polaritati diferite. De fapt, ambele tehnici asigura
o extractie extrem de rapida, cu evitarea degradarii compusilor labili. Ambele tehnici sunt rapide,
folosesc cantitati mici de solventi si sunt rentabile. Prin urmare, dezvoltarea ambelor metode ar
putea reprezenta un punct cheie in dezvoltarea tehnologiilor durabile de obtinere a produselor
antioxidante. Aceste doud tehnici, in special EAU este aplicatd pentru a obtine compusii
antioxidanti liposolubili, iar compararea eficacitatii acestei metode cu EFS a aratat, ca acestea
actioneaza practic la parametri egali [149].

Tehnologiile elaborate, aprobate in practica de cercetare si propuse pentru aplicare
industriald permit recuperarea unor produse calitative din biomasa cianobacteriana. In acelasi
timp, necesitatea aplicdrii unui echipament costisitor si a unor chimicale scumpe limiteaza din
punct de vedere economic aplicarea lor industriald [15]. In prezent existd cerere pronuntati din
partea diferitor companii in ceea ce tine de tehnologiile simple, ieftine si eficiente de obtinere
din biomasa vegetald a preparatelor antioxidante, dar in pofida eforturilor considerabile ale
cercetatorilor numarul de implementari in acest domeniu este destul de redus, ceea ce denota

necesitatea unor propuneri mai atractive pentru producere.

1.4. Utilizarea antioxidantilor din cianobacterii

Cianobacteriile produc o varietate enorma de substante cu actiune antioxidantd in scopul
de a se proteja de efectele negative generate de SRO. Extragerea si utilizarea lor in calitate de
remedii profilactice ori terapeutice ofera celulelor organismului uman posibilitatea de a se
proteja de actiunea radicalilor liberi [221]. Din gama largd de produse antioxidante ale
cianobacteriilor cele mai cunoscute pentru efectele lor benefice sunt compusii fenolici,
vitaminele C si E, carotenoizii si ficobiliproteinele [37, 47] .

Ficobiliproteinele (ficoeritrina, ficocianina si aloficocianina) din componenta biomasei
cianobacteriilor, in primul rand a spirulinei, se utilizeazd pe larg datorita proprietatilor
remarcabile ca coloranti si marcheri fluorescenti [184]. Fiind complet lipsiti de toxicitate, in
calitate de coloranti acestia pot fi parte componentd a alimentelor, inclusiv a celor care sunt
destinate copiilor si grupurilor de populatie cu necesitati speciale, precum si in componenta
produselor cosmetice, inclusiv a celor hipoalergice. Datoritd emisiei fluorescente specifice
ficobilinele din biomasa cianobacteriilor, dupa purificarea lor, sunt aplicate pentru realizarea
diferitor tehnici de microscopie fluorescenta, teste biomedicale de imunodiagnosticd, in care
apar In calitate de marcheri specifici siguri pentru sdnatatea omului. Datoritd actiunii

antioxidante ficobiliproteinele se manifestd ca agenti antiinflamatori, care reduc edemul, scad
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nivelul histaminelor, activitatea mieloperoxidului, precum si nivelul prostaglandinei PGE; si
leucotrienei LTB, in tesuturile inflamate [117]. In sistemele vii acesti pigmenti au actiune de
inhibitie a radicalilor hidroxil, alcoxil si peroxil. Ficocianina reduce de asemenea si nivelul
factorului necrozei tumorilor (TNF-) si are efect neuroprotector. In prezent acesti compusi sunt
propusi pentru utilizarea in terapia fotodinamica a tumorilor [216]. Aceste substante isi au
efectul lor benefic si in prevenirea starilor canceroase in calitate de remediu profilactic [126,
131].

p-carotenul — pigment prezent in toate cianobacteriile este aprobat spre utilizare in
componenta alimentelor si produselor cosmetice 1In statele care dezvoltd intens
ficobiotehnologia, asa ca SUA, Israelul, Austria, Germania, Portugalia s.a. Pornind de la
utilizarea lui in calitate de colorant, pe durata mai multor cercetari s-a demonstrat, ca acest
pigment, fiind inclus in formule alimentare ori cosmetice ofera nu numai culoare, ci si protectie
contra procesului de oxidare acelui produs, in componenta ciruia se regiseste. In cercetirile
biomedicale si clinice a fost demonstrat, ca S-carotenul este indispensabil in asigurarea unui
nivel normal al vederii, dar si a statutului imun la om, este un remediu profilactic eficient in
cazul cancerului, aterosclerozei, maladiilor coronariene s.a. Plasma sangvind a omului in mod
obligatoriu contine caroten, in timp ce celulele corpului sunt incapabile de a realiza sinteza
acestui compus. Deci, fiind un element esential, aportul lui cu alimentele este strict necesar. De
aici reiese cerinta inaltd fatd de acesti compusi pe piata mondiald. Cantitatile de carotenoizi
comercializati anual se estimeaza valoric la peste 800 min dolari USA [27].

Extractele din cianobacteriile Spirulina platensis, Nostoc linckia, poseda actiune
hipolipemianta, antioxidanta, antiinflamatoare si sunt indicate in hipercolesterolemie, maladii
cardiovasculare, infectii virale, s.a. [57, 182].

Majoritatea obiectelor ficologice, care au fost introduse in procesul de producere
industriald prezintd un grad inalt de siguranta atat pentru organismul uman, cat si pentru mediul
ambiant. In anul 2011, Comitetul de Experti in domeniul Informarii despre Suplimentele Dietice
(DSI-EC Dietary Supplements Information Expert Committee) al Conventiei Farmacopeice a
SUA a apreciat spirulina pentru cel mai Inalt posibil grad de siguranta si a declarat consumul de
spirulind absolut sigur pentru om, ceea ce este un argument suplimentar in utilizarea resurselor
acvatice preferential celor terestre in procesul de obtinere a antioxidantilor pentru uzul uman ori
animal [15].

Biomasa cianobacteriilor contine cantitati importante de enzime antioxidante, chiar daca
nu sunt superproducdtori ai acestor substante, compusi fenolici activi, aminoacizi si oligopeptide

cunoscute prin efectele lor antioxidante. Consumul de biomasa ori de preparate obtinute in baza
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ei constituie un beneficiu pentru sanatatea omului, cu conditia ca sunt luate sub control aspectele
ce tin de prezenta elementelor toxice ori cu efect prooxidant. Odatd cu cresterea continua a
cererii pentru noi surse de antioxidanti naturali in studiu sunt incluse tot mai multe specii de
cianobacterii. Nostoc linckia, care si-a avut intrebuintare doar in calitate de biofertilizator, ori ca
produs alimentar in zone geografice foarte mici, poate deveni un obiect ficobiotehnologic de
valoare pentru obtinerea produselor antioxidante, atat datoritd componentei biomasei, cat si

cerintelor minime in procesul de cultivare industriala.

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. In prezent sunt dezvoltate si implementate numeroase tehnologii de crestere intensivi a
diferitor specii de microalge si cianobacterii, care sunt utilizate in diferite domenii ale economiei.
Printre cele mai intens studiate n acest sens sunt speciile de Dunaliella, Arthrospira si
Haematococcus. Cianobacteriilor din genul Nostoc li se atrage o atentiec mult mai mica, cu toate
ca acestea sunt extrem de nepretentioase, au o ratd de crestere acceptabild pentru cultivare
industriala si o componenta valoroasa a biomasei.

2. Biomasa cianobacteriilor prezintd o varictate enormd de componente, ce poseda
activitate antioxidantd; efectul protector al carora este asigurat de sinergismul acestora.
Sistemele antioxidante complexe se caracterizeaza prin activitate mai inaltd comparativ cu cea a
substantelor pure. In special, aceasta se referi la rezultatele in vivo, fapt pentru care tot mai multi
cercetatori pledeaza pentru complexe antioxidante, iar eforturile majore se concentreaza pe
descifrarea mecanismelor de interactiune a elementelor complexului in asigurarea protectiei
antioxidante.

3. Actualmente existd cerere pronuntata din partea diferitor companii in ceea ce tine de
tehnologiile simple, ieftine si eficiente de obtinere din biomasa vegetala a preparatelor
antioxidante, dar in pofida eforturilor considerabile ale cercetatorilor, numarul de implementari
in acest domeniu este destul de redus, ceea ce denotd necesitatea unor propuneri mai atractive
pentru producere.

4. Nostoc linckia este un obiect biotehnologic de perspectiva pentru obtinerea preparatelor
complexe cu efect antioxidant si antiradicalic datorita faptului ca biomasa contine cantitati
biotehnologic importante de ficobiliproteine si polizaharide sulfatate, dar si de carotenoizi,
compusi fenolici, glutation, enzime antioxidante primare si secundare, chelatori ai metalelor.

5. Tehnologiile complexe de obtinere a antioxidantilor din biomasa de Nostoc linckia
trebuie sa includa atdt etapele traditionale ce asigurd producerea de biomasa, dar si cele de

extragere a componentelor active si de valorificare a deseurilor produse.
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Problema de cercetare, care a fost formulata in rezultatul studiului bibliografic consta in
identificarea elementelor-cheie a procesului biotehnologic de cultivare a cianobacteriei Nostoc
linckia cu scopul producerii preparatelor cu efect antioxidant si de valorificare a reziduului de
biomasa.

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare constau in depistarea compusilor si a
procedeelor specifice, care asigurd activarea sistemelor de protectie antioxidanta in cultura de
nostoc si actiunea carora nu se asociaza cu acumularea produselor degradarii oxidative;
elaborarea tehnologiilor de obtinere a preparatelor complexe cu efect antioxidant si antiradicalic
din biomasa de nostoc, crescuta in conditii de sinteza dirijata; elaborarea tehnologiilor de
utilizare a reziduului de biomasd rdmas dupa extragere in cadrul bionanotehnologiilor si
tehnologiilor moderne de protectie a mediului ambiant.

Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei complexe nonpoluante de cultivare a
cianobacteriei Nostoc linckia, de obtinere a preparatelor cu efect antioxidant.

Obiectivele lucrarii sunt: Monitorizarea modificarilor biochimice si activitatii antioxidante
a biomasei si extractelor din ea pe durata dezvoltdrii culturii statice de Nostoc linckia;
Evidentierea indicatorilor biotehnologici cu tangentd la ciclul vital, utili pentru obtinerea
preparatelor antioxidante din biomasa de Nostoc linckia; Stabilirea parametrilor biotehnologici
optimi de extragere si pastrare pe termen lung a componentelor cu efect antioxidant din biomasa
de nostoc; Elucidarea particularitatilor modificarii continutului de componente antioxidante in
biomasa cianobacteriei Nostoc linckia in conditii de stres oxidativ indus prin actiunea compusilor
componentelor antioxidante; Elaborarea tehnologiei complexe de cultivare a Nostoc linckia, de
obtinere a preparatelor cu efect antioxidant si de utilizare a reziduului de biomasa in calitate de

matrice pentru bionanosinteza si in calitate de biosorbent in purificarea mediului.
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2. ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA SI COMPONENTA BIOCHIMICA A BIOMASEI
DE NOSTOC LINCKIA PE DURATA CICLULUI VITAL

Speciile, inclusiv cele de cianobacterii supravietuiesc azi doar datoritd faptului ca sunt
adaptate 1n spatiu si timp la mediul lor fizic, geologic, chimic si biologic. Ele se adapteaza
continuu, si deci, evolueaza, ori in caz contrar dispar. Adaptarile obtinute sunt extrapolate si In
cazul transferului culturilor de cianobacterii in conditii tehnologice, atunci cand sunt supuse
standardizarilor in scopul obtinerii biomasei si produselor de extragere. In conditii tehnologice
orice cultura parcurge aceleasi etape care impreund formeaza ciclul de dezvoltare al culturii
discontinue sau ciclul vital. Ciclul vital este o expresie generalizata a adaptarii speciei in baza
celei mai rudimentare expresii ale paternului de specie. Determinativele genetice ale ciclului
vital prezinta un lant de dovezi ale supravietuirii speciei pe parcursul istoriei evolutive. [15, 59,
229]. Evaluarea ciclului vital este importantd si pentru aprecierea fezabilitatii energetice si
ecologice a proceselor biotehnologice cu implicarea cianobacteriilor. Studiul, evaluarea si
aprecierea ciclului vital presupune nu doar monitorizarea modificarii numerice, ci si schimbarile,
care intervin 1n activitatea fiziologica a celulelor si se exprima in modificéri biochimice, care pot
fi detectate prin aplicarea unor teste uzuale.

In conditii metabolice normale, cianobacteriile, ca unicele procariote capabile de
fotosinteza, produc in mod constant oxigen molecular, iar in procesul respiratiei necesita
prezenta acestuia ca acceptor final de electroni. Aceste procese redox sunt corelate cu formarea
speciilor reactive de oxigen SRO (superoxid anionul O,*, peroxidul de hidrogen H,O, radicalul
OH® si oxigenul singlet lOz), considerate drept produsi inevitabili ai prezentei oxigenului
molecular in celuld. In consecintd, principalele surse generatoare de SRO la cianobacterii sunt
lantul fotosintetic si cel respirator transportor de electroni, si insusi fotosistemul I si fotosistemul
IT la nivelul membranelor tilacoidale. Orice conditie fiziologica (de exemplu varsta culturii,
exigentele de mediu) ce induce un dezechilibru in ansamblul de reactii producédtoare de putere
reducatoare (NADPH) si de energie (ATP) va genera specii reactive de oxigen, iar efectul lor
cumulativ va determina instalarea unui stres oxidativ. Din moment ce starea redox a celulei si
lantul transportor de electroni moduleaza multe procese celulare esentiale, si SRO sunt o parte
integranta a unor retele de semnalizare, nivelul celular al diferitelor specii reactive de oxigen
trebuie sa fie bine controlat. Pentru a mentine statutul antioxidant pe parcursul cresterii si
dezvoltarii, cianobacteriile adoptd numeroase mecanisme care 1si gasesc expresia in modificéri in
antenele lor colectoare, evolutia in tranzitiile de stare, schimbari in stoichiometria PS II la PS 1,
disiparea excesului de energie pe cale non-fotochimica de catre pigmentii accesorii ca
ficobiliproteine si, drept bariere mai avansate - enzime pentru detoxicare, activarea unor gene,
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respectiv aparifia unor noi produse de biosintezd implicate 1n rezistentd si asigurarea
supravietuirii [71, 135]. Nu in ultimul rand, caracterele morfologice ale cianobacteriilor
filamentoase (teaca mucopolizaharidica, hormogoniile, achinetele, heterocistele) intervin ca si
factori de adaptare la conditiile de mediu si determina initierea proceselor de migrare (evadare)
si motilitate, precum si aparitia unor compartimente caracteristice ce preiau anumite functii cand
este afectati integritatea celulard. In consecinti, multitudinea de strategii intreprinse de
cianobacterii pentru a stopa formarea ori propagarea SRO se reflectd in activitatea biosintetica a
culturii. Astfel, intensitatea sintezei componentelor cu actiune antioxidanta si antiradicalica se
modifica esential pe parcursul ciclului de dezvoltare al culturii. Raportul cantitativ al acestor
principii biologic active determind caracterul actiunii antioxidante a biomasei §i respectiv a
extractelor sau a preparatelor complexe obtinute in baza acestei biomase. In scopuri
biotehnologice este foarte importanta stabilirea perioadelor de recoltare optime pentru obtinerea
unui complex antioxidant eficient.

Ciclurile vitale implica strategii de crestere cu utilizarea diferitor medii la diferite etape.
Diferite specii se caracterizeazd In acest sens prin variate adaptari, care in esenta lor sunt
destinate asigurdrii cresterii culturii. Cresterea numericd poate fi apreciatd ca diviziune a
celulelor individuale sau ca crestere in marime a coloniilor/trihoamelor atat din contul maririi
numadrului de celule ca rezultat al diviziunii, cat si din contul producerii polizaharidelor, ce
prezinti o matrice pentru structura spatiald formata. In dependenta de specie, in timp de o zi pot
avea loc in mediu de la 1 la 3 diviziuni. In linii generale, cu cat volumul individual al celulelor
este mai mare, cu atat rata de crestere a culturii este mai inaltd, dar in dependenta de conditii,
chiar in cadrul unei si aceleiasi tulpini de cianobacterii rata de crestere pe durata ciclului vital
poate varia in limite foarte largi. In conditii naturale ciclul vital este determinat de un complex
polifactorial care include cantitatea de nutrienti si biodisponibilitatea lor, fotoperiodismul,
calitatea si cantitatea luminii, temperatura, salinitatea, turbulenta si alte caracteristici de mediu.
Astfel, In conditii naturale pentru marea majoritate a culturilor este caracteristica o alternanta a
fazelor de crestere activa si a celor de repaos, ultimele fiind o adaptare la conditiile nefavorabile
de mediu. In conditii de laborator ori cele industriale povara majorititii factorilor variabili in
naturd este scoasd prin mentinerea artificiald a unor conditii mai mult ori mai putin constant,
determinante devenind caracterele ereditare, care determind procesele de reproducere si
dezvoltare in conditiile unui mediu constant limitat. Astfel, scopul prezentului capitol consta in
monitorizarea modificarilor biochimice si evolutiei statutului antioxidant al culturii statice a

cianobacteriei Nostoc linckia pe parcursul ciclului vital in conditii de laborator si industriale.
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2.1. Materiale si metode de studiu

Obiect al studiului a fost tulpina cianobacteriei Nostoc linckia (Roth) Born et Flah CNM-
CB-03 depozitata in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a R. Moldova.

Pentru cultivare mediul de nutritie Gromov 6 optimizat cu urmatoarea componenta:
macroelemente (g/l) - KNOs-0,5 K,HPO,-0,45, NaHCO3-0,05, MgSO,4-7H,0-0,1, CaCl,-0,11.
microelemente (mg/l) - ZnSO,4-7H,0 - 0,05, MnSO,4 - 2, H3BO3 - 0,85, (NH4)sM070,4-4H,0-
2,25, FeSO, - 7H,0 - 4, Co(NOs),-H,0 - 0,009, EDTA - 4,75.

Cultivarea a fost efectuatd in baloane Erlenmayer cu mentinerea urmatorilor parametri:
pH-ul 6,8-7,2, temperatura 25-27 °C, intensitatea luminii de 2000-3000 Ix, agitare periodica
lenta. Cantitatea de inocul a fost de 0,2 g/l in recalcul la BAU. Prelevarea de probe s-a efectuat
cu strictete la intervale de timp de 24 ore, pentru a exclude variatiile circadiene care intervin in
statutul oxidativ al culturii microalgale.

Determinarea productivitatii nostocului a fost efectuata spectrofotometric in baza curbei
de calibrare, ce reprezinta corelatia dintre densitatea optica si cantitatea de BAU:

BAU (g/L) = 0,88 - Ese0 - 1 )

unde:

0.88 — coeficientul de recalcul a BAU

Esqo — densitatea optica a probei la 590 (0 <E <0.2),

1 - dilutia probei.

In continuare, biomasa nostocului se separa prin centrifugare de lichidul cultural timp de 6
min la 4000 rotatii per minut, se spald timp de 3-5 min cu solutie de acetat de amoniu de 2,0-
2,5% pentru inldturarea sarurilor minerale, stabilitd dupa “pierderea” fractiei de molecule medii
din celule, la spalarea cu solutie de diferite concentratii.

Obtinerea extractelor. Extractul hidric si cel alcoolic au fost obfinute prin extragere in apa
distilata si, respectiv, in alcool de 96 % reiesind din raportul biomasa (mg): extractant (ml) de
5:1. Aceste tipuri de extracte permit extragerea unui complex antioxidant care contine fractiile
lipo - si hidrosolubile, iar efectul antioxidant final al extractelor este unul sumativ. Extractul
hidric - biomasa cianobacteriana a fost dezintegratd prin congelare-decongelare repetata.
Extragerea se face in apa distilata. Extractul etanolic - extragerea a fost efectuata timp de 24 ore
la temperatura camerei in tuburi din masa plastica tip Eppendorf, la agitare continua. Extractele
obtinute au fost separate de biomasa prin centrifugare si pastrate la temperatura +4°C.

Determinarea capacitatii antiradicalice cu utilizarea radicalului DPPH'. Radicalul
DPPH" (1,1 difenil-2-picril hidrazil) de culoare violeta, utilizat in calitate de substrat, este redus
prin aditionare de atomi de hidrogen cu obtinerea de 1,1 difenil-2-picril hidrazind de culoare
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galbend. Pentru determinarea activitatii antioxidante a solutiilor hidrice si etanolice obtinute din
biomasa Nostoc linckia se prepara solutia etanolica de 0,6 uM DPPH" (radical). Pentru aceasta
2.4 mg DPPH se dizolva in 100 ml etanol. Solubilizarea este anevoioasa si se efectueaza cu
utilizarea agitatorului magnetic. Se obtine solutia DPPH cu absorbanta de 0,62-0,66. Stabilitatea
solutiei este de maximum 6 ore. Amestecul reagent consta din 0,3 ml solutie etanolica extract
antioxidant si 2,7 ml solutie DPPH (sau 0,1 ml proba la 3 ml reagent DPPH). Probele se
amestecd bine prin agitare. Incubarea se petrece la intuneric la temperatura camerei, timp de 60
minute. Incubarea peste 60 minute este inutild. Absorbanta se masoara la lungimile 515- 517 nm
(maximumul inregistrat). In calitate de proba oarbid se utilizeazi etanolul in concentratia
corespunzatoare in care este solubilizat 0,3 ml extract antioxidant pentru a exclude componenta
color a probelor propriu-zise. Reducerea valorilor extinctiei (% Inhibitie) a solutiei de DPPH se
calculeaza conform ecuatiei:

% Inhibitie =(Abst=o - AbSt=60 min)/AbSi=o * 100, (@)

unde Absi=omin este valoarea absorbantei solutiei 0,06 mM DPPH si Absi=0 min €Ste valoarea
absorbantei solutiei DPPH" dupa 60 min incubare cu extractele antioxidante [28, 34].

Determinarea capacitdtii antiradicalice cu utilizarea radicalului cation ABTS™. Metoda
de determinare a capacitatii antiradicalice cu aplicarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-
6-acidului sulfonic) este cunoscuta si utilizatd pe larg pentru stabilirea activitatii antioxidante a
substantelor, indiferent de natura lor [201]. In baza metodei date se determini activitatea
antioxidantd atdt a substantelor pure, cit si a complexelor antioxidante. Radicalul ABTS este
generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acidului sulfonic), iar reducerea
lui are loc prin mecanismul de aditionare de electroni. In calitate de echivalent pentru calculul
cantitativ in aceastd metoda se utilizeaza troloxul, compus cu activitatea antiradicalica similara
tocoferolului, dar care, fiind lipsit de lantul fitil, este hidrosolubil. Rezultatele testului pot fi
exprimate in % Inhibitie (pentru compararea rezultatelor in interiorul testului) si TEAC (trolox
equivalent antioxidant activity) pentru compararea cu antioxidantii de alta natura.

Oxidarea ABTS 1n scopul formarii radicalului cation ABTS se realizeaza cu utilizarea
persulfatului de potasiu. Pentru aceasta se prepara solutia stoc a reagentului ABTS de 7 mM in
apa deionizatd, la care se adaugd persulfatul de potasiu in concentratia de 2,45 mM in raport de
1:1. Reactia de formare a radicalului ABTS decurge la intuneric, la temperatura camerei timp de
cel putin 12-16 ore. Solutia de lucru se prepara din solutia stoc de ABTS, care se dizolva in
etanol sau apa distilatd pand la stabilizarea valorii absorbantei la 0,700 + 0,020 unitati la

lungimea de unda de 734 nm.
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Amestecul reactant consta din 0,3 ml extract antioxidant si 2,7 ml solutie ABTS. Reactia
de reducere decurge la temperatura camerei timp de 6 min, iar procentul de inhibitie se
calculeaza conform ecuatiei:

% Inhibitie =(Abst=o - AbSt=g min)/AbSi=o * 100, 3)

unde Absi=omin este valoarea absorbantei de 0,700 + 0,020 la 734 nm a solutiei ABTS ", iar
ADbSi=6 min este valoarea absorbantei dupa incubare.

Valoarea indicelui TEAC este exprimata in mM Trolox/g(mg) substantd activa (biomasa),
utilizand curba de calibrare pentru Trolox. Intervalul liniar pentru curba de calibrare este de 20 -
1000 xM Trolox (r? = 0,9976).

Evaluarea capacitatii de reducere a reagentului Folin-Ciocalteu [150, 223] are la baza
transferul de electroni produs in mediul alcalin cu reducerea complexului acid
fosfomolibdenic/fosfovolframic in rezultatul cdruia are loc formarea cromogenului care se
determina spectrofotometric. Din solutia Folin-Ciocalteu de 4N se prepara solutia de lucru prin
diluarea reagentului de 10 ori cu apa bidistilata.

La extractele antioxidante (0,3 ml) se adauga 1,5 ml reagent Folin-Ciocalteu si 1,2 ml
carbonat de sodiu de 7,5%. Amestecurile se agitd si se incubeaza timp de 5 min la 50°C. In
proba martor in loc de extract se adauga solventul corespunzator (etanolul, apa). Dupa racirea
probelor se masoara absorbanta lor la 760 nm. Capacitatea de reducere a radicalului Folin -
Ciocalteu se exprima in echivalent acid galic la mg/g substantd activa sau biomasa. Curba de
calibrare pentru acidul galic este lineara in intervalul 0,01-0,1 mg/ml (n=6, r’=0,999).

Evaluarea capacitatii antioxidante prin metoda reducerii reagentului fosfomolibdenic
(CRFM). in baza testului CRFM activitatea antioxidanti a probei se determini indirect,
spectrofotometric, in baza reactiei de oxido-reducere, in timpul careia are loc reducerea Mo(VI)
in Mo(V) cu formarea complexului verde fosfat/Mo(V) si are la baza transferul de electroni in
mediul acid. Utilitatea metodei date consta in posibilitatea testarii antioxidantilor solubilizati in
solventi foarte variati, cu grad diferit de polaritate [194]. Reagentul fosfomolibdenic se prepara
reiesind din urmatoarea compozitie: 0,6 M acid sulfuric, 28 mM sodiu fosfat s1 4 mM amoniu
molibdat. Pentru realizarea testului la 0,3 ml solutie etanolica extract antioxidant se adauga 2,7
ml solutie reagent fosfomolibdenic. Amestecurile se incubeaza la 95°C timp de 90 min. Probele
se ricesc pana la temperatura camerei, se masoard extinctia lor la 695 nm. In calitate de control
negativ se utilizeaza solventul. Capacitatea antioxidantd se exprima in mg trolox la g substanta
activa sau biomasa. Calculul se efectueaza in baza curbei de calibrare pentru trolox. Deoarece
metoda datd presupune testarea activitdtii antioxidante a extractelor etanolice, testului CRFM

sunt supuse doar extractul hidro-etanolic de 55% si cel etanolic.
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Estimarea gradului de peroxidare a lipidelor (testul dialdehidei malonice). Pentru
aprecierea nivelului de dialdehidd malonicd (DAM) in biomasa de nostoc se procedeaza in
modul urmator: la 1 ml biomasa cu concentratia de 5 mg/ml se adaugda 2 ml solutie acid
tiobarbituric de 0,65% preparat in solutiec 20% acid tricloracetic. Amestecul reactant este supus
incubarii la 95°C timp de 20 min. Probele se ricesc si se determina densitatea optica la lungimile
de unda de 532 nm si 600 nm. Absorbanta determinata la 600 nm exclude turbiditatea
nespecifica [100].

Determinarea cantitativa a ficobiliproteinelor a fost efectuata conform metodei
spectrofotometrice elaborata de Boussiba si Richmond in modificatia [245, 246]. Metoda este
bazatd pe determinarea absorbantei extractului hidric, obtinut in rezultatul procedurii de
congelare-decongelare repetata a biomasei de nostoc standardizate dupa concentratie.
Absorbanta extractelor a fost masurata la lungimile de unda 565, 620 si 650 nm, ce reprezinta
maximumul de absorbtie a ficoeretrinei, ficocianinei si aloficocianinei, respectiv, iar

concentratiile au fost calculate folosind ecuatiile 4-6:

Ficoeretrina (mg/ml) = [Esgs — 0.572 (Eg20) + 0.246 (Egs0)] / 5.26 4)
Ficocianina (mg/ml) = [Eg20 — 0.666 (Ess0)] / 3.86 (5)
Aloficocianina (mg/ml) = [Egso — 0.05 (Eg20)] / 4.65 (6)

unde: E este coeficientul de extinctie, masurat la 565, 620 si 650 nm.

Continutul de ficobiliproteine sumare in biomasa de nostoc s-a determinat prin suma
cantitatii de ficoeretrina, ficocianina si aloficocianina [77].

Continutul de proteine in biomasd, a fost determinat spectrofotometric prin metoda
propusa de Lowry [147]. Metoda se bazeaza pe extractia proteinelor cu NaOH 0,1N. La 0,1 ml
proba (biomasa de nostoc 5,0 mg/ml) s-a adauga 0,9 ml NaOH 0,1N si timp de 30 min are loc
extractia. Dupa care din solutia data s-a luat 0,1 ml si s-a adaugat 0,4 ml apa distilata si 2,0 ml
amestec (reactiv A - carbonat de sodiu 2% in 0,IN hidroxid de sodiu - si reactiv B - sulfatul de
cupru 0,5% de citrat de sodiu 1,0%, care s-a preparat prin amestecarea a 49,0 ml reactiv - cu 1,0
ml reactiv B s-a agitat bine si s-a lasat in repaos 10 min la temperatura camerei. Apoi s-au
adaugat 0,2 ml reagentul Folin si s-a agitat energic. Proba s-a lasat timp de 30 min pentru
dezvoltarea coloratiei si s-a masurat absorbanta solutiei la spectrofotometru la lungimea de unda
750 nm in cuve cu grosimea stratului de 1,0 cm.

Continutul de proteine in % din BAU s-a determinat dupa formula:

E750°5020,32+100%/m, (7) (7)

unde: E7so — absorbanta probei la lungimea de unda 750 nm;

0,32 — coeficientul de recalcul a cantitatii de peptide in mg/ml;
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50 — dilutia probei

m — masa probei absolut uscate (mg).

Continutul de glucide a fost determinat prin metoda colorimetrica cu utilizarea reactivului
antronic, standard-D-glucoza [288, 292]. Metoda este bazatd pe deshidratarea hexozelor in
prezenta acidului sulfuric concentrat, urmat de condensarea acestora cu antron, care rezultd cu
obtinerea unei coloratii albastre-verzui. In scopul dat la 0,25 ml proba supusa cercetirii s-au
adaugat 2,50 ml solutie antron (50,0 mg antron recristalizat in 100,0 ml H,SO, de 66%).
Amestecul s-a agitat minutios, apoi eprubetele s-au transferat pe baia cu apa in fierbere si s-au
lasat in decurs de 30 min. Apoi, eprubetele cu probe s-au racit sub apa curgatoare si s-au lasat la
intuneric pentru expozitie timp de 30 min. Solutiile colorate s-au colorimetrat la fotocolorimetru
la lungimea de unda de 620 nm in cuve de 0,5 cm.

Continutul de glucide s-a determinat dupa formula:

E62001001,25/m, (8)

unde: Ego - absorbanta solutiei la lungimea de unda 620 nm;

1,25 — coeficientul de recalcul a cantitatii de glucide in mg/ml;

m — masa probei absolut uscate, mg.

Determinarea cantitativa a lipidelor generale S-a realizat prin metoda colorimetrica,
bazatd pe determinarea produselor de degradare a lipidelor utilizdnd setul de reagenti: acizii
sulfuric si fosforic concentrat, vanilind (LAHEMA) [38, 112, 121]. In scopul mentionat la 0,5 ml
proba (concentratia 7,0 mg/ml) s-a adaugat 1,5 ml H,SO4(c). Proba s-a supus hidrolizei la baia
de apa timp de 10 minute. Apoi proba s-a racit pana la temperatura camerei. La 0,5 ml de
hidrolizat colectat s-a adaugat 1,5 ml amestec fosfovanilinic (trei parti HsPO,4(c) amestecat cu o
parte solutie 0,6% de vanilina cu apa). Dupa agitare s-a lasat la Intuneric timp de 45 minute la
temperatura camerei. Extinctia s-a masurat la fotocolorimetru, la lungimea de unda de 560 nm in
cuva de 10,0 mm.

Continutul de lipide generale s-a calculat conform formulei:

Eseo*1002/0,96°m, (9)

unde: Esgo - absorbanta solutiei la lungimea de unda 560 nm;

0,96 — coeficientul de recalcul a cantitatii de lipide generale (mg/ml);

m — masa probei, (mg).
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2.2. Modificarea cantititii si calitatii biomasei de Nostoc linckia pe durata ciclului vital in
conditii de producere si de laborator

Culturile microbiene statice sunt caracterizate prin stabilitatea ciclului vital, care poate fi
reflectat in forma unui grafic — curba de crestere. Cunoasterea evolutiei populatiei microbiene
are o deosebitd importantd pentru stabilirea perioadelor de recoltare industriala atat a biomasei,
cat si a metabolitilor primari §i secundari. Productivitatea este unul din parametrii principali ce
caracterizeaza cresterea si dezvoltarea cianobacteriilor [17].

Anterior au fost efectuate astfel de cercetari pentru cultura de Porphyridium cruentum si
cea de Haematococcus pluvialis [11, 15]. Porfiridiumul are acelasi tip de comportament pe
durata ciclului vital atat in conditii standard, cat si in conditii de stres oxidativ, dar amplitudinea
modificarilor care au loc in activitatea antioxidanta a extractelor este mai pronuntatd in conditii
de stres. Conform rezultatelor obtinute, modificarea producerii de biomasa (reducere, sporire) pe
durata celor trei faze ale ciclului vital al hematococului — celule mobile verzi, cisti bruni si cisti
rosii demonstreaza cd 1n conditii de stres oxidative provocat de compusii coordinativi ai
cobaltului cu bazele Shiff are loc o acumulare intensa de biomasa, iar in conditii de stres are loc
0 acumulare mai pronuntatd a carotenoizilor [11]. Sinteza carotenoizilor intervine drept unul din
factorii de bazad care determind statutul antioxidant al microalgei. Acumularea lor in exces
prezinta o reactie de raspuns a celulelor la prezenta complexelor metalice care provoaca stare de
stres oxidativ. De asemenea producerea de carotenoizi prezintd un raspuns de neutralizare a
radicalilor liberi, care se formeaza in avalansa in asemenea conditii. In cazul hematococului pe
durata ciclului vital doar o analizd comparativd a proceselor de acumulare a biomasei si de
sinteza a carotenoizilor poate oferi o informatie veridica despre starea culturii. Evidentierea
etapelor vulnerabile ale ciclului vital nu este posibila doar in baza unui singur indicator — a
cantitdtii de biomasa la momentele reale de timp studiate. Din aceste considerente evaluarea
productivitatii urmeaza a fi realizatd doar in paralel cu alti indicatori, care caracterizeaza starea
functionali a celulelor. In cazul microalgei Haematococcus pluvialis un astfel de indicator este
cantitatea de caroten in biomasa la etapa de celule verzi, iar la etapa de aplanospori — cantitatea
de aplanospori [11].

In cazul nostocului care se caracterizeazi prin varietate mare a componentelor biomasei se
monitorizeazd atat procesul de acumulare a biomasei, cat si modificarea continutului
principalilor compusi din componenta acestei biomase. Aceste modificari pot oferi informatii

utile despre statutul biomasei de nostoc pe durata dezvoltarii culturii statice.
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In reprezentarea grafici a dinamicii acumulirii de biomasi in cultura statici de Nostoc
linckia, in conditii de laborator si de producere pot fi evidentiate fazele specifice, cunoasterea
cirora are o importanti majora pentru biotehnologie (Figura 2.1). In conditii de laborator se
porneste de la un unocul de 0,2 g/L, iar in cele industriale — de la 0,4 g/L, ceea ce este dictat de

specificul aplicarii sistemelor industriale.
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Fig. 2.1. Acumularea biomasei pe parcursul ciclului vital la Nostoc linckia in conditii de

laborator si de producere

In conditii de laborator faza lag, in cursul cireia are loc reprogramarea metabolici a
culturii, In cazul nostocului este redusa la limite imperceptibile, deoarece a fost utilizat un inocul
consistent, iar inocularea acestuia s-a facut in mediu de cultura identic cu cel in care a fost
cultivata cultura din inocul. Faza de latentd, ca si faza de accelerare a ritmului de crestere nu pot
fi inregistrate ca fluctuatii a cantitatii de biomasa in conditii de laborator.

Altfel stau lucrurile in conditii de producere. Am mentionat deja, ca in conditii industriale
adaptarea culturilor are loc mai lent deoarece conditiile industriale nu sunt identice conditiilor de
obtinere a inoculului. Ca rezultat, primele doud faze ale ciclului vital in conditii industriale se
depisteaza cu usurintd, avand o exprimare clasica in lipsa ori ritmul extrem de lent al diviziunii
celulare si cresterii numerice.

Pentru cultura statica de Nostoc linckia faza de multiplicare exponentiald in conditii de
laborator este progresiva pana la ziua a 9-a de cultivare, iar in conditii de producere — pana la
ziua a 10-a, ceea ce presupune o crestere a culturii la o ratd constantd pana la epuizarea
substantelor nutritive din mediul de cultivare. La sfarsitul fazei exponentiale se evidentiaza o

perioada de incetinire a ritmului de crestere a tulpinii, dupa care cultura intrd in faza stationara
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(rata de crestere 0). In conditii de producere faza stationari este de durati mai lungi. Daci
cultura de laborator intrd in faza de declin incepand cu ziua a 12-a, cultura industriala si la cea de
a 13-a zi de cultivare este in faza stationarad stabila. Ciclul vital al culturii statice de Nostoc
linckia releva un model de crestere caracteristica, iar durata optima din punct de vedere
biotehnologic este de 12 zile in conditii de producere, si 10 zile in conditii de laborator.

Pe durata ciclului vital se modifica si continutul biochimic al biomasei de nostoc, iar de
aici si caracterul actiunii antioxidante a biomasei si respectiv a extractelor sau a preparatelor
complexe obtinute in baza acestei biomase. In scopuri biotehnologice este foarte importanti
stabilirea perioadelor de recoltare optime pentru obtinerea unui complex antioxidant eficient. in
continuare au fost studiate modificarile cantitative in principalele componente ale biomasei de
nostoc (lipide, glucide, proteine, ficobiliproteine, fenoli). Pentru a monitoriza ce schimbari
intervin pe parcursul ciclului vital la nivelul activitatii biosintetice au fost determinate
principalele componente ale biomasei de nostoc la fiecare 24 ore de cultivare. in Figura 2.2 sunt
prezentate rezultatele privind dinamica continutului de fenoli in biomasa de nostoc pe parcursul

ciclului vital.
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Fig. 2.2. Cantitatea de fenoli in biomasa de Nostoc linckia pe durata ciclului vital in

conditii de laborator si de producere

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 cultivarii si la finele
acesteia atdt in conditii de laborator, cit si in cele de producere. Conditiile industriale se
caracterizeaza prin mentinerea nivelului initial inalt de fenoli timp de 3 zile din momentul
inoculrii si printr-o tendinti constanti de crestere in faza stationard. In conditii de laborator

cresterea nivelului de fenoli in biomasa are loc doar la intrarea culturii in faza de declin.
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Ficobiliproteinele constituie o componentd importantd a biomasei de nostoc. Fiind
pigmenti fotosintetici (auxiliari) acestia, de rand cu clorofila si carotenoizii, determind
intensitatea proceselor de biosintezd a materiei organice, si deci, asigura cresterea biomasei
celulare. Cantitatea ficobiliproteinelor totale in biomasa de Nostoc linckia in ambele cazuri
precautate este in ascensiune usoard de la inoculare si pana la finele etapei de crestere
exponentiald, dupa care cantitatea lor in biomasa incepe sa scada, ceea ce corespunde scaderii

intensitatii fotosintezei in faza stationara si inceputul celei de declin (Figura 2.3).
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Fig. 2.3. Cantitatea ficobiliproteinelor totale in biomasa de Nostoc linckia pe durata

ciclului vital in conditii de laborator si de producere

Aceste rezultate de fapt reflecta fluctuatiile procesului de fotosinteza, care au loc cel mai
intens in etapa de crestere exponentiald a culturii. Ca urmare, anume in acest interval de timp
cantitatea pigmentilor auxiliari fotosintetici este maximala.

Cu toate ca fatd de alte cianobacterii biomasa de Nostoc linckia contine o cantitate mai
joasa de proteine, importanta acestora, ca si in orice tip de celuld este una vitala. Fluctuatiile
calorice ale cantitatii de proteine poate reflecta acumularea ori utilizarea substantelor de rezerva,
activarea ori inhibarea activitatii enzimatice s.a. Cantitatea de proteine in biomasa nostocului
este maximald 1n primele doud zile de cultivare atat in conditii de laborator, cat si in cele de
producere si se mentine la un nivel inalt pdna la jumatatea 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. Rezultatele sunt prezentate in Figura 2.4.
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Fig. 2.4. Cantitatea proteinelor in biomasa de Nostoc linckia pe durata ciclului vital in

conditii de laborator si de producere

Rezultatele obtinute pentru cantitatea de proteine in biomasa de nostoc de-a lungul ciclului
vital incd o datd confirma perioadele optimale pentru recoltarea biomasei. Astfel, in conditii de
laborator la ziua a 12-a de cultivare cantitatea de proteina scade simtitor, deci recoltarea unei
biomase calitative trebuie efectuata mai devreme, asa cum am recomandat anterior — la ziua a
10-a din momentul inocularii.

Compusii glucidici prezintd fractia majora a biomasei de nostoc. Pe langa functiile tipice
pe care le au acesti compusi 1n celuld, in cazul nostocului acestia mai sunt si componentele
structurale ale capsulei celulare, strans atasate de peretele celular. Functia de baza ale acestor
polizaharide este de a proteja celulele de nostoc de disecare. Specia Nostoc linckia, fiind o specie
edafica se confrunta n naturd adesea cu acest fenomen, iar pe durata procesului evolutiv,
formarea unei capsule strans atasate de peretele celular este un mecanism eficient de protectie si
adaptare. Capsula celulard are rol de structura de protectie si fata de alti factori nefavorabili. De
exemplu, aceasta asigura supravietuirea celulelor in medii cu concentratii inalte de compusi cu
toxicitate 1naltd, cum ar fi, de exemplu, metalele grele. Rolul protector al compusilor glucidici
constd in sorbtia toxicantilor pe site-urile active si diminuarea pe aceastd cale, a impactului lor
asupra celulelor. Fiind un component al biomasei cu rol de protectie, in conditii normale
fluctuatiile cantitative a glucidelor nu ar trebui sa fie observate.

Rezultatele obtinute pe durata studiului ciclului vital la Nostoc linckia confirma acest lucru
(Figura 2.5).
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Fig. 2.5. Cantitatea glucidelor in biomasa de Nostoc linckia pe durata ciclului vital in

conditii de laborator si de producere

Din figurd se vede, cd pe durata ciclului vital in conditii de laborator se inregistreaza
fluctuatii neinsemnate in cantitatea de glucide din biomasa de nostoc. In cazul conditiilor de
producere in primele zile se inregistreaza o scddere esentiald a acestui indiciu, cu pana la 34%
fata de conditiile de laborator. Pe durata fazei cresterii exponentiale se pastreazd de asemenea un
nivel mai jos cu peste 30 % a glucidelor. Explicatia este in conditiile industriale de crestere, care
includ sisteme cu malaxoare care in permanenta misca fluxurile de mediu cu celule de nostoc, iar
in acest proces are loc dispersarea treptata a straturilor exterioare in mediul nutritiv. In conditii
de laborator acest fenomen de asemenea are loc, dar la cote incomparabil mai mici fatd de
conditiile de producere.

Ultimul component al biomasei monitorizat in acest compartiment al lucrarii sunt lipidele.
Cianobacteria Nostoc linckia face parte din speciile cu continut redus de lipide, acestea alcatuind
pani la 3 % din biomasa absolut uscati. In asemenea cantititi, lipidelor le revine in special
functia de parte componenta a membranelor celulare si a celor functionale, in deosebi, pe care
sunt localizati ficobilisomii. Rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 2.6. Se observa
mentinerea unui nivel stabil al lipidelor in biomasa de nostoc pe intreaga durata a ciclului vital.
In conditii de laborator se observa o usoara crestere a cantitatii de lipide, ceea ce este tipic pentru
culturile in faza de declin si in proces de degradare.

Astfel, putem concluziona, cd atat in conditii de laborator, cat si in conditii de producere
cultura statici de Nostoc linckia prezinti fazele tipice culturilor microbiologice. In conditii de
producere are loc lungirea fazei stationare, fard elemente specifice declinului culturii. In conditii

de laborator, datoritd transferului de culturd in conditii similare cu cele pentru obtinerea
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inoculului, faza de latentd este practic imperceptibila, iar in conditii de producere are aspect

clasic cu lipsa completa a cresterii culturii.
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Fig. 2.6. Cantitatea lipidelor in biomasa de Nostoc linckia pe durata ciclului vital in

conditii de laborator si de producere

Cele mai inerte componente ale biomasei de nostoc pe durata ciclului vital sunt glucidele si
lipidele. Cantitatea acestora, in special pe durata fazei de crestere exponentiald si stationara
ramane constantd. Cantitatea proteinelor totale si a ficobiliproteinelor descreste in a doua
jumatate a fazei exponentiale de crestere. Astfel, pe durata ciclului vital modificarile cantitative
ale principalelor componente ale biomasei de nostoc au limite destul de restranse, ceea ce
caracterizeaza cultura de Nostoc linckia ca una cu grad ridicat al homeostaziei. Acest lucru
usureaza semnificativ manipularea culturii in conditii industriale si simplificd procedurile din

cadrul tehnologiilor aplicate.

2.3. Modificarea activitatii antioxidante a extractelor din biomasa de Nostoc linckia pe
durata ciclului vital

Anterior a fost demonstrat, cd valorile testelor antioxidante coreleazd cu componenta
biochimica a extractelor care se supun testarii [10, 11, 15]. Cel mai semnificativ dintre studiile
efectuate in laboratorul Ficobiotehnologie este exemplul culturii de Haematococcus pluvialis. in
cazul acestei culturi extractele etanolice din biomasa sunt practic monocomponente, deoarece in
cazul fazei de celule verzi acesta este prezentat prin B-caroten, iar in cazul aplanosporilor — prin
astaxantini. In asemenea conditii intre valorile testului ABTS si continutul de carotenoizi in
extracte este o corelare foarte stransa, coeficientul de determinare fiind mai mare de 0,9. In

asemenea conditii este absolut suficientd determinarea acestor doi carotenoizi la etapele
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respective pentru a putea face o concluzie reala despre starea culturii, fie in conditii normale, fie
in cele de stres oxidativ indus [10]. In cazul altor culturi, inclusiv de Nostoc linckia este necesar
de efectua testele antioxidante a extractelor, care se caracterizeaza prin componenta variata, iar
nici unul din componentele lor nu este determinat in formarea valorilor capacitatii de inhibitie a
radicalilor.

Pornind de la scopul care std in fata procesului tehnologic de producere a biomasei de
cianobacterii si microalge, este foarte important sa cunoastem situatia la moment pentru toti
parametrii care au tangenta la acest scop. In cazul nostru, este necesar de a obtine un echilibru
intre cantitatea de biomasa obtinuti si activitatea antioxidanti in ea. In aceastd parte a lucrarii
sunt reflectate rezultatele cercetarilor orientate spre stabilirea activitatii antioxidante a extractelor
din biomasa de nostoc pe durata ciclului de dezvoltare. Au fost aplicate mai multe metode de
determinare a activitatii antioxidante, care in prezent sunt aplicate pentru diferite tipuri de
extracte vegetale si care scot in evidentd diferite mecanisme de actiune a antioxidantilor din
componenta biomasei. Initial potentialul antioxidant al extractelor din biomasa de nostoc a fost
evaluat cu aplicarea a doi radicali nonbiologici DPPH si ABTS™. Reducerea radicalilor DPPH' si
ABTS™, care indicd acumularea substantelor cu efect antioxidant, se face in baza mecanismului
transferului de hidrogen (H’) si electroni (e7). Rezultatele obtinute pentru cultura crescuta in

conditii de laborator sunt prezentate in Figura 2.7.
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Fig. 2.7. Activitatea antiradicalica a extractelor hidrice din biomasa de Nostoc linckia

(conditii de laborator) pe parcursul ciclului vital

Testul DPPH' este util pentru a compara sau pentru a monitoriza evolutia activitatii
antioxidante in obiectele biologice ori pentru a determina eficienta tipului de solvent utilizat

pentru a extrage componentele antioxidante. A fost stabilit, ca pe durata ciclului vital, valoarea
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activitatii antioxidante a fractiilor hidrosolubile din biomasa de nostoc obtinutd in conditii de
laborator oscileaza in limitele a 24,6-35,1 % inhibitie radical DPPH". Fluctuatiile ce se produc pe
parcursul perioadei de cultivare, determinate de o majorare sau o sciadere a procentului de
inhibitie de la aceste valori, evidentiazad necesitatea adaptarii culturii de nostoc in fazele de
crestere si, respectiv, raspunsul antioxidant al culturii la modificarile metabolice cauzate de
procesele de crestere si dezvoltare.

Cele mai mari valori se inregistreaza dupa 24 ore de la inoculare — 34,1% inhibitie, si pe
durata zilelor 4-7 ale ciclului de cultivare (30,5-35,1% inhibitie), ce caracterizeaza faza
exponentiald de crestere a nostocului consideratd una cu activitate biosinteticd sporitd. O
inhibitie pronuntatd a radicalului DPPH" in prima zi dupa inocularea culturii (de la 24,6 %
inhibitie pana la 34,1 % inhibitie), se explica prin activarea mecanismelor de adaptare metabolica
la noile conditii ale mediului. Faza de accelerare a ritmului de crestere (ziua a 3-a) este marcata
de o crestere a inhibitiei radicalului DPPH" de la 28,7 la 33,2 %, iar faza de incetinire a ritmului
de crestere care precede faza stationara (ziua a 8-a) se caracterizeaza prin scaderea nivelului de
reducere a radicalului DPPH" de 1a 35,1 % la 28.2 %. Totodati, la ziua a 10-a de cultivare, cand
cultura este pe platou, fractiile hidrosolubile au manifestat o inhibitie de 32,8 % a radicalului
DPPH’. Modificarile produse in etapa de declin au influentat potentialul antioxidant al biomasei
si, ca rezultat, extractele hidrice obtinute la ziua a 12-a de cultivare au prezentat cele mai mici
valori de 24 % inhibitie radical DPPH".

A fost stabilit ca rezultatele testului DPPH aplicat in studiul extractelor hidrice din biomasa
de Nostoc linckia coreleaza cu fazele de crestere. Valorile maxime ale testului DPPH au fost
inregistrate in prima zi (faza lag), ziua a 4-a (inceputul fazei de crestere exponentiald), ziua a 7-a
(mijlocul fazei exponentiale) si ziua a 10-a (faza stationara).

Astfel, prin salturi ale inhibitiei radicalului DPPH" sunt marcate momentele cruciale in
dezvoltarea culturii de nostoc — trecerea de la o conditie fiziologica la alta. Rezultatele obtinute
confirma faptul ca testul DPPH reflecta obiectiv modificarile statutului antioxidant ale fractiilor
hidrosolubile din biomasa nostocului.

Extractele hidrice obtinute in baza biomasei de nostoc au manifestat, de asemenea, o
capacitate inaltd de reducere a radicalului cation ABTS"" pe durata intregului ciclu vital. Ca si in
cazul testului DPPH, testul ABTS permite sesizarea fazei de latentd la inceputul ciclului vital.
Astfel, extractele hidrice obtinute din biomasa de nostoc, colectatd in prima si a doua zi de
cultivare, au manifestat un nivel comparativ redus de inhibitie a radicalului ABTS"" (65,5 si 66,5

% inhibitie, respectiv). La ziua a 3-a de cultivare — faza accelerarii cresterii — se observa un salt
! p >
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negativ al puterii de inhibitie a radicalului pana la valoarea initiala din momentul inoculdrii —
59,1%. In faza de crestere exponentiald 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 radical ABTS™. De
remarcat ca valorile inregistrate in faza exponentiala de crestere a cianobacteriei Nostoc linckia
corespund cu rezultatele altor cercetatori, care au fost obtinute in screening-ul activitatii
antioxidante a unor tulpini de cianobacterii si microalge. Astfel, a fost stabilit ca extractele din
Nostoc muscorum asigurd un nivel de aproximativ 70 % inhibitie radical ABTS™ [218].

Cresterea activitatii antioxidante determinata prin testul ABTS, incepand cu ziua a 4-a de
cultivare, este specifica fazei de crestere exponentiald, caracterizatd prin intensificarea activitagii
biosintetice si, respectiv, prin formarea de SRO, ceea ce intensificd sinteza componentelor
antioxidante. In faza stationard, extractele hidrice manifesta o activitate antioxidanta de 66-69 %
inhibitie radical ABTS™.

Acelasi tip de analizd a fost realizat si pentru cultura de nostoc crescutd in conditii

industriale. Rezultatele pentru testele DPPH si ABTS sunt prezentate in Figura 2.8.
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Fig. 2.8. Activitatea antiradicalica a extractelor hidrice din biomasa de Nostoc linckia

(conditii de producere) pe parcursul ciclului vital

Similar biomasei obtinute in conditii de laborator, fluctuatii evidente ale activitatii
antioxidante sunt caracteristice fazei de latentd (cu cresterea activitdtii antiradicalice fata de
ambii radicali testati). In cazul testului DPPH avem o activitate antiradicalici practic pe intreaga
durati a fazei de crestere exponentiali si a perioadei stationare. In cazul testului ABTS se atesta
aceiasi situatie, cu exceptia cd mijlocul fazei de crestere exponentiale este marcat printr-o

crestere de scurta duratd a activitatii antiradicalice fatd de radicalul cation. Putem spune cé in
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conditii de producere, odata stabilizata, cultura de Nostoc linckia se caracterizeaza prin indici de
activitate stabili, ceea ce este foarte convenabil in cazul transferului tehnologic.

In continuare, a fost studiatd activitatea antioxidantd a extractelor etanolice obtinute din
aceeasi biomasa de nostoc pe durata ciclului vital. Testele DPPH si ABTS releva un nivel mai
mic de inhibitie a radicalilor nonbiologici comparativ cu cel inregistrat de extractele hidrice, iar
activitatea antioxidanta nu este marcata de fluctuatii valorice importante pe parcursul fazelor de

.....

culturii (Figura 2.9).
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Fig. 2.9. Activitatea antiradicalica a extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia

(conditii de laborator) pe parcursul ciclului vital

In cazul testului DPPH, activitatea antioxidanti a extractelor etanolice din biomasa de
nostoc a inregistrat un procent mediu de inhibitie de aproximativ 14-17 % pe durata ciclului
vital. Valorile testului ABTS sunt cuprinse in limitele 33-37 % inhibitie in faza exponentiald de
crestere. Se observa o stabilitate a activitatii antioxidante prezentata de extractele etanolice din
biomasa de nostoc. Prin urmare, ponderea componentelor antioxidante solubile in alcool poarta
un caracter stabil si constant care nu ar depinde de etapa de dezvoltare a culturii statice. La etapa
de initiere a cresterii culturii, testele DPPH si ABTS reflecta o singurd modificare evidenta pe
parcursul careia are loc o crestere spectaculoasa in prima zi (cu 20 % in cazul testului ABTS), ce
se explica prin aceleasi mecanisme de adaptare metabolica ca urmare a inoculdrii culturii.
Decalajul inregistrat in etapa de declin a culturii (26 % inhibitie radical ABTS™) se explici prin

activarea proceselor de deteriorare a componentelor celulare ca rezultat al imbétranirii culturii
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Din biomasa obtinuta in conditii de producere de asemenea au fost obtinute extractele
etanolice si au fost efectuate testele DPPH si ABTS. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
Figura 2.10.
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Fig. 2.10. Activitatea antiradicalicd a extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia

(conditii de producere) pe parcursul ciclului vital.

Cin conditii de producere, ca si in cele de laborator, se inregistreazi un salt specific al
activitatii antiradicalice pe durata perioadei de latenta, atata timp cat are loc adaptarea culturii la
noile conditii, dupa care ambele teste inregistreaza valori destul de stabile.

Rezultatele acestor doud teste (DPPH si ABTS) demonstreaza, ca cultura de nostoc in
conditii de laborator manifestd un comportament mai variat in ceea ce tine de acumularea
componentelor antioxidante hidro- si etanolsolubile. Astfel, prin fluctuatii valorice se manifesta
perioada de latenta, inceputul si mijlocul fazei de crestere exponentiald, perioada de declin. In
conditii de producere este evidentd o singura variatie a capacitatii de reducere a radicalilor liberi
la inceputul ciclului vital. Dupd ce cultura s-a adaptat la noile conditii de mediu, activitatea
antiradicalica a extractelor hidrice si etanolice din biomasa de nostoc raméan stabile pana la finele
experientei. Astfel, in zilele a 10-12-a de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia in conditii de
producere se mentine practic acelasi nivel al biomasei si a activitdtii antioxidante a acestei
biomase, ceea ce este util in producere.

Pentru a verifica cele constatate cu aplicarea testelor ABTS si DPPH in extractele etanolice
a fost determinata capacitatea de reducere a reagentului fosfo-molobdenic, care permite
evidentierea activitatii antioxidante a componentelor lipofile ale extractelor. Rezultatele pentru
extractul din biomasa de nostoc obtinuta in conditii de laborator sunt prezentate in Figura 2.11.

Testul CRFM de asemenea evidentiazd perioadele sensibile pe durata ciclului vital al

nostocului. Astfel, in faza de latentd capacitatea de reducere scade de 2,0-3,7 ori, dupa care
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urmeaza o crestere foarte semnificativd — de 2,9 ori fatd de nivelul initial care se atesta la ziua a
4-a — care corespunde inceputului fazei cresterii exponentiale. Dupa aceasta nivelul de reducere
a reagentului fosfo-molibdenic se mentine stabil la valori intre 52 si 72 mg echivalent acid
ascorbic la gram de biomasa. Inceputul perioadei de declin este asociatd cu sciderea radicala a

activitatii antioxidante a extractului etanolic — de 2,7 ori fata de ziua precedenta (a 11-a).
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Fig. 2.11. Capacitatea de reducere a reagentului fosfo-molibdenic - CRFM (eq acid
ascorbic, mg/g BAU) a extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia (conditii de

laborator) pe parcursul ciclului de cultivare.

Rezultatele obtinute pentru extractul etanolic din biomasa de nostoc obtinutad in conditii de

producere sunt prezentate in Figura 2.12.
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Fig. 2.12. Capacitatea de reducere a reagentului fosfo-molibdenic - CRFM (eq acid

10 11 12

ascorbic, mg/g bm) a extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia (conditii de producere)

pe parcursul ciclului de cultivare.
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In conditii de producere are loc aceeasi sciadere esentiald a capacitatii antioxidante a
extractului din biomasa aflatd in faza de latentd si o crestere foarte semnificativd la inceputul
fazei cresterii exponentiale. Dupa ziua a patra de cultivare activitatea antioxidanta a extractelor
etanolice din biomasa de Nostoc linckia ramane la acelasi nivel pana la sfarsitul experientei.

Experientele descrise mai sus au demonstrat, ca cei mai stabili parametri pentru cultura de
nostoc in conditii de laborator se obtin la ziua a 10-11-a de cultivare, ce corespunde fazei
stationare. Aceastd perioadd se caracterizeaza prin cel mai Tnalt nivel al biomasei si cea mai
stabila activitate antiradicalica si antioxidanti. In conditii de producere, perioada de recoltare a
biomasei in aceleasi scopuri poate fi extinsd cu mai multe zile, demonstrat in lucrare — pana la
ziua a 12-a. Deci, din punct de vedere economic, termenii indicati sunt cei mai avantajosi,
ramane insa de stabilit daca biomasa obtinuta este sigura pentru utilizarea ulterioard. Anterior a
fost demonstrat, ca calitatea biomasei poate fi apreciatda in baza testului de determinare a
produselor peroxidarii lipidelor — testul DMA [15]. Din aceste considerente pe durata ciclului

vital a fost monitorizat nivelul DAM in biomasa (Figura 2.13)
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Fig. 2.13. Nivelul DAM 1in biomasa de Nostoc linckia (conditii de laborator- A; conditii de

producere -B) pe durata ciclului vital.

Conform rezultatelor obtinute cel mai inalt nivel de peroxidare al lipidelor are loc la
inoculare si Tn mijlocul fazei de crestere exponentiald. Pe durata fazei stationare (ziua a 10-a si a
11-a) cand se presupune recoltarea de biomasa, nivelul DAM este cel mai jos si nu depaseste
10,4% din continutul de lipide totale. In conditii de producere cel mai inalt grad de peroxidare al
lipidelor se atestd de la inoculare si pana la intrarea culturii in faza exponentiald de crestere.
Dupa aceasta pe toata durata ciclului se mentine un nivel stabil jos al DAM, ceea ce este dovada

a sigurantei biomasei si produselor obtinute in baza acesteia.
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2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Atat in conditii de laborator, cat si in conditii de producere ciclul vital al culturii statice
de Nostoc linckia releva un model de crestere caracteristica, iar durata optima din punct de
vedere biotehnologic este de 12 zile in conditii de producere, si 10 zile In conditii de laborator.

2. In conditii de laborator, datoritd transferului de cultura in conditii similare cu cele pentru
obtinerea inocului, faza de latentd este practic imperceptibild, iar in conditii de producere are
aspect clasic cu lipsa completd a cresterii culturii.

3. Pe durata ciclului vital modificarile cantitative ale principalelor componente ale
biomasei de nostoc au limite destul de restranse, ceea ce caracterizeaza cultura de Nostoc linckia
ca una cu grad ridicat al homeostaziei. Acest lucru usureaza semnificativ manipularea culturii in
conditii industriale si simplifica procedurile din cadrul tehnologiilor aplicate.

4. Rezultatele testelor DPPH, ABTS si CRFM demonstreaza, ca cultura de nostoc in
conditii de laborator manifestd un comportament mai variat in ceea ce tine de acumularea
componentelor antioxidante hidro-a si etanolsolubile. Astfel, prin fluctuatii valorice se manifesta
perioada de latentd, inceputul si mijlocul fazei de crestere exponentiala, perioada de declin. In
conditii de producere este evidentd o singura variatie a capacitatii de reducere a radicalilor liberi
la inceputul ciclului vital.

5. Cei mai stabili parametri pentru cultura de nostoc in conditii de laborator se obtin la ziua
a 10-11-a de cultivare, ce corespunde fazei stationare. Aceasta perioada se caracterizeaza prin cel
mai inalt nivel al biomasei si cea mai stabila activitate antiradicalica si antioxidantd. In conditii
de producere, perioada de recoltare a biomasei in aceleasi scopuri poate fi extinsa.

6. Nivelul scazut al DAM in biomasa de Nostoc linckia la etapele recomandate pentru
cultivarea biomasei confirma siguranta acestei biomase, precum si a produselor, care ulterior pot

fi obtinute din ea.
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3. EXTRAGEREA SI PASTRAREA COMPONENTELOR CU EFECT ANTIOXIDANT
DIN BIOMASA DE NOSTOC LINCKIA

Tehnologiile de obtinere a preparatelor antioxidante policomponente din biomasa algelor si
cianobacteriilor, inclusiv Nostoc linckia, sunt de perspectiva datorita variabilitdtii componentelor
care faciliteaza modelarea rezultatului final. Factorii determinanti ai succesului tehnologiilor
ficologice sunt: procesul de cultivare in scopul obtinerii biomasei de calitate; procesul de
extragere care asigurd obtinerea produselor cu proprietdti prestabilite; determinarea conditiilor de
pastrare a produselor cu efect antioxidant. Extragerea principiilor bioactive intotdeauna a fost si
ramane in vizorul cercetatorilor, deoarece este un element cheie de care depinde cantitatea si
calitatea produselor ficologice obtinute.

Biomasa de nostoc, datoritd componentei sale biochimice, este 0 materie prima conforma
scopului de a obtine preparate cu efecte antioxidante. In capitolul precedent a fost demonstrat,
ca pe durata ciclului vital atat tempoul de crestere a cantitatii de biomasa, cat si activitatea
antioxidantd a acesteia, depinde de faza in care este colectatd biomasa. Perioadele vulnerabile
sunt, de reguld, fazele primare si trecerile de la o stare fiziologica la alta. Cea mai stabild
perioada pe parcursul ciclului vital al nostocului, atat in conditii de laborator, cat si in conditii de
producere, este a doua jumatate a fazei de crestere exponentiald si inceputul fazei stationare, de
aceea colectarea biomasei n scopul de o utiliza pentru obtinerea produselor antioxidante este
anume inceputul fazei stationare. In capitolul precedent testele antioxidante au fost efectuate in
extractele hidric si etanolic. Este cunoscut faptul, ca in laboratoare, in scop de cercetare a
componentelor cu diferite efecte biologice din biomasa vegetala, sunt utilizati solventii organici
polari: acetona, metanolul, etanolul, dimetilsulfoxidul, diclormetanul, precum si amestecuri de
solventi (etanol/eter dietilic, hexan/acetond/etanol; acetond/metanol; diclormetan/metanol) si
solventi nepolari asa ca cloroformul, hexanul, eterul dietilic. Acetona si dimetilsulfoxidul sunt
utilizati nu numai pentru cercetare, ci si in scopul procesarii ulterioare a componentelor extrase.
In acelasi timp in mai multe lucrari se indica eficienta in special a extractelor hidro-etanolice [4,
15, 35]. Acest lucru se explica prin componenta mult mai variatd a acestui tip de extracte, care
contine compusi cu proprietdti hidrofile si compusi cu proprietiti lipofile. Astfel, asemenea
extracte pot actiona in diferite medii in vitro si in diferite compartimente celulare in vivo. De
obtinerea unei materii prime de calitate pentru producerea antioxidantilor este importanta atat din
punct de vedere fundamental, cat si din punct de vedere pur practic. Aceasta abordare mai are si

avantajul oferirii unei solutii suplimentare in ceea ce tine de siguranta produselor obtinute.
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Alcoolul etilic se inlatura cu usurintd prin evaporare, iar reziduurile lui nu sunt caracterizate prin
toxicitate pentru celulele vii.

Asigurarea pastrarii eficiente a produselor de extractie prezinta un alt aspect important al
ficobiotehnologiilor. Acest lucru este in deosebi important atunci, cand elementele tehnologiilor
date sunt separate spatial, dar mai ales, temporal. In astfel de conditii este necesar de a elabora
procedee eficiente, care asigura conservarea proprietatilor biologice ale componentelor extrase.

In cadrul acestui capitol sunt prezentate rezultatele cercetarilor orientate spre clarificarea
acestor doud aspecte importante (extragerea si pastrarea de duratd) ale tehnologiei de obtinere a

preparatelor antioxidante din biomasa de Nostoc linckia.

3.1. Materiale si metode de studiu

Suplimentar la metodele descrise in capitolul 2 a fost utilizatd metoda de stabilire a
activitatii antioxidante in vitro a extractelor prin oxidarea lipoproteinelor cu densitate joasa.
Acest test specific raspunde la intrebarea despre posibilitatea utilizarii produsului testat in
calitate de protector al lipoproteinelor de densitate joasa (LDL). Lipoproteinele de densitate joasa
sub forma oxidatd au un rol important In inifierea si progresarea proceselor aterosclerotice.
Antioxidantii cu capacitatea de a reduce radicalii liberi si de a frana evolutia reactiilor oxidative
in mod normal, pot preveni oxidarea LDL, ceea ce indicd asupra posibilitatii utilizarii
preparatelor in baza lor in acest scop [13].

Oxidarea lipoproteinelor cu densitate joasd ex vivo a fost propusd initial pentru stabilirea
statutului antioxidant al organismului. Mai tarziu metoda a inceput a fi utilizatd in testarea
capacitatii antioxidante a diferitor substante si complexe. Capacitatea de inhibitie a oxidarii LDL,
poate fi calificata ca o abilitate a antioxidantului testat de a actiona in mod principial si in
conditii in vivo. Metoda propusd include obtinerea lipoproteinelor de densitate joasa, inducerea
proceselor oxidative si determinarea produselor oxidarii.

Izolarea lipoproteinelor cu densitate joasd. Lipoproteinele de densitate joasa au fost
obtinute din serul sangvin prin metoda sedimentarii cu heparina [290]. La 2 ml ser s-a adaugat
400UE heparina (solutie farmacopeica SOOOUE/ml) si 150 pl clorura de mangan 1M. Proba este
incubatd pentru 30 min la 0°C, dupa care se centrifugheaza 30 min la 0°C si 12000g (Hettich
22R, micro). Sedimentul este spalat cu solutie de clorura de sodiu 0,9% si centrifugat repetat.
Lipoproteinele sedimentate sunt trecute in clorurd de sodiu de 1M, astfel ca continutul de
proteine sa fie de 2 g/l.

Oxidarea lipoproteinelor cu densitate joasa [22]. La 0,1 ml LDL se adauga 10 pl solutie

de antioxidant. Dupd 5 min de incubare este indusd oxidarea LDL prin aditionarea a 33,3 pl
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sulfat de cupru 50 uM. Probele sunt incubate pentru 24 ore la 37 °C. Dupa incubare, procesul
oxidativ este intrerupt cu solutie EDTA (concentratia finald de 27 mM).

Determinarea substantelor reactive ale acidului tiobarbituric [125]. Valoarea gradului de
oxidare al LDL este determinata prin aprecierea concentratiei produselor de reactie ale acidului
tiobarbituric (dialgehida malonicd). La probele cu LDL oxidat se adauga 1 ml acid tiobarbituric
0,67% si 1 ml acid tricloracetic de 15%, dupa care probele sunt supuse incubarii pentru 0 ora la
95°C. In continuare, probele sunt ricite pe gheati 5 min si centrifugate 15 min la 3000g.
Concentratia complexului dialdehidei malonice cu acidul tiobarbituric este masurata la 535 nm,
iar cantitatea ei este raportatd la proteina LDL cu utilizarea coeficientului extinctiei molare a
complexului dialdehidei malonice sau in % inhibitie fatd de proba martorului negativ. Proba
martor pozitiv congine solutia de LDL in care se induce oxidarea lipidelor cu sulfat de cupru in
lipsa antioxidantului. Pentru excluderea autooxidarii lipidelor se introduce proba control negativ

in care oxidarea lipidelor decurge in lipsa sulfatului de cupru.

3.2. Selectarea solventului optimal pentru obtinerea complexelor antioxidante din biomasa
de Nostoc linckia

Elaborarea tehnicilor eficiente de extragere a componentelor antioxidante din biomasa
microalgala prezintd un domeniu de interes teoretic si practic. Extragerea componentelor
antioxidante din biomasa nativa este cea mai buna solutie pentru tulpina de Nostoc linckia,
deoarece asigurd valorificarea maximald a potentialului acesteia si nu impune cheltuieli
suplimentare pentru prelucrarea si pastrarea ei. Asa cum tehnologiile contemporane tind spre
reducerea costului produsului final, se pune accent pe utilizarea reziduului obtinut in alte
tehnologii valoroase. Astfel, biomasa nativa prelucrata va deveni un nou produs tehnologic.

In ultimul timp, tehnicile de extragere a produselor biologic active din biomasa vegetala
pun accent pe produsul final obtinut in conditii ecologice cu aplicarea solventilor nontoxici [153,
233]. Alcoolul etilic ramane a fi cel mai convenabil solvent: este ieftin, reutilizabil, netoxic si
considerat favorabil uzului uman si prietenos mediului. Extractele obtinute pot fi utilizate in mod
direct sau in calitate de materie prima pentru tehnologiile de obtinere a preparatelor. Fiind un
solvent polar, etanolul este capabil sa extraga mai eficient componentele celulare. Polaritatea
etanolului poate fi sporita prin modificarea concentratiei lui. Nu in ultimul rand, alcoolul este un
conservant bun, astfel evitandu-se reactiile Mayard (browning reactions) pe parcursul pastrarii
produselor obtinute.

Majoritatea solventilor organici ca cloroformul, acetona, hexanul sunt utilizati frecvent in

cercetare si mai putin in producere. De exemplu pentru obtinerea fenolilor din biomasa de
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legume se utilizeaza acetona si metanolul de 50 si 70%, dar a fost demonstratd oportunitatea
inlocuirii lor cu etanolul sau amestecurile hidro-etanolice [134, 232, 263]. Pentru extragerea
carotenului, care din punct de vedere al structurii este un compus nepolar, solventul optimal este
considerat a fi etanolul, randamentul tehnologic fiind unul acceptabil pentru obtinerea de
pigment natural, iar tehnologia aplicata este considerata ,,verde” sau ecologic pura [254]. Pentru
extragerea astaxantinei din biomasa algei Haematococcus pluvialis se utilizeaza acetona, dar a
fost demonstrata eficienta tehnicii de extragere a pigmentului in etanol [9]. Din biomasa de
Spirulina platensis, cantitatea maximala de antioxidanti se obtine prin extragerea in etanol [34,
103]. Fenolii din biomasa de Nostoc ellipsosporum sunt extrasi cu aplicarea acetonei si etil
acetatului, dar randamentul tehnicii propuse este unul foarte mic. Componenta antioxidanta
variatd a biomasei de Nostoc linckia a determinat rentabilitatea aplicarii extragerii hidro —
alcoolice cu continut variat al alcoolului in amestecul extractant, care ofera posibilitatea obtinerii
unor produse policomponente active [34].

In cercetarile noastre anterioare a fost demonstrati eficienta aplicarii extractiei hidro-
etanolice pentru obtinerea substantelor cu efect antioxidant din biomasa de Porphyridium
cruentum. Activitatea extractelor este dependentd de concentratia etanolului in solutie.
Activitatea maxima a fost stabilitd pentru extractele hidroetanolice in domeniul de concentratii
55-75%, acestea fiind prezentate prin componente hidro- si etanol solubile [14].

Scopul prezentului studiu a constat in selectarea variantelor optimale de obtinere a
preparatelor policomponente cu activitate antioxidantd din biomasa cianobacteriei Nostoc
linckia. In calitate de extractant au fost utilizati doi alcooli: metilic si etilic. Metanolul a fost
aplicat 1n calitate de control, fiind un solvent cu polaritate superioara si care este pe larg utilizat
in extragerea componentelor biologic active, solubile in solventi polari.

In cadrul experientelor au fost monitorizati doi parametri principali: concentratia solutiei
alcoolice, utilizate pentru extragere si durata procesului de extragere. Pentru obtinerea extractelor
complexe din biomasa nativa de Nostoc linckia au fost folosite zece concentratii ale alcoolilor:
de 20%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80% si 96%. Anterior, a fost demonstrata
influenta concentratiei solventului asupra procesului de extractie si asupra componentei
produsului obtinut [16, 34]. In scopul eficientizarii procesului de extractie durata acestuia a fost
de 6 ore, 12 ore si 24 ore. Raportul dintre biomasa si solvent aplicatd in intreaga serie de
experiente a fost de 10 mg biomasa la 2 ml solvent. Procesul de extragere a fost realizat in
conditii de temperatura constanta (18-20°C) si la agitatie permanenta. Extractele au fost separate
de biomasa prin centrifugare la 3000g timp de 8 min. In extractele obtinute a fost determinata

activitatea antioxidantd cu aplicarea testului de inhibitie a radicalului ABTS"". Reducerea
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radicalului cation ABTS"" are la baza mecanismul transferului de hidrogen (H) si electroni (),
iar testul este specific atat pentru componentele hidrosolubile, cat si pentru cele liposolubile.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 3.1, A-C.
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Fig. 3.1. Activitatea antioxidanta (% inhibitie ABTS"") a extractelor etanolice din biomasa

de Nostoc linckia in dependenta de concentratia alcoolului si timpul de extractie:

A-6 ore, B-12 ore si C- 24 ore.
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Analiza rezultatelor testului ABTS, aplicat extractelor obtinute in 6 ore a determinat
tendinta de crestere a activitatii antioxidante a extractelor etanolice in doua serii (Figura 3.1,A).
Prima serie corespunde extractelor cu concentratia etanolului de la 20% la 55%, iar a doua serie
corespunde extractelor cu concentratia etanolului de la 60% la 96%. In primul caz, cresterea
activitatii antioxidante porneste de la 15% inhibitie ABTS™, determinati pentru extractul
alcoolic de 20%. Extractul din nostoc de 55% etanol reduce 27% din radicalul cation ABTS. in
al doilea caz, activitatea antioxidanti a extractului de 60% este de 21% inhibitie ABTS"" si creste
pani la 35% inhibitie ABTS'", activitate caracteristici extractului etanolic de 96%. Alcoolul
metilic a demonstrat o activitate mai joasd a extractelor obtinute cu aplicarea solventului in
concentratiile de la 20% la 65%, comparativ cu cea a extractelor etanolice. Aceasta reducere este
una nesemnificativa, dar trebuie mentionatd deoarece este un argument in plus in selectarea
solventului optimal. Pentru extractele, obtinute cu concentratiile metanolului, de 70-100%, testul
ABTS indica un spor al activitatii antioxidante. Acest spor este de asemenea neinsemnat. Prin
urmare, etanolul poate substitui metanolul, in calitate de extractant pentru obtinerea produselor
antioxidante din biomasa de Nostoc linckia.

Extractele obtinute la extragerea timp de 12 ore au inregistrat o activitate antioxidantd mai
mare comparativ cu primul lot (Figura 3.1,B). Astfel, activitatea antioxidantd a extractelor
etanolice de 20%, 30%, este de 22-24% inhibitie ABTS", comparativ cu activitatea antioxidanti
de 15% inhibitie ABTS"" a variantelor obtinute prin extragere timp de 6 ore. Un rezultat identic
a valorilor testului ABTS au fost obtinute si in cazul extragerii cu metanol. In cazul duratei de 6
ore a procesului de extragere, cresterea concentratiei alcoolului aplicat in extragere de la 10% la
30% duce la reducerea capacitatii antioxidante a extractului obtinut cu 7-8 unitati % inhibitie. Pe
durata de 12 ore, extractele, obtinute cu alcool metilic de 20% si 30% am manifestat o activitate
antioxidantd identica, valoarea testului ABTS fiind de 19-29% inhibitie. Activitatea antioxidanta
a extractelor de 20-30% etanol creste cu 4-7 unitati, valorile testului antioxidant fiind de 24-27%.
Creste activitatea antioxidantd a extractului obtinut cu aplicarea etanolului de 60%, valoarea
testului ABTS fiind de 30% inhibitie comparativ cu 21% inhibitie, valoarea determinatd pentru
extractul etanolic obtinut prin extragere timp de 6 ore. Valoarea testului ABTS, determinat
pentru extractele metanolice de 60% nu s-a modificat. Marirea duratei de extragere de la 6 ore la
12 ore nu este un factor determinant pentru valorile testului antioxidant a extractului metanolic
de 60%.

Durata de 12 ore a procesului de extragere a sporit activitatea antioxidantd a extractului

etanolic de 65%, valorile testului antioxidant fiind de 34% inhibitie. Valorile testului ABTS,
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determinat pentru extractele alcoolice, obtinute prin extragere cu etanol si metanol timp de 12
ore oscileaza Intre 31% si 36% inhibitie. Valorile date sunt comparabile cu cele stabilite pentru
lotul experimental cu durata extragerii de 6 ore. Extractele de 40% , 50% si 55% alcool nu si-au
modificat capacitatea de a reduce radicalul ABTS®" in dependenti de durata procesului de
extractie.

Pentru lotul de extracte, obtinute in 24 ore, cresterea activitatii antioxidante a extractelor
din biomasa de nostoc a fost determinata pentru cele de 50% si 70% concentratie etanol (Figura
3.1,C). Activitatea antioxidantd a extractelor etanolice de 50% si 70% alcool a crescut cu 39-
40%. Sunt unicele cresteri semnificative ale activitatii antioxidante care au depins de durata
contactului dintre biomasa de nostoc si alcoolul etilic. Este evident efectul neutru a alcoolului
metilic, care indiferent de durata procesului de extractie nu modificd activitatea antioxidantad a
extractului etanolic de 50%. Pentru celelalte tipuri de extracte, durata de extractie peste 12 ore
reduce din activitatea antioxidanta a lor. Extractele etanolice de 70%, 80% si 96%, obtinute in
mod identic (24 ore de extractie) au determinat valori identice ale activitatii antioxidante, egale
32% inhibitie ABTS*. Se evidentiazi valorile antioxidante similare determinate pentru
extractele de 80% si 96% (sau 100% pentru metanol), care nu depind de tipul alcoolului. Daca
concentratiile alcoolilor de pana la 70% variaza in dependenta de tipul alcoolului, concentratiile
apropiate valorilor absolute nu sunt determinate pentru activitatea antioxidantd a extractelor.
Valorile superioare ale activitatii antioxidante ale unor extracte, obtinute prin extragere cu alcool
metilic nu pot fi un calificativ important in favoarea metanolului. lata de ce alcoolul etilic este
considerat un extractant eficient pentru obtinerea extractelor policomponente antioxidante din
biomasa de Nostoc linckia.

Pentru extractele etanolice, obtinute din biomasa de nostoc in 6 ore, extractele de 55% si
96% prezinti cea mai mare activitate antioxidanti de 27% si 35% inhibitie ABTS"".

Pentru extractele etanolice, obtinute din biomasa de nostoc in 12 ore, extractele de 50%,
70%, 80% si 96% prezintd cea mai mare activitate antioxidanti de 28 - 35% inhibitie ABTS"",
iar in cazul celor obtinute in 24 ore, extractul de 50% a redus 32% radical ABTS". In scopul
obtinerii extractelor cu activitate antioxidantd sporitd din biomasa de nostoc, cu utilizarea
etanolului in calitate de extractant, cele mai convenabile sunt concentratiile alcoolului de 50%,
70%, 80% si 96%. Cea mai mare activitate antioxidantd, in majoritatea cazurilor, a fost
inregistratd pentru extractele obtinute prin extractia de 12 ore.

Pentru a stabili rolul determinant al alcoolului a fost efectuata analiza corelationala dintre

activitatea antioxidantd a extractelor si concentratia alcoolului etilic utilizat. In cazul duratei de
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extragere de 6 ore, corelarea dintre concentratia etanolului si valorile testului ABTS este inalta,
coeficientul de determinare fiind R?= 0,79 pentru alcoolul metilic si de R?= 0,81 pentru alcoolul
etilic (Figura 3.2). Prin urmare, in conditiile de extragere cu durata procesului de 6 ore, este
evidenta legatura direct proportionalda intre concentratia etanolului utilizat la extragere si

activitatea antioxidanta a extractelor obtinute.
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Fig. 3.2. Activitatea antioxidanta a extractelor metanolice si etanolice din biomasa de Nostoc

linckia CNM-CB-03 dupa 6 ore de extragere in dependentd de concentratia alcoolului.

Extractul etanolic de 96%(100%) prezinta cea mai mare valoare a testului antioxidant
ABTS si este de 35-36% inhibitie. Valori intre 20%-25% inhibitie ABTS"" au fost stabilite
pentru extractele din nostoc de 40%, 50% si 60%, 65%, 70% alcool. Valori de 15% inhibitie
ABTS"" sunt specifice extractelor de 20% si 30% alcool. Concentratia de 55% etanol si cele de
80-96(100)% etanol sunt cele mai indicate in obtinerea de extracte antioxidante din biomasa de
nostoc in conditiile extractiei de 6 ore.

Extractele obtinute in 12 ore au valori ale testului antioxidant mai mari de 20% inhibitie
ABTS"" (Figura 3.3). Extractele alcoolice de 96(100)% prezinti, ca si in cazul extractelor de 6
ore, cea mai mare valoare a testului antioxidant ABTS si este de 32-34% inhibitie. Dependenta
dintre concentratia alcoolului, utilizat la extragere si valorile testului ABTS este exprimata prin
coeficientul de determinare de R? = 0,79 pentru metanol si R? = 0,60 pentru etanol. Prin urmare
in 80% de cazuri de extragere cu metanol timp de 12 ore si 60% de cazuri, in conditiile de

extragere timp de 12 ore cu etanol, concentratia alcoolului determina activitatea antioxidantd a
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extractelor. Alcoolul metilic a stabilit o implicare mai mare in procesul de extragere a

componentelor antioxidante.
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Fig. 3.3. Corelarea dintre concentratia etanolului si activitatea antioxidanta a extractelor hidro-

etanolice din biomasa de Nostoc linckia obtinute prin extragere timp de 12 ore.

Dependenta stabilitd nu poate fi determinanta in stabilirea tipului de alcool, deoarece
valorile testului ABTS sunt mai reduse, situdndu-se in regiunea valorilor de 15% inhibitie
(Figura 3.3). Concentratiile de 50-55% etanol si cele de 70-96% etanol sunt cele mai indicate in
obtinerea de extracte antioxidante din biomasa de nostoc in conditiile extractiei de 12 ore.

In cazul duratei de extragere de 24 ore, corelarea dintre concentratia alcoolului si valorile

testului ABTS este exprimata prin coeficientul de determinare de R?=0,79 pentru metanol si R?

= 0,58 pentru etanol (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Corelarea dintre concentratia etanolului si activitatea antioxidanta a extractelor hidro-

etanolice din biomasa de Nostoc linckia obtinute prin extragere timp de 24 ore.
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Activitatea antioxidantd a extractelor nu depaseste 34% inhibitie radical, dar nu au fost
stabilite valori ale testului ABTS sub 15% inhibitie. Extractul din biomasa de nostoc, obtinut
prin extragerea cu etanol de 50% a ardtat cea mai mare valoare a testului ABTS. Cresterea
concentratiei alcoolului etilic cu 5-15% a redus activitatea antioxidantd a extractelor. Pentru
extractele etanolice de 70%, 80% si 96%, valorile testului ABTS sunt identice de 32% inhibitie
radical. Concentratiile de 50% etanol si cele de 70-96% etanol sunt cele mai indicate in obtinerea
de extracte antioxidante din biomasa de nostoc in conditiile extractiei de 24 ore. Prin urmare
factorul concentratiei etanolului este unul determinant in obtinerea extractelor antioxidante din
biomasa de nostoc.

In rezultatul studiului efectuat putem face urmitoarele concluzii: Alcoolii metilic si etilic
sunt buni extractanti pentru obtinerea de complexe antioxidante din biomasa nativa de Nostoc
linckia; Pentru a exclude solventii toxici din tehnicile de obtinere a complexelor antioxidante din
biomasa de nostoc, alcoolul etilic este cel mai indicat solvent; Concentratiile alcoolului de 80%
s1 96(100)% determina activitatea antioxidantd sporita identica pentru extractele obtinute in 6, 12
si 24 ore; Concentratia de 50%-55% etanol este determinantd in obtinerea de extracte
antioxidante din biomasa de nostoc in conditiile extractiei de 6, 12 si 24 ore; Concentratia
etanolului este unul din factorii determinanti in obtinerea extractelor antioxidante din biomasa de
nostoc; Durata de extractie de 12 ore este avantajoasa pentru obtinerea de extracte antioxidante
din biomasa nativa de nostoc.

In continuare au fost efectuate cercetiri de optimizare a extragerii de ficobiline din
biomasa de nostoc. Pigmentii ficobilinici sunt solubili in apa. Sunt cunoscute tehnici de obtinere
a ficobilinelor din biomasa cianobacteriilor prin extragerea fractionata [106]. Alcoolul de 10-
20% este aplicat in extragerea ficobilinelor din biomasa algala [287] si este considerat un
extractant optimal deoarece randamentul este unul mare si este evitat procesul de congelare a
extractului, conditiile fiind unele aseptice. In cazul biomasei de Nostoc activitatea antioxidanti a
extractului hidric este inalta - de 54% inhibitie (Figura 3.5), urmata de valorile scazute de 22,7%
st 15,4% inhibitie ale extractelor de 10% s1 20%. Astfel, in conditiile unei extrageri cu etanol de
10% si 20% a principiilor bioactive din biomasa nativd de Nostoc, activitatea antioxidantd a
extractelor obtinute este redusa comparativ cu activitatea extractelor hidrice.

In scopul obtinerii de extracte active au fost efectuate extrageri succesive din biomasa
cianobacteriei cu aplicarea in calitate de solvent a apei si a etanolului in concentratiile aplicate
anterior, durata extragerii a fost de 6 ore. Obtinerea succesiva a extractelor hidric si etanolice cu
concentratia alcoolului de 10% si 20% din biomasa de nostoc au favorizat obtinerea unor

rezultate mai bune, decat in cazul extractelor simple. Activitatea antioxidanta a extractului de
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10% a crescut cu 85%, iar a celui de 20% - cu peste 100% comparativ cu extragerea separata din

biomasa de Nostoc.
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Fig. 3.5. Activitatea antioxidanti (% inhibitie ABTS™") a preparatelor, obtinute prin extragere

succesiva din biomasa de Nostoc linckia.

Prin urmare, obtinerea extractului hidric conditioneazd biomasa de Nostoc, favorizand
extragerea ulterioara cu aplicarea etanolului de 10 si 20%. Extragerile succesive ulterioare pentru
variantele cu solutie hidro-etanolica cu concentratia de la 30 la 96% au redus mult din activitatea
antioxidanta initiald a lor, valorile testului ABTS fiind putin peste 20% inhibitie. Astfel,
activitatea antioxidantd a extractului de 55% a scazut cu 20%, a celui de 65% cu 26%, iar
activitatea antioxidantd a extractului de 96% s-a redus cu 42%. Prin urmare este rentabila
aplicarea extragerii succesive pentru a obtine extracte hidro-etanolice cu continut mic de etanol

din biomasa de Nostoc.

3.3 Stabilirea conditiilor de conservare a proprietitilor antioxidante ale extractelor hidro-

etanolice obtinute in baza biomasei de Nostoc linckia

Antioxidantii obtinuti pe cale sinteticd, in marea lor parte sunt protejati de aditivi.
Preparatul antioxidant monocomponent poate fi supus degradarii doar in conditii de pastrare
neadecvate: vase din plastic sau sticla transparente, temperaturi ridicate. Pentru produsele
antioxidante policomponente conditiile de pastrare, chiar daca sunt determinante nu pot
impiedica degradarea lor. Iata de ce una din cele mai serioase piedici ale tehnologiilor de
obtinere a produselor antioxidante este degradarea in timp a proprietitilor antioxidante. In scopul
aprecierii evolutiei 1n timp a capacitatii antioxidante a extractelor hidro-etanolice, obtinute din

biomasa nativa de nostoc acestea au fost pastrate timp de 3 luni 1n conditii diferite.
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In rezultatul experientelor anterioare au fost evidentiate extractele de 65% si 96% obtinute
la extragere cu etanol de 65 si 96% cu durata extragerii de 6 ore si extractele hidric si etanolic de
10 si 20% obtinute prin extragere succesivd. Anume aceste preparate antioxidante, obtinute in
baza biomasei de Nostoc au fost supuse testului de pastrare. Pentru aceasta, preparatele native au
fost pastrate timp de 3 luni in conditii de frigider (4°C) in vase din sticla fumurie. Periodic a fost

determinata activitatea antioxidantd a preparatelor cu aplicarea testului ABTS (Figura 3.6).
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Fig. 3. 6. Modificarea activitatii antioxidante a extractelor etanolice in baza biomasei de Nostoc
pe durata pastrarii la temperatura de +4°C

Rezultatele monitorizarii activitatii antioxidante a extractelor selectate a scos in evidenta
necesitatea modificarii conditiilor de pastrare. Astfel, in primul rand devine evidentd durata
redusd a pastrarii extractelor in conditii de +4°C care este de 30 zile. Pentru toate extractele,
activitatea antioxidanta se reduce spre a 3-a luna de pastrare. Extractele etanolice de 65% si 96%
etanol pierd 10-13% din capacitatea de a reduce radicalul ABTS"". Acelasi lucru este specific si
pentru extractul etanolic de 10%, activitatea antioxidantd a caruia se reduce cu 14%. Cel mai
instabil, la conditiile de pastrare de +4°C s-a dovedit a fi extractul hidric, activitatea antioxidanta
spre sfarsitul termenului de testare fiind de 18,2% inhibitie, ceea se este cu 66,7% mai putin fata
de activitatea antioxidanta a extractului nativ. Extractul etanolic de 20% pierde 26,6% din
capacitatea antioxidanta. Cu toate ca continutul ficobilinelor in extractele de 10% si 20% a fost
identic, extractul de 20% etanol pierde dublu din activitatea antioxidanta spre sfarsitul perioadei
de pastrare. Prin urmare capacitatea extractiva a etanolului aplicat in concentratia de 10% este
mai mare comparativ cu cea a etanolului de 20% si componenta antioxidantd a extractului de
10% favorizeaza pastrarea activitatii antioxidante.

Au fost modificate conditiile de pastrare a extractelor din biomasa de nostoc, cu
mentinerea probelor in vase din plastic la temperatura de 0°C. Efectul influentei conditiilor

termice de pastrare a extractelor devine vizibil (Figura 3.7).
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Fig. 3.7. Modificarea activitatii antioxidante a extractelor etanolice in baza biomasei de Nostoc

pe durata pastrarii la temperatura 0°C.

Dupa 90 zile de pastrare, activitatea antioxidantd a extractelor practic nu s-a modificat.
Valorile testului ABTS sunt identice celor determinate in extractele native. Pentru extractul
etanolic de 96% este determinatd o oscilare a activitatii antioxidante pe durata primelor 30zile de
pastrare, valorile testului ABTS au crescut cu 12%, dupa care au revenit la cele initiale. Aceste
oscilatii sunt determinate de componenta antioxidanta a extractului etanolic de 96%. Perioada de
30 zile a devenit perioada de stabilizare a extractelor.

Problema mentinerii activitdfii antioxidante, pe duratd pastrarii, a extractelor
policomponente din biomasa microalgelor si cianobacteriilor, inclusiv si din Nostoc linckia
ramane a fi actuald. Conditiile de congelare nu sunt cele mai optimale pentru loturi mari de
extracte antioxidante. A fost initiat un studiu pentru a stabili posibilitatea utilizarii
antioxidantilor, aplicati in calitate de agenti protectori/stabilizatori ai activitd{ii antioxidante a
extractelor etanolice din biomasa de Nostoc linckia.

In scopul fortificarii efectului antioxidant si pentru minimalizarea proceselor de oxidare au
fost propuse variante de preparate antioxidante suplimentate cu antioxidanti cunoscuti ca
tocoferolul, troloxul si acidul ascorbic. Antioxidantii au fost selectati Tn masura aplicarii lor
extractelor antioxidante cu continut variat al etanolului. Astfel, preparatul in baza extractelor
etanolice de 65% si 96% a fost suplimentat cu tocoferol, preparatul in baza extractului hidric a
fost suplimentat cu trolox si acid ascorbic. Pentru a evita suprapunerea efectului antioxidant al
substantelor active, doza suplimentelor antioxidante a fost selectata de 1 pg/ml, 10 pg /ml si 100
pg /ml. In mod identic au fost selectate conditiile de pastrare a preparatelor timp de 3 luni in
conditii de frigider (4°C) in vase din sticla fumurie. Periodic a fost determinatd activitatea
antioxidanta a preparatelor cu aplicarea testulut ABTS. Rezultatele obtinute au fost prezentate in

Figurile 3.8 - 3.10. In primul rind a fost stabiliti o majorare relativa, cu 15%, a activitatii

81



antioxidante a extractelor suplimentate cu tocoferol, aplicat in concentratiile de 1,0 ug/ml si 10
ug/ml (Figura 3.8). Pentru varianta de extract complexat cu 100 ug/ml tocoferol, activitatea

antioxidanta a crescut cu 20%.
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Fig. 3.8. Modificarea activitatii antioxidante a extractului etanolic de 96% in baza biomasei de

Nostoc linckia, suplimentat cu tocoferol (ug/ml), pe durata pastrarii la temperatura de +4°C.

Analiza rezultatelor testului de pastrare a extractului de 96% etanol a determinat existenta
unei perioade de stabilizare atit pentru extractul etanolic nativ, cat si pentru variantele de
extracte complexate cu tocoferol, aplicat in trei concentratii. In primele 30 zile de pastrare,
activitatea antioxidantd a extractelor suplimentate cu tocoferol, in concentratia de 1 pg /ml a
crescut cu 56%. Valoarea testului ABTS este de 81% inhibitie. Pentru variantele de extracte
etanolice suplimentate cu tocoferol in concentratia de 10 si 100 pg/ml, activitatea antioxidanta a
extractelor a crescut cu 30-32%. Valoarea testului ABTS este de 69% si 73% inhibitie.
Reducerea neinsemnatd a activitatii antioxidante peste 24 ore de pastrare a fost stabilitd pentru
extractul nativ, cu 10 %, si pentru extractul etanolic complexat cu tocoferol in concentratia 10
ug/ml cu 12%. Extractul etanolic, care contine 1 pg/ml tocoferol a prezentat o stabilitate
antioxidantd pe durata primelor 24 ore de pastrare. O reducere semnificativd, cu 21%, a
activitatii antioxidante a fost stabilitda pentru varianta de extract etanolic, suplimentat cu tocoferol
in concentratia 100 pg/ml. Cele mai vizibile modificari ale activitatii antioxidante a extractelor
etanolice din biomasa de nostoc se produc in urmatoarele 24 ore. Pentru extractul etanolic nativ
si varianta extractului etanolic suplimentat cu tocoferol in doza de 10 pg/ml, valorile activitatii
antioxidante revin la cele initiale si sunt de 48% si 51% inhibitie radical ABTS"". Activitatea
antioxidantd a extractului suplimentat cu 1 pg/ml tocoferol a crescut cu 28%, iar activitatea
antioxidantd a extractului suplimentat cu 100 pg/ml tocoferol a crescut cu 10%. Spre sfarsitul

perioadei de 30 zile, activitatea antioxidanta a extractelor a crescut, procesul de stabilizare fiind
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finalizat. VValorile testului antioxidant ABTS ale extractului nativ si a variantelor suplimentate cu
tocoferol in concentratiile de 10 pg/ml si 100 pg/ml s-au majorat cu 30-33%. Un spor cu 56% a
fost determinat pentru varianta extractului etanolic din nostoc suplimentat cu 1,0 pg/ml
tocoferol. Dupa trei luni de pastrare in conditiile testate, extractele in baza biomasei de Nostoc au
pierdut din capacitatea de a reduce radicalul ABTS™". Suplimentele de tocoferol in concentratiile
de 1,0 si 10 pg/ml au redus activitatea antioxidanta cu 30-32% in varianta de extract etanolic de
96%. Pentru varianta de extract etanolic suplimentat cu 100 pug/ml tocoferol, activitatea
antioxidanta s-a redus cu 45%. Prin urmare putem afirma ca tocoferolul suplimentat extractelor
etanolice obtinute in baza biomasei de nostoc posedd capacitatea de a fortifica activitatea
antioxidanta a extractelor. Cele mai bune rezultate au fost stabilite pentru variantele de extract
suplimentate cu tocoferol in concentratia de 1 pg/ml. Cea mai stabila variantd a extractului
etanolic suplimentat cu tocoferol este varianta cu aplicarea concentratiei de 10 pg/ml tocoferol.
Pentru aceastd variantd perioada lipsitd de variatii este de 48 ore, iar sporul activitatii
antioxidante, specific duratei de 30 zile este unul moderat. Reducerea activitatii antioxidante a
extractelor etanolice native si a celor suplimentate cu tocoferol neagd implicarea acestuia in
procesul de deteriorare a componentei antioxidante a extractului etanolic de 96% in baza
biomasei de nostoc.

Un set identic de cercetari a fost efectuat cu extractul hidro-etanolic, obtinut din biomasa

de nostoc cu aplicarea etanolului, concentratia de 65% (Figura 3.9)
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Fig. 3.9. Modificarea activitdtii antioxidante a extractului etanolic de 65% 1n baza biomasei de

Nostoc linckia, suplimentat cu tocoferol, pe durata pastrarii la temperatura de +4°C.

Suplimentarea extractelor hidro-etanolice de 65% alcool cu tocoferol in concentratia de 1,0
ug/ml a sporit activitatea antioxidanta a extractului cu 16%, valorile testului ABTS crescand de

la 38% inhibitie la 44% inhibitie. Suplimentarea extractelor hidro-etanolice din nostoc cu 10
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ng/ml tocoferol a sporit activitatea antioxidanti a extractului cu 26%, valorile testului ABTS"”
fiind de 48% inhibitie. Cele mai evidente modificari au fost determinate pentru varianta de
suplimentare a extractului cu 100 pg/ml tocoferol. Sporul activitatii antioxidante a fost cu 53%.
Se poate presupune o implicare agresiva a tocoferolului in procesul de stabilizare si deteriorare a
componentei si activitdtii antioxidante a extractelor complexate. Dar varianta datd a manifestat
cel mai mare grad de stabilizare. Spre sfarsitul duratei de pastrare nu au fost determinate reduceri
ale activitatii antioxidante.

Rezultatele obtinute au demonstrat neimplicarea tocoferolului in procesul de stabilizare a
extractelor hidro-etanolice din biomasa de nostoc. In primele 30 zile de pistrare activitatea
antioxidanta a extractului nativ si a variantelor complexate cu tocoferol nu au suferit modificari.
activitatea antioxidanta a variantelor testate nu s-a modificat. Valorile testului ABTS fiind la
nivelul initial.

Spre sfarsitul perioadei de pastrare, 90 zile, s-au redus valorile testului antioxidant ABTS
pentru extractul nativ cu 14% si pentru variantele de suplimentare cu tocoferol in concentratia
de 1,0 pg/ml si 10 pg/ml cu 32% si 37% respectiv.

Prin urmare putem spune ca implicarea tocoferolului in procesul de stabilizare si de
deteriorare a componentei si a activitatii antioxidante a extractelor etanolice din biomasa de
nostoc depinde in primul rand de tipul extractului. Daca pentru extractele antioxidante etanolice,
tocoferolul a fost unul din factorii de stabilizare n timp a activitatii antioxidante, atunci pentru
extractele hidro-etanolice de 65% alcool, tocoferolul nu s-a manifestat in calitate de stabilizator.
Aceastd neimplicare a fost precedatd de un spor considerabil al activitdtii antioxidante a
extractelor hidro-etanolice complexate. In continuare a fost determinati implicarea dozelor de
tocoferol suplimentate la extracte in procesul de stabilizare a extractelor. Pentru variantele de
extracte etanolice complexate, concentratiile de 10 pg/ml si 100 pg/ml tocoferol au fost
semnificative. Concentratia de 1,0 pg/ml tocoferol a modificat esential activitatea antioxidanta a
extractului etanolic supus testului de pastrare. Pentru variantele de extracte hidro-etanolice
complexate, toate concentratiile au avut un efect similar de stabilizare. Concentratia de 100
ng/ml tocoferol s-a manifestat ca un stabilizator al activitatii antioxidante a extractului hidro-
etanolic de 65%, activitate care a fost majorata de tocoferolul suplimentat.

Extractul hidric, obtinut bin biomasa de nostoc a fost suplimentat cu acid ascorbic si trolox,
aplicate in concentratie de 1,0 pg/ml. Complexele antioxidante obtinute au fost supuse testului
de pastrare la temperatura +4°C. Complexarea extractului hidric cu acid ascorbic a sporit

activitatea antioxidantd a extractului cu 10% (Figura 3.10).
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Fig. 3.10. Modificarea activitatii antioxidante a extractului hidric in baza biomasei de

Nostoc linckia, suplimentat cu acid ascorbic si trolox, pe durata pastrarii la temperatura de +4°C.

In primele 48 ore activitatea antioxidantd a extractului complexat cu acid ascorbic nu a
suferit modificari. Extractul hidric nativ a pierdut 12% din capacitatea de a reduce radicalul
ABTS. Tendinta de reducere a activitatii antioxidante a extractului nativ se pdastreazd in
continuare. Astfel, dupa pastrare timp de 30 zile, activitatea antioxidanta scade cu 55%, iar spre
sfarsitul perioadei de pistrare, valorile testului ABTS"" reprezinti doar 33% din valoarea initiali.

Pentru extractul hidric, suplimentat cu acid ascorbic, dupa perioada de 30 zile a fost
inregistrat un spor cu 23% a activitatii antioxidante. Dupa 90 zile, extractul complexat cu acid
ascorbic pierde din activitatea antioxidantd. Valorile testului ABTS™ se reduc de la 60%
inhibitie la 56% inhibitie. Prin urmare, spre finele perioadei de pastrare, activitatea antioxidanta
a extractului hidric suplimentat cu 1,0 pug/ml acid ascorbic nu se reduce. Putem presupune
perioada de 30 de zile ca fiind suficienta pentru stabilizare.

In experienta de suplimentare a extractului hidric din nostoc cu antioxidantul sintetic trolox
a fost determinatd lipsa unor modificari a activitatii antioxidante in primele 24 ore. Valorile
testului ABTS rdman neschimbate, si care sunt similare valorilor testului antioxidant a
extractului hidric nativ. Dupa durata de 48 ore de pastrare, activitatea antioxidantd a crescut cu
26%. Cresterea valorilor testului ABTS a fost determinata si dupd 30 zile de pastrare. Astfel
dupd o lund de pastrare a extractului hidric complexat cu 1,0 pg/ml trolox, activitatea
antioxidanta a crescut cu 64%. Dupa 90 zile, valorile testului antioxidant se reduc, dar raman la
nivelul valorilor antioxidante determinate dupa 48 ore de pastrare. Spre deosebire de variantele
de extracte etanolice si hidro-etanolice complexate cu tocoferol, unde dupa perioada de 90 zile
de pastrare activitatea antioxidantd a extractelor complexate se reduce esential, identic probelor

native, activitatea antioxidanta a variantelor extractelor hidrice complexate cu antioxidanti
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sintetici rdmane a fi superioara probelor native. Suplimentarea extractelor hidrice, obtinute in
baza biomasei de nostoc cu antioxidanti sintetici poate fi o conditie de pastrare a extractelor n
lipsa congelarii.

Extractul hidro-etanolic, obtinut bin biomasa de nostoc, de asemenea, a fost suplimentat cu
acid ascorbic si trolox in concentratie de 1,0 pg/ml. Complexele antioxidante obtinute au fost
supuse testului de pastrare la temperatura +4°C. Suplimentarea extractului hidro-etanolic de 10%

alcool cu acid ascorbic a sporit activitatea antioxidanta a extractului cu 18% (Figura 3. 11).
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Fig. 3.11. Modificarea activitatii antioxidante a extractului hidro-etanolic de 10% in baza
biomasei de Nostoc linckia, suplimentat cu acid ascorbic si trolox, pe durata pastrarii la

temperatura de +4°C.

Similar experientei cu suplimentarea extractului hidric in baza biomasei de nostoc, in
primele 48 ore activitatea antioxidantd a extractului hidro-etanolic complexat cu acid ascorbic nu
a suferit modificari. Extractul hidro-etanolic nativ mentine capacitatea de a reduce radicalul
ABTS"" pe durata a 30 zile de pastrare.

Pentru varianta de extract hidro-etanolic, suplimentat cu 1,0 pg/ml acid ascorbic, dupa
perioada de 30 zile a fost determinatd o crestere a activitdtii antioxidante cu 19%. Dupa 90 zile,
activitatea antioxidanta a extractului complexat cu acid ascorbic rdmane neschimbatd. Valorile
testului ABTS raman la 60% inhibitie. Prin urmare, spre finele perioadei de pastrare, activitatea
antioxidantd a extractului hidric suplimentat cu 1,0 pg/ml acid ascorbic nu se reduce. Ca si in
cazul probelor extractului hidric suplimentat cu acid ascorbic, pentru variantele complexate ale
extractului hidro-etanolic de 10% putem presupune perioada de 30 de zile ca fiind suficienta
pentru stabilizare.

In experienta de suplimentare a extractului hidro-etanolic din nostoc cu trolox a fost
determinatd lipsa unor modificdri a activitatii antioxidante in primele 24 ore. Ca si In variantele

complexate ale extractului hidric, valorile testului ABTS rdman neschimbate si sunt similare
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valorilor testului antioxidant a extractului hidro-etanolic nativ. Dupa durata de 48 ore de pastrare,
activitatea antioxidantd a crescut cu 26%. Aceeasi crestere a activitdtii antioxidante a fost
stabilitd si pentru varianta de extract hidric suplimentat cu trolox. Cresterea valorilor testului
ABTS a fost determinata si dupa 30 zile de pastrare. Astfel dupa o lund de pastrare a extractului
hidric complexat cu 1,0 pg/ml trolox, activitatea antioxidanta a crescut cu 49%. Dupa 90 zile,
valorile testului antioxidant se reduc, dar raman la nivelul valorilor antioxidante determinate
dupa 48 ore de pastrare. Modificarile activitatii antioxidante a extractului hidro-etanolic
suplimentat cu 1,0 ug/ml trolox, pe durata perioadei de pastrare sunt similare modificarilor
activitatii antioxidante a extractului hidric suplimentat cu trolox. Prin urmare, troloxul poate fi
acceptat in calitate de stabilizator si conservant al activitatii antioxidante a extractelor hidric si
hidro-etanolic de 10% din biomasa de nostoc.

Capacitatea complexelor antioxidante de a reduce radicalii si de a preveni oxidarea poate fi
verificata prin aplicarea metodei de determinare a produselor degradarii acidului tiobarbituric. In
acest scop, in calitate de substrat usor oxidabil au fost utilizate cateva tipuri de uleiuri vegetale,
lipsite de adaos antioxidant. In calitate de antioxidant a fost utilizat extractul etanolic obtinut in
baza biomasei de nostoc prin extragere in alcool etilic timp de 12 ore.

Nivelul de oxidare a uleiurilor a fost stabilit prin metoda determinarii cantitatii dialdehidei
malonice acumulate, iar activitatea antioxidantd a fost determinatd prin metoda reducerii
radicalului DPPH".

In studiu au fost incluse patru tipuri de uleiuri vegetale care se deosebesc dupa componenta
acizilor grasi si respectiv dupa capacitatea de autooxidare. Raportul diferit dintre acizii grasi
mono- si polienici determina gradul de incorporare a produsului antioxidant: ulei din seminte de
in, produs la fabrica ,,Aromavit”’, Moscova, Rusia, seria de producere 010514; ulei din olive
IBERICA, produs de Olive Line S.L., Madrid, Spania, seria L:7885; ulei din porumb, produs
Unilever, Hamburg, Germania, seria L 315400916; ulei din floarea soarelui, produs la AO
,Floarea soarelui”, Balti, Moldova, seria 22.10.2013/4.

Oxidarea acizilor grasi a fost indusa termic cu expunerea uleiurilor la 100°C timp de 60
min. In continuare au fost determinate produsele reactive ale acidului tiobarbituric (testul MDA).

Pentru incorporarea extractului antioxidant (extract etanolic 96%), obtinut pe baza de
biomasa de nostoc, la 6 ml ulei s-au adaugat 3 ml preparat. Pentru a spori incorporarea
antioxidantilor amestecul obtinut a fost emulsionat prin agitare timp de 60 min. Separarea
uleiului de restul de preparat s-a produs timp de 24 ore la temperatura camerei. Reziduul etanolic
a fost inlaturat prin decantare. Probele experimentale de ulei cu complex antioxidant si probele

control de ulei au fost supuse oxidarii in conditii identice. In continuare a fost efectuat testul
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MDA. Pentru a separa uleiul de substratul reactant, la probe a fost introdus cloroform in
cantitate de 3 ml. Uleiul a fost eliminat prin decantare.
Nivelul de oxidare a uleiurilor a fost monitorizat prin cuantificarea MDA. Rezultatele

determindrii produselor de reactie ale acidului tiobarbituric sunt prezentate in Figura 3. 12.

OUleinativ. @Ulei cu prepatat AON  OUlei nativ oxidat mUlei AON oxidat

2.5

) I

1.5 ]

1
o Timm [ em ] T e TR [ Py

Ulei olive Ulei in Ulei porumb Ulei floarea soarelui

Fig. 3.12. Testul MDA, determinat pentru uleiurile vegetale native si suplimentate cu

antioxidant, extract etanolic de 96% in baza biomasei de Nostoc linckia.

Din rezultatele prezentate se vede, ca complexul antioxidant, obtinut prin extragere
etanolicad din biomasa de nostoc este un factor important de protectie a uleiurilor vegetale, in
special a celui de in si de porumb.

In lipsa oxidarii induse a uleiurilor, testul DAM a determinat implicarea antioxidantilor in
procesul de reducere a procesului oxidativ indus de conditiile de desfasurare a metodei. Cu 22%
au scazut valorile testului DAM pentru uleiurile de olive si in cele suplimentate cu complex
antioxidant si 48% au scazut valorile testului DAM pentru uleiul din seminte de floarea soarelui
suplimentat cu antioxidant. Uleiul de porumb a fost mai putin receptibil. Rezultatele stabilite nu
pot fi analizate doar din punct de vedere al continutului uleiurilor vegetale, substrat pentru
reactiile de oxidare. Astfel, componenta polienicd a uleiurilor din seminte de floarea soarelui si
porumb sunt asemanatoare dupa raportul acizilor grasi. Continutul dublu de acid oleic C18:1®09
din uleiul de porumb poate fi un factor de conservare a uleiului, efectul caruia s-a suprapus peste
cel al antioxidantilor. Uleiul de in si de olive sunt absolut diferite dupa componenta acizilor
grasi. Uleiul de in contine peste 50% acid linolenic C18:3®3 si care lipseste n uleiul de olive.
Uleuil de olive contine 75% acid oleic. Uleiul de in este usor oxidabil, dar rezultatele testului
DAM au aratat o reactie de protectie a uleiurilor de in si olive identica in variantele suplimentate

cu complex antioxidant din nostoc.
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Cu totul diferit au reactionat uleiurile vegetale suplimentate cu complex antioxidant din
biomasa de nostoc la conditiile de stres oxidativ indus. Cel mai mic grad de oxidare a fost
determinat pentru uleiul de olive. A fost stabilitd o reducere cu 42% a valorilor testului MDA.
Urmeaza uleiul de in pentru care complexul antioxidant a protejat 51% ulei. O cantitate care
formeaza 87% din uleiul de porumb si 70% din uleiul de floarea soarelui au fost protejate de
extractul antioxidant din biomasa de nostoc.

Prin urmare a fost demonstrata capacitatea extractelor etanolice, obtinute in baza biomasei
native de nostoc de a proteja uleiurile vegetale de oxidare.

Pentru aprecierea eficientei extractelor antioxidante din nostoc in calitate de protectori ai
uleiurilor vegetale a fost aplicat testul DPPH. Pentru realizarea lui " in calitate de solvent a fost
selectata acetona. Perioada de incubare a probelor a fost de 20 min, dupa care a fost Inregistrata
absorbanta probelor la 517 nm. A fost introdusa proba control pentru uleiul nativ. Prin testul de
reducere a radicalului DPPH a fost verificata activitatea antioxidantd a extractului etanolic de
96% din nostoc Transferul de componente antioxidante in uleiuri a fost realizat prin
emulsionarea a 3 ml ulei cu 1 ml extracte. Dupa separarea fractiilor, uleiul a fost dizolvat in

acetona si efectuat testul DPPH. Rezultatele testului DPPH sunt prezentate in Figura 3. 13.
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Fig. 3.13. Activitatea antioxidantd (DPPH", % inhibitie) a uleiurilor vegetale native si

suplimentate cu antioxidant, extract etanolic de 96% in baza biomasei de Nostoc linckia.

Este evident sporul activitatii antioxidante a uleiurilor suplimentate cu complexul
antioxidant din nostoc. Cel mai putin a fost influentat uleiul de olive. Activitatea antioxidanta a
uleiului de olive suplimentat cu complex antioxidant a crescut cu 82%. Valoarea testului DPPH
este de 40,5% inhibitie radical. De 2,4-2,5 ori a sporit activitatea antioxidanta a uleiurilor de in si
porumb, respectiv. De aproape 3 ori a crescut activitatea antioxidantd a uleiului de floarea
soarelui suplimentat cu complex antioxidant din biomasa de nostoc. Valoarea testului DPPH a

crescut de la 29% inhibitie la 84% inhibitie radical. Prin urmare, complexul antioxidant, obtinut
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in baza biomasei de nostoc prin extragere cu etanol absolut poseda capacitatea de amplificare a

valorilor testului antioxidant.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Activitatea antioxidantd a extractelor din nostoc este determinatd de natura
extractantului utilizat si conditiile derulare a procesului de extragere.

2. Alcoolul etilic este un solvent recomandat pentru obtinerea preparatelor antioxidante din
biomasa de nostoc, rezultatele obtinute cu utilizarea lui fiind comparabile cu cele obtinute cu
utilizarea metanolului. In acelasi timp etanolul se caracterizeaza printr-un nivel inalt de siguranti
fatd de alcoolul de referinta si deci este mai indicat pentru obtinerea produselor antioxidante din
biomasa cianobacteriana.

3. Activitatea extractelor hidro-etanolice din nostoc este dependentd de concentratia
solutiei aplicate, iar cele mai inalte valori sunt obtinute pentru extractele de 55-70%, in care sunt
prezente atat componentele cu proprietati hidrofile, cat si cu cele lipofile.

4. In scopul sporirii activitatii antioxidante ale extractelor obtinute cu solutie etanolica de
10-20% se aplica o pre tratare cu apa distilatd. Acest procedeu duce la sporirea activitatii
antioxidante a extractelor hidro-etanolice cu 85 - 100%.

5. Suplimentarea extractelor din nostoc cu tocoferol este eficientd pentru pastrarea de
durata a extractelor hidro-etanolice de 65%, si nu poate fi aplicata in cazul extractelor etanolice.

6. Termenul de pastare a extractelor hidrice si hidro-etanolice de 10 si 20% poate fi marit
prin suplimentarea extractelor cu trolox ori acid ascorbic.

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

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

Cautarea surselor noi de antioxidanti naturali cu potential in profilaxia si tratamentul
diferitor maladii umane este o tendintd actuald a biotehnologiei moderne. In ultimii ani sinteza
biologica a antioxidantilor atrage atentia ca alternativa a sintezei chimice In primul rand din
activitate antioxidanta si antiradicalicd inaltd. Relatia stransd dintre ficobiotehnologie,
biotehnologia microbiologica si chimia compusilor coordinativi oferd oportunititi mari in
aceasta directie.

Cianobacteriile posedd numeroase mecanisme de protectie antioxidantd, ce includ
componente enzimatice si nonenzimatice capabile sa inlature efectele speciilor reactive ale
oxigenului [203-205]. Activitatea antioxidanta inaltd a cianobacteriilor se datoreaza distribuirii
lor cosmopolite in diverse nise ecologice, fiind dotate evolutiv cu mai multe mecanisme de
mentinere a viabilitdtii decdt majoritatea organismelor biologice. Ficobiliproteinele ca
antioxidanti non-enzimatici absorb si asigurd disiparea energiei de excitare sub forma de caldura
si transferul eficient al energiei absorbite de centrele de reactie fotosintetice, in scopul de a
reduce productia de oxigen singlet 'O, [250]. Acesti compusi sunt viu colorati, cu capacitate
inalta de absorbtie si fluorescentd datoritd cromoforilor bilinici, iar in linii generale toti sunt
antioxidanti, care reduc intensitatea stresului oxidativ prin mentinerea mediului redox sau
modularea sistemului de semnalizare intracelulara [118, 173, 227].

Randamentul ficobiliproteinelor poate fi maximizat prin controlul sau optimizarea
factorilor nutritivi si de mediu [156, 220, 222]. Compusii coordinativi ai metalelor cu diferiti
liganzi atrag atentia anume prin capacitatea lor de a modela procesele biosisntetice in celulele
vii, chiar si fiind aplicati in concentratii foarte joase [49]. Ca xenobiotici pentru organismele vii,
acesti compusi pot genera stres oxidativ de diferita intensitate, care foarte des este asociat cu o
crestere initiald a activitatii antioxidante a celulelor. Pe aceasta cale compusii coordinativi ai
metalelor de tranzitie pot servi ca modulatori in procesul de sinteza dirijatd a compusilor cu
proprietati antioxidante n obiectele de interes biotehnologic.

Fierul este un element esential al mai multor complexe proteice, care sunt implicate in
procesul de fotosinteza, in calitate de co-factori redox. Elementele fotosistemei | a
cianobacteriilor si citocromul bef contin cantitati considerabile de fier si se sintetizeaza in celule
in cantitati mici In caz de insuficientd de metal [73]. La cianobacterii In biosinteza

ficobiliproteinelor este implicata ficocianin-ferredoxin oxidoreductaza (PcyA) care mediaza
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reducerea atipica a biliverdinei IX [72]. Astfel, proprietatile redox datoritd carora fierul este un
co-factor eficient duc, de asemenea, la interactiuni oxidative, din care rezultd radicali liberi
periculosi pentru celule. Astfel, cantitatea de fier in celule trebuie foarte strict controlatd, misiune
care este indeplinita de catre familia proteica a ferritinelor.

Din punct de vedere comercial sunt produse naturale valoroase cu utilizari multiple in
calitate de nutraceutice si produse farmaceutice, componente alimentare, coloranti pentru
cosmetice, marcheri In biomedicina. Utilizarea ficobilinelor in calitate de coloranti naturali fara
potential toxic ori oncogen este o alternativa actuald fata de produsele sintetice [180, 203-205].
Numeroase studii arata, cd datoritd proprietatilor lor ficobilinele normalizeaza imunitatea, inhiba
dezvoltarea tumorilor, 1incetinesc procesul de imbdtranire si  dezvoltarea bolilor

neurodegenerative [41, 157, 250, 260].

4.1. Modificarea activitatii antioxidante la Nostoc linckia sub influenta compusilor
coordinativi ai fierului (III) cu bazele Schiff si cu aminoacizii

In calitate de inductori ai acumulirii principiilor bioactive cu efect antioxidant in biomasa
de Nostoc linckia au fost utilizate doud clase principial diferite de compusi coordinativi ai
fierului — compusi ai Fe(Ill) cu aminoacizii si compusi ai Fe(Ill) cu bazese Schiff. Selectarea
acestor doua clase a fost fondatd pe incercarea de a compara reactiile de raspuns ale culturii de
nostoc la actiunea unor compusi cu grad diferit de toxicitate. Ambele tipuri de compusi contin
fierul — metal cu valentd variabila, unul dintre principalele elemente metalice responsabile in
sistemele vii de declansarea reactiilor de oxidare si formare a radicalilor liberi. Din start am
considerat cd prezenta metalului deja poate fi un element de control al activitdtii antioxiante in
biomasa de nostoc. Liganzii prezentati prin aminoacizi sunt elemente prietenoase mediului
celular, capabile sa atenueze efectele negative ale metalului, iar liganzii prezentati prin bazele
Schiff, din contra, datoritd potentialului lor toxic inalt, pot amplifica efectele negative ale
metalului. Prin compararea efectelor acestor doua clase de substante asupra nostocului speram sa
contribuim la tezaurul de cunostinte acumulat cu referire la procesele de anihilare a consecintelor
stresului oxidativ, elaborarea preparatelor cu efecte antioxidante, confirmarea sigurantei
biomasei ficologice cu bioelemente acumulate in procesele biotehnologice s.a.

Parametrii monitorizati in cadrul acestor experiente au fost: biomasa cianobacteriand,
continutul de ficobiliproteine in biomasda (si in extractele hidrice) ca component cu efect
antioxidant si pondere maximald cantitativa, activitatea antioxidantd a extractelor hidrice si

etanolice, determinatd prin aplicarea diferitor metode.
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4.1.1. influenta compusilor coordinativi ai Fe(III) cu aminoacizii asupra parametrilor
biotehnologici la Nostoc linckia

Experientele din acest subcapitol au fost efectuate cu utilizarea culturii de Nostoc linckia
trecuta prin 3 pasaje pe mediu lipsit de fier, care In mod normal se adaugad in forma de complex
FeEDTA. Pentru addugarea compusilor coordinativi la mediul de cultivare s-au preparat solutii
apoase standard cu concentratia de 1mg/ml. Compusii au fost adaugati la mediul nutritiv pana la
inocularea culturii, concentratiile utilizate fiind de la 10 la 40 mg/l cu intervalul intre variante de
10 mg/l. Aceasta schemd experimentala a fost aplicatd si anterior pentru alte culturi ficologice —
Dunaliella salina si Porphyridium cruentum, si a permis de a evidentia anumite elemente
comune in reactiile de raspuns ale acestor doua obiecte valoroase. Este cu atdt mai interesant de a
aplica schema propusa in cercetarile din aceasta lucrate, ca aici avem in calitate de obiect de
studiu un organism principial deosebit — reprezentant al procariotelor. In Tabelul 4.1 sunt date
formulele compusilor utilizati in studiu, abrevierile utilizate in continuare la prezentarea si
analiza rezultatelor, concentratiile lor utilizate in studiu si continutul fierului in probele apicate
[8, 15].

Tabelul 4.1. Concentratiile compusilor coordinativi ai Fe(Ill) cu aminoacizii, aplicate in

studiu si continutul de fier in ele [8, 15]

Compusul Abrevierea Masa Concentratia

utilizata molari compusului

mg/l uM

[FesO(Gly)s(H20)3](NO3)*3H,O [Fe(1IN)Gly] 797,7 10 12,54
20 25,08

30 37,62

40 50,17

[FesO(L,DAla)s(H20)3](NO3z)*4H,O | [Fe(lll)D,LAla] | 899,7 10 11,11
20 22,23

30 33,34

40 44,45

[FesO(LAla)s(H20)3](NO3)*4H,O [Fe(lIT)L,Ala] 899,7 10 11,11
20 22,23

30 33,34

40 44,45

[FesO(Gly)s(H20)3](NOs)7¢3,5H,0 [Fe(1I)Gly]™ 1185 10 8,44
20 16,88

30 25,32

40 33,76

[FesO(BAla)s(H20)s](NOs)7#3,5H,0 | [Fe(IlBAla]™™ | 1260 10 7,94
20 15,88

30 23,81

40 31,75
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Colectarea biomasei cianobacteriene s-a produs la a 10-a zi de cultivare in conditiile
mentionate anterior, dupa care biomasa s-a standardizat si s-a supuns extragerii hidrice, hidro-
etanolice cu concentratia alcoolului in amestecul extractant de 55% si etanolice. Aceste tipuri de
extragere au fost selectate in baza rezultatelor prezentate in capitolul 3, unde a fost demonstrat,
ca aceste tipuri de extracte sunt cele mai active din punct de vedere al activitatii antiradicalice si
isi pastreaza proprietatile in conditii adecvate de stocare.

Toate extractele utilizate in studiu au fost standardizate dupa substanta uscata in asa mod,
ca extractele supuse testarii sa contina 1 mg substanta uscatd la 1 ml. La prima etapa in extracte
a fost determinati activitatea lor antiradicalici prin aplicarea testului ABTS ™.

Rezultatele testului pentru extractele obtinute din biomasa de Nostoc linckia, crescuta pe
mediu cu adaos de compusi coordinativi in patru concentratii testate si din biomasa probei

martor sunt prezentate in Figurile 4.1 s1 4.2.
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Fig.4.1. Productivitatea si activitatea antiradicalica (test ABTS) a extractelor din biomasa de

Nostoc linckia obtinutd pe medii cu adaos de glicinat de fier(I1I).

Dupa cum se poate observa din Figura 4.1, ambii glicinati ai fierului (IIT) in diferite
concentratii au provocat o crestere moderatd a cantitatii de biomasa acumulatd. Cel mai
pronuntat s-a inregistrat in varianta experimentald cu adaos de 40 mg/L [Fe(Ill)Gly], cand
cantitatea de biomasa obtinuta a fost cu 23% mai mare decat in cazul probei martor. Activitatea
antiradicalica fata de ABTS in toate 3 tipuri de extracte studiate (hidric, etanolic si hidro-
etanoloc de 55%) a fost mai joasa decat activitatea extractelor obtinute din biomasa martorului.
Rezultate similare au fost obtinute si in cazul compusului [Fe(III)Gly]7+. Si in acest caz biomasa
este la nivelul probei martor ori o depaseste neesential pe aceasta, iar activitatea antiradicalica a
extractelor este la nivelul activitatii extractelor din biomasa standard, ori mai joasa ca aceasta.
Cele mai joase rezultate au fost inregistrate pentru extractele hidro-etanolice de 55%, care in

variantele experimentale inregistreaza valori semnificativ mai joase decat In cazul martorului.

94



Rezultatele obtinute in cazul suplimentarii mediului nutritiv cu compusi ai fierului cu L,D-

Alaninat, L-Alaninat si B-Alaninat sunt prezentate in Figura 4.2.
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Fig.4.2. Productivitatea si activitatea antiradicalica (test ABTS) a extractelor din biomasa de

Nostoc linckia obtinuta pe medii cu adaos de alaninati de fier(I1I).

Ca si in cazul examinat mai sus, in cazul alaninatilor de fier nu au fost inregistrate efectele
dorite — adica o crestere semnificativa a activitatii antioxidante. Atat biomasa, cat si activitatea
antiradicalica fata de radicalul cation ABTS nu s-au deosebit semnificativ in variantele
experimentale de rezultatele obtinute pentru proba martor.

Urmatorul test caruia au fost supuse extractele hidro-etanolic si etanolic din nostoc a fost
testul de evaluare a capacitatii antioxidante prin metoda reducerii reagentului fosfomolibdenic
(CREM). Deoarece metoda datd presupune testarea activitdtii antioxidante a extractelor
etanolice, testului CRFM sunt supuse doar extractul hidro-etanolic de 55% si cel etanolic.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figurile 4.3 si 4.4.
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Fig.4.3. Productivitatea si capacitatea de reducere a reagentului fosfomolibdenic a extractelor din

biomasa de Nostoc linckia obtinuta pe medii cu adaos de glicinat de fier(III).
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Extractele obtinute din biomasa de nostoc crescutd pe mediu cu adaos al glicinatilor de fier
(Figura 4.3) au manifestat o capacitate de reducere a reagentului fosfomolibdenic practic identica
sau mai joasd comparativ cu biomasa standard. In cazul primului glicinat [Fe(I1)Gly] extractul
hidro-etanolic de 55% din biomasa de nostoc in toate variantele experimentale a manifestat o
capacitate de reducere a reagentului fosfomolibdenic substantial mai joasa fata de extractele din
biomasa martor. Valorile maximale ale capacitatii de reducere a reagentului fosfo-molibdenic
pentru extractele etanolice si hidro-etanolice au fost inregistrate in cazul biomasei martor,
acestea atingand 55-56 mg echivalent Trolox la gram de biomasa de nostoc. Astfel, testul CRFM
a confirmat rezultatele obtinute prin aplicarea testului ABTS — glicinatii de Fe(III) nu provoaca o
crestere a activitatii antioxidante Tn biomasa de nostoc.

In Figura 4.4. sunt prezentate rezultatele similare obtinute pentru alaninatii de fier (III).
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Fig.4.4. Productivitatea si capacitatea de reducere a reagentului fosfomolibdenic a extractelor din

biomasa de Nostoc linckia obtinuta pe medii cu adaos de alaninati de fier(III).

Extractele obtinute din biomasa de nostoc crescutd pe medii cu adaos de alaninati de fier
(Figura 4.4) au prezentat o capacitate de reducere a reagentului fosfomolibdenic la nivelul
martorului, sau chiar mai joasd. Cea mai evidentd scadere a capacitatii antioxidante a extractelor
obtinute din biomasa probelor experimentale se inregistreaza pentru toti trei compusi la
concentratia de 40 mg/L.

In continuare cele trei tipuri de extracte din biomasa de nostoc au fost studiate cu aplicarea
metodei de evaluare a capacitatii antioxidante prin metoda reducerii reagentului Folin-
Ciocalteu (CRFC). Aceasta metoda are la baza principiul transferului de electroni produs in
mediul alcalin cu reducerea complexului acid fosfomolibdenic/fosfovolframic cu formarea

cromogenului care se determina colorimetric. Capacitatea antioxidantd se exprima in echivalent
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acid galic la cantitatea de biomasa. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare pentru acidul
galic.

Rezultatele obtinute in procesul de monitorizare a activitatii antioxidante a extractelor in
baza reactiei de reducere a reagentului Folin — Ciocalteu sunt prezentate in Figurele 4.5 si 4.6.
Glicinatii de fier nu au indus efectele dorite in biomasa de nostoc, valorile testului de reducere a
reagentului Folin-Ciocalteu fiind comparabile cu cele obtinute in cazul probei martor. Ca si in
cazul reagentului fosfomolibdenic, cele mai joase rezultate s-au inregistrat in extractele obtinute
din biomasa, care a crescut in prezenta celei mai inalte concentratii a compusilor (40 mg/L). In

special acest lucru se observa in cazul extractului hidric si hidro-etanolic de 55% (Figura 4.5).
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Fig.4.5. Productivitatea si capacitatea de reducere a reagentului Folin-Ciocalteu a extractelor din

biomasa de Nostoc linckia, obtinuta la cultivare in prezenta glicinatilor de Fe(ll1).

Rezultatele obtinute in cadrul testului de reducere a reagentului Folin-Ciocalteu pentru
extractele hidrice, hidro-etanolice de 55% si etanolice din biomasa de nostoc crescutd in prezenta

alaninatilor de fier (IIT) sunt prezentate in Figura 4.6.
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Fig.4.6. Productivitatea si capacitatea de reducere a reagentului Folin-Ciocalteu a extractelor din

biomasa de Nostoc linckia, obtinuta la cultivare in prezenta alaninatilor de Fe(III).
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Extractele etanolice si hidro-etanolice obtinute din biomasa de nostoc crescuta pe mediu cu
adaos de alaninati de fier (III) in linii generale au ardtat o capacitate de reducere a reagentului
Folin Ciocalteu comparabild cu activitatea extractelor din biomasa standard. Activitatea
extractelor hidrice din biomasa de nostoc in variantele experimentale a fost mai joasd decat
activitatea extractelor obtinute din biomasa martorului, crescuta pe mediul standard.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu diferd semnificativ de rezultatele obtinute cu
utilizarea acelorasi compusi pentru cultura microalgei rosii Porphyridium cruentum. In cazul
porfiridiumului practic pentru toti compusii cu fier trivalent si aminoacizi au fost inregistrate
cresteri semnificative ale activitdtii antioxidante a tuturor tipurilor de extracte obtinute. Astfel, in
seria mentionata de cercetari valorile activitatii antioxidante a extractelor din biomasa variantelor
experimentale in medie au depasit activitatea extractelor din biomasa martorului de 1,4-1,7 ori,
iar in unele cazuri — peste 3 ori [15]. Nostoc linckia s-a manifestat mult mai inert, fara a prezenta
variatii semnificative atdt in procesul de acumulare a biomasei, cat si in valorile activitatii
antioxidante ale acesteia. Astfel, compusii coordinativi ai Fe(Ill) cu glicinatii si alaninatii nu s-
au manifestat in calitate de inductori ai starii de stres oxidativ ori de intensificare a proceselor de

acumulare a componentelor cu actiune antioxidanta in biomasa de nostoc.

4.1.2. Influenta compusilor coordinativi ai Fe(III) cu bazele Schiff asupra parametrilor
biotehnologici la Nostoc linckia

sporite a activitatii antioxidante a nostocului prin intermediul dirijarii biosintezei de ficobiline in
biomasi. In calitate de reglatori au fost utilizati 4 compusi ai fierului cu bazele Schiff obtinuti
prin condensarea 2,6 diacetilpiridinei cu hidrazida acidului izonicotinic (H,L') si hidrazida
acidului nicotinic (HzL?), sintezati de cercetatorii Institutului de Chimie sub conducerea dlui
prof. Bulhac Ton. In Tabelul 4.2 sunt indicate formulele, concentratiile molare si continutul de
metal, care au fost utilizate in experiente.

Procesul de crestere la Nostoc linckia si sinteza metabolitilor primari si secundari sunt
dependente in mod direct de compozitia mediului de culturd. Compusii fierului (III) cu bazele
Schiff au fost inclusi in mediul nutritiv la prima zi a ciclului de cultivare in concentratii la 1 1a 20
mg/L. Biomasa s-a recoltat la a zecea zi, iar dupa standardizare in ea au fost determinate
activitatea antioxidanta si cantitatea de ficobiliproteine in extractele hidrice obtinute din aceasta
biomasa. Rezultatele pentru compusul [Fe(H2LY)(H20)2](NOs)s-1.5H,0 sunt prezentate in Figura
4.7.
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Tabelul 4. 2. Compusii fierului (IIT) cu baze Schiff utilizati in cercetare

Compusul coordinativ M, 1 5 10 15 20
g/mol mg/L | mg/L | mg/L mg/L mg/L
Cwm+107°, mol/L

[Fe(H,LY)(H,0),](NO3)s'1.5H,0 | 706.343 | 1.41 | 7.08 | 14.15 | 21.23 | 28.31

[Fe(H,LD)(H,0)15(CHsOH)os]( | 834.701 | 1.20 | 5.99 | 11.98 | 17.94 | 23.96
ClO4)3-2H,0

[Fe(H,L9)(H,0),](NO3):-5H,0 | 769.397 | 1.30 | 650 | 13.00 | 19.49 | 25.99

Fe(H,L?)(H20),](C104)s-H,0 809.673 | 1.23 | 6.17 | 12.35 | 1852 | 24.70
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Fig. 4.7 . Continutul total al ficobilinelor (% BAU) si corelarea intre valoarea testului ABTS in

extractele hidrice din biomasa de Nostoc linckia in prezenta [Fe(H,L")(H20)2](NO3)3:1.5H0.

Cele mai mari valori au fost obtinute la adaugarea cantitatii de 15 mg/L ale acestui
compus, ceea ce a determinat cresterea continutului de ficobiliproteine cu 132% comparativ cu
proba martor. Cantitatea de 5 mg/L asigura o crestere a cantititii de ficobiliproteine cu 60%. In
ceea ce tine de activitatea antioxidanta a extractelor hidrice obtinute din biomasa crescutd in
prezenta diferitor concentratii ale compusului in aceste doud cazuri avem o inhibitie de 70 si
80% respectiv a radicalului cation ABTS. In celelalte concentratii nu au fost observate careva
modificari ale continutului de ficobiline in biomasa. De asemenea si cantitatea de biomasa nu se
modifica sub influenta acestui compus. In cazul acestui compus valorile testului ABTS in

extractul apos din biomasa de nostoc este in corelare cu continutul ficobilinelor, coeficientul de

determinare fiind R?=0.96.
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Datele prezentate in Figura 4.8 reflectd cantitatea de pigmenti ficobilinici si capacitatea
antiradicalica fatd de radicalul cation ABTS a extractelor hidrice din biomasa de nostoc obtinuta
la crestere in prezenta compusului [Fe(H,L?)(H20),](NO3)s5H20.

Efectul de sporire a acumularii de ficobiline a fost observat pentru toate concentratiile de
compus utilizate in studiu. Concentratiile de la 1 la 15 mg/L au dus la cresterea cantitatii de
ficobiliproteine cu 40-70% fata de martor, iar la concentratia de 20 mg/L aceasta crestere a fost
de 2,7 ori. In acest caz nivelul de inhibitie a ABTS"" a atins valoarea de 92%. La concentratiile
compusului de 1 si 5 mg/L nivelul de inhibitie a radicalului este de aproximativ 80%. In celelalte
variante experimentale activitatea antiradicalica a extractului hidric din biomasa a fost la nivelul
martorului. Analiza corelationald a stabilit o relatie stransa intre continutul de ficobiliproteine si
activitatea antiradicalica a extractelor hidrice din biomasa de nostoc, coeficientul de determinare

(R?) fiind de 0.75 (Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Continutul total al ficobilinelor (% BAU) si corelarea intre valoarea testului ABTS in

extractele hidrice din biomasa de Nostoc linckia in prezenta [Fe(H;L?)(H20)2](NO3)s-5H-0.

A fost de asemenea stabilit efectul de stimulare a procesului de acumulare a
ficobiliproteinelor in biomasa de nostoc la crestere in prezenta concentratiilor mici de 1, 5 si
10mg/L  ale compusului [Fe(H,L")(H20)15(CH30H)5](Cl04)3-2H,0 (Figura 4.9). In acest
interval continutul de ficobiliproteine in biomasa acrescut direct proportional concentratiei de
compus, pornind de la o crestere de 40% la concentratia de 1 mg/L si terminand cu dublarea
acestei valori la concentratia de 10 mg/L. Aceasta este cantitatea maximala de ficobiliproteine
obtinute in experienta cu utilizarea compusului dat. Nivelul de biomasd in variantele

experimentale a fost identic probei martor. Valoarea maxima a inhibitiei radicalului cation ABTS
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a fost de 77%, Inregistrat in extractul hidric din biomasa obtinuta la crestere in prezenta a 5 si 10
mg/L de compus. Coeficientul de determinare Intre parametrii studiati a fost de 0,854, ce indica

o corelare puternica intre ei.
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Fig. 4.9 . Continutul total al ficobilinelor (% BAU) si corelarea intre valoarea testului ABTS in
extractele hidrice din biomasa de Nostoc linckia in prezenta
[Fe(HoL")(H20)1.5(CH30H)0 5] (C104)3-2H,0.

Compusul [Fe(H,L?)(H20),](Cl04);-H,0 de asemenea nu a indus modificarea nivelului de
acumulare a biomasei de nostoc, dar in toate concentratiile aplicate a dus la marirea continutului
de ficobiline cu 30-40% fata de continutul acestora in proba martor (Fig. 4.10). Cresterea
cantitatii de ficibiliproteine in extractul hidric din biomasa de nostoc cu 30% nu a afectat practic
deloc activitatea antiradicalicd a acestuia. Astfel, In toate variantele experimentale activitatea
antiradicalica a extractelor fatd de radicalul cation ABTS a avut valori care nu s-au deosebit
esential de activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa standard. Coeficientul de
determinare intre parametrii monitorizati a fost de 0,45, ceea ce denotad o corelare slaba intre
continutul de ficobiline si activitatea antiradicalica a extractului hidric.

In experientele descrise compusii coordinativi ai Fe(IIT) cu bazele Shiff au fost adaugati la
mediul nutritiv In diferite concentratii pentru a induce un stres oxidativ in cultura de Nostoc
linckia. Aceasta, raspunde la randul ei prin modificarea proceselor de sinteza a factorilor de
protectie, printre care si ficobiliproteinele. Este cunoscut, cd acesti compusi actioneaza ca
substante ce “’sting” radicalii liberi ori rup lantul de oxidare prin intermediul reactiilor de transfer
de electroni ori hidrogen [118]. De fapt, atunci cand factorul de stres devine critic, in calitate de
reactie de raspuns primar, unele tulpini de cianobacterii, inclusiv Nostoc linckia, si-au dezvoltat

mecanisme de protectie de prima linie, ce presupun evitarea conditiilor nocive. Acestea includ
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migrarea in straturile superficiale ale mediului nutritiv in conditii de laborator sau sinteza de
polizaharide extracelulare care pot actiona ca factori de chelare a metalelor. Mai mult,
exopolizaharidele pot reduce metalul, in special prin actiunea grupelor functionale chimice,
depozitandu-l in forma de nanoparticule. Aceasta oferd o perspectivd importantd pentru
intelegerea mecanismelor responsabile pentru transportul ionilor metalici si mentinerea

concentratiei homeostatice.
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Figura 4.10. Continutul total al ficobilinelor (% BAU) si corelarea intre valoarea testului ABTS

in extractele hidrice din biomasa de Nostoc linckia in prezenta [Fe(H2L?)(H20)2](Cl104)s H20.

Rezultatele obtinute demonstreazd modificari evidente in continutul de ficobiliproteine in
biomasa nostocului. in cazul compusului [Fe(H,L")(H20),](NO3)s- 1.5H,0, cresterea nivelului de
pigmenti are loc la un nivel normal al productivitatii, deci nu putem afirma despre existenta unui
stres oxidativ. Cresterea cantitatii de ficobiliproteine in acest caz poate fi o reactie la necesitatea
de a activa procesele de asimilare a energiei luminii. In acelasi timp corelarea stransa intre
continutul de ficobiline si activitatea antioxidanta a extractului hidric indicd asupra faptului, ca
acesti pigmenti prezintd componentul antioxidant dominant in extract.

In cazul [Fe(H2L?)(H20)2](NO3)s-5H,0, cel mai inalt nivel al ficobiliproteinelor a fost
inregistrat la concentratia de 20 mg/L — 250% fatd de martor. In acelasi timp, cantitatea de
biomasa a fost la nivelul martorului, deci nu putem afirma, ca in acest caz ficobiliproteinele au
actionat doar ca elemente implicate in fotosinteza. Corelatia intre continutul de ficobiliproteine
si activitatea antioxidanta a extractelor hidrice este mai joasd, ceea ce vorbeste despre prezenta a
mai multor componente antioxidante, afara de pigmentii studiati. Putem presupune, cd un
continut sporit de ficobiliproteine la concentratia maximd a compusului este o reactie de

protectie antioxidanta si una de intensificare a fotosintezei si productivitatii la Nostoc linckia.
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In cazul compusului [Fe(HgLl)(HgO)l,s(CH3OH)o,5](CIO4)3-2H20 la concentratia de 1,5 si
10 mg/L s-a produs o crestere a continutului de ficobiliproteine si a activitdtii antioxidante a
extractului hidric. Putem presupune, cd in aceste conditii are loc o intensificare a sintezei
ficobilinelor si a componentelor antioxidante in biomasa de nostoc. La concentratii mai mari ale
compusului, nivelul ficobilinelor in biomasa este ca si in proba martor. Aceasta, pe fonul unui
nivel scazut usor de productivitate, poate fi o dovada de includere a altor sisteme de protectie
antioxidanta decat cele bazate pe acumularea excesiva a acestor pigmenti.

In cazul [Fe(H,L?)(H20)2](Cl04)3-H,0 a fost inregistrat cel mai mic nivel al corelarii intre
continutul de ficobiline si activitatea antioxidantd a extractului hidric, dar si cel mai jos nivel al
ficobiliproteinelor in biomasa probelor experimentale. in conditiile unei productivititi si
activitati antioxidante la nivelul probei martor, putem presupune cd acest compus are o actiune
practic neutra fatd de nostoc.

In concluzie putem afirma, cd compusii coordinativi ai Fe(Ill) cu bazele Shiff au avut un
efect stimulator asupra procesului de acumulare a ficobiliproteinelor in biomasa de Nostoc
linckia. Efectul de stimulare depinde de doza aplicata, si in cazul a trei compusi, concentratia de
20 mg/L a fost determinatd ca fiind una de intensitate moderatd. Rezultatele obtinute
demonstreaza existenta unei corelatii intre continutul ficobiliproteinelor si valorile testului ABTS
ale extractelor hidrice din biomasa experimentald de Nostoc linckia. Prin urmare, este posibil sa
se modifice activitatea antioxidantd a biomasei de nostoc, aplicand concentratii scazute de
stimuli chimici. In variantele noastre cel mai inalt nivel de corelatie intre parametrii studiati a
fost observat in cazurile de stimulare a cresterii nostocului (compusul [Fe (H2L1) (H20) 2]
(NO3) 3 « 1.5H20) sau inhibarea acestui proces (compusul [ Fe (H2L1) (H20) 1.5 (CH3OH)
0,5] (C104) 3 « 2H20). Mai neutrd este actiunea factorilor externi in prezenta cdrora corelatia
dintre continutul ficobiliproteinelor si activitatea antioxidantd a extractelor apoase este joasa.
Aceasta concluzie sugereaza functii duble ale pigmentilor ficobilinici pentru cultura de nostoc -
atat fotosinteticd, cat si de protectie antioxidantd. Intensitatea acestor aspecte functionale este

determinatd de natura si actiunea factorilor externi care influenteaza cultura.

4.1.3. Utilizarea compusilor noi cu schelet hibrid terpenic si azaheterociclic pentru sporirea

activitatii antioxidante la Nostoc linckia

Cercetarile efectuate de noi pe alte culturi ficologice au demonstrat, ca in cazul aplicarii
unor compusi cu potential toxic, dar in cantitati foarte joase, se poate obtine 0 Stare de stress

moderat, care duce la acumularea intensd a compusilor antioxidanti in biomasa, fard a duce la
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deteriorarea componentelor celulare. Astfel, compusul Sulfato-bis(nicotinoilhidrazon)-2,6-
diacetilpiridin-cobalt(I[) monometanol trihidrat asigurd cresterea substantiala a activitatii
antioxidante a extractelor din biomasa de Porphyridium cruentum [1].

In acest compartiment al lucrarii sunt descrise rezultatele testirii a doi compusi chimici
noi cu schelet hibrid terpenic si azaheterociclic, sintezati de cdtre cercetatorii Institutului de
Chimie al ASM sub conducerea dr. hab. Aricu Aculina.

Ca compus initial pentru sinteza N-(A®***-biciclohomofarneseno-ilamino)carbazolului (4)
a servit acidul A***-biciclohomofarnesenic (1), care a fost obtinut din sclareolida (5) comercial
accesibila, cu un randament total de 60%. La tratarea acidului (1) cu clorura de oxalil (COCI); a
fost sintetizata in situ cloranhidrida (2), care a fost introdusa in reactie cu N-aminocarbazolul (3),
in rezultatul cireia a fost obtinut N-(A®**3-biciclohomofarnesenoilamino)carbazolul (4) cu un
randament de 60% (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Schema de obtinere a N-(A***-biciclohomofarneseno-ilamino)carbazolului.

Procedeul de obtinere a compusului este simplu in executare, substantele initiale accesibile,
randamentul constituie 60% fata de cel teoretic calculat. Compusul este stabil in contact cu aerul.
Ca compus initial pentru sinteza 1-(A*"*-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolului

(4) a servit acidul A®*

-biciclohomofarnesenic (1), care a fost obtinut din sclareolida (5)
comercial accesibild, cu un randament total de 60%. La tratarea acidului (1) cu clorura de oxalil
(COCI);, a fost sintetizata in situ cloranhidrida (2), care a fost introdusa in reactie cu 3-amino-
1,2,4-triazolul (3), in rezultatul careia a fost obtinuta amida acidului biciclohomofarnesenic (4)

cu un randament de 58% (Figura 4.12).
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Fig. 4.12. Schema de obtinere a 1-(A*"*-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-

triazolului.
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Procedeul de obtinere a compusului este simplu 1n executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituie 58% fata de cel teoretic calculat. Compusul este stabil in
contact cu aerul. Acesti compusi in cantitate de 50-100 mg/L. asigurd sporirea activitatii
antioxidante a extractelor etanolice de 70% cu 23-42% fata martor. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in Tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Activitatea antioxidanta a extractului etanolic de 70% in baza biomasei de Nostoc

linckia, rezultate la cultivarea in prezenta stimulatorilor chimici

Compusul chimic Concentratia Activitatea antioxidanta,
compusului 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%3- 0,050 64,35+0,98
biciclohomofarnesenoilamino) 0,060 76,41+1,69
carbazolul 0,100 71,24+1.,48

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 fata de varianta martor. Odata cu cresterea activitatii antioxidante a extractului
etanolic creste si valoarea biomasei de nostoc in calitate de producétor de substante antioxidante.

Prin urmare compusii 1-(A¥"*-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2 4-triazolul ~ si N-
(A¥*-biciclohomofarnesenoil-amino)carbazolul prezint interes pentru biotehnologie in calitate
de stimulatori ai activitatii antioxidante a biomasei cianobacteriei Nostoc linckia. Aceste
rezultate au stat la baza eloborarii si obtinerii a doua brevete de inventie in colaborare cu colegii

chimisti care au realizat sinteza compusilor - Brevet MD 4326, Brevet MD 4327 [2,3].

4.2. Utilizarea reziduului de biomasd de Nostoc linckia dupa extragerea antioxidantilor
pentru sinteza nanoparticulelor de argint

Unul dintre cele mai moderne aspecte ale nanotehnologiilor este sinteza biologica a
nanoparticulelor — proces, ce nu implica medii si reagenti toxici, este prietenos mediului si ofera
st animal. Cele mai studiate nanoparticule sunt cele provenite din metale nobile, nanoparticulele
de metal fiind testate si aplicate in stiinfa materialelor, fizica, chimie, -electronica,

optoelectronicad, medicind si biochimie. Nanoparticulele de argint sunt cunoscute pentru
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proprietatile lor de a fi inerte si, in special, de a nu interactiona cu oxigenul molecular. In special
acestea sunt apreciate pentru proprietatile lor dezinfectante si antimicrobiene, efectul antiviral,
imunomodulator si capacitatea de a stopa procesul de malignizare a tesuturilor afectate.

Sinteza nanoparticulelor cu compozitie, dimensiuni si forma determinata este una din cele
mai importante sarcini ale nanotehnologiei [116]. In prezent gama metodelor, care permit de a
obtine nanoparticule de argint (AgNP) este destul de larga. Printre acestea putem numadra:
metoda de sintezd chimica, electrochimica, radiatia, metoda fotochimica si sinteza biologica [87,
109, 166, 178, 253, 255]. Bionanosinteza poate fi realizata in foarte multe variante, in special in
functie de materialul biologic utilizat in proces. Pentru biosinteza nanoparticulelor metalice sunt
utilizate Tn special diferite specii de microorganisme, caracterizare prin rata de crestere inaltd si
deci, prin eficientd inalta in procesele biosintetice. Diferite tulpini de fungi filamentosi realizeaza
biosinteza preferential pe suprafata miceliului. De asemenea este intens studiatd capacitatea de
bionanosinteza a drojdiilor, actinomicetelor, diferitor specii de bacterii la care nanobiosinteza are
loc atat pe suprafata celulelor, cat si in interiorul lor [116].

Plantele prezinta o enorma perspectiva pentru bionanosinteza, in special datoritd unei
varietdti largi de metaboliti cum ar fi flavonoizii, cetonele, terpenoizii, aldehidele, amidele si
acizii carboxilici, care se pot include in procesul de bioreducere, care de fapt si determina
biosinteza nanoparticulelor metalice, inclusiv a celor de argint. Printre avantajele invocate de
sustinatorii acestor obiecte pentru bionanosinteza sunt: disponibilitatea lor, lipsa potentialului
patogen, sinteza rapida, colectarea simpla. Printre speciile de plante cu ajutorul carora a fost deja
realizatd biosinteza AgNP sunt Cinnammum camphora, Aloe vera, Cycas, Jatropha curcas,
Magnifera indica, Syzygium aromaticum [24, 40, 110, 132, 133, 186]. Fiind apropiate de plante
prin capacitatea de a realiza fotosinteza, cianobacteriile prezintd si ele nanofabrici potrivite
pentru obtinerea nanoparticulelor metalice. Fiind dotate cu sisteme enzimatice oxido-reducatoare
performante, aceste obiecte realizeazd cu usurintd reactiile, care stau la baza proceselor de
nanosinteza a particulelor, inclusiv a celor de argint. Actiunea antibacteriana a nanoparticulelor
de argint depinde in mare masura de dimensiunea, forma si stabilitatea nanoparticulelor [155].
Astfel, activitatea antibacteriana creste odatd cu micsorarea dimensiunilor nanoparticulelor.
Agregarea particulelor sintetizate duce la reducerea considerabild a activitdtii acestora. Rata
formarii intracelulare a nanoparticulelor precum si dimensiunea acestora poate fi dirijatd prin
modificarea conditiilor in care are loc acest proces, cum ar fi modificarea pH-lui mediului de
reactie, temperaturii, concentratia diferitor substraturi, timpul de contact al biomasei cu solutia
reactantd s.a. Acelasi principiu de manipulare a formei si dimensiunilor nanoparticulelor obtinute

prin biosinteza poate fi aplicat si in cazul sintezei extracelulare a acestora [81].
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Scopul cercetdrilor efectuate la aceasta etapa de lucru a constat in obtinerea biomasei de
nostoc si realizarea experientei de evidentiere a procesului de biosinteza a nanoparticulelor de
argint de catre aceastd culturd. Pentru realizarea bionanosintezei a fost utilizatd biomasa
reziduala dupi extragerea componentelor antioxidante. In calitate de precursor pentru biosinteza
nanoparticulelor de argint a fost utilizatd solutia standard de AgNO3 cu concentratia de 100mg/L.

Amestecul reactant s-a preparat din 10 ml biomasa reziduald standardizata (50 mg/ml) si

100 ml solutie standard de azotat de argint. Incubarea sistemului reactant plasat pe un agitator
orbital setat la 200 rotatii/min, la temperatura camerei timp de 72 ore. Prelevarea probelor de
biomasa pentru aprecierea procesului de biosintezd a nanoparticulelor si de monitorizare a
modificarilor biochimice in biomasd au fost efectuate la 24, 48 si 72 ore de la inceputul
experientei. Pentru a stabili modificarile in concentratia argintului in solutie produse dupa 24,
48 si 72 ore de interactiune cu nitratul de a argint a fost aplicatd metoda spectrometriei atomice
de absorbtie (AAS), iar modificarea continutului de argint in biomasd a fost apreciatd prin
aplicarea metodei de analiza de activare cu neutroni (NAA). Aceste cercetari au fost realizate la
Institutul Unificat de Cercetari Nucleare din Dubna, Rusia in cadrul unui acord de colaborare
intre aceastd institutie si Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a
Moldovei. Rezultatele obtinute au fost comparate cu rezultatele obtinute pentru biomasa nativa
obtinuta intr-un ciclu de experiente anterioare realizate in laboratorul Ficobiotehnologie [36].

Pentru a monitoriza concentratia argintului in mixul reactant, din acesta s-au prelevat probe
imediat dupa prepararea solutiei de contact si dupa intervalele stabilite de 24 ore, 48 si 72 ore.
Prelevarea initiald este necesard, din cauza cd, concentratia argintului in solutie nu va fi cea de
100 mg/l, deoarece o parte din argint este sedimentat de ionii CI" reziduali, iar alta se fixeaza la
contactul imediat am biomasei cu solutia de azotat de argint. Rezultatele obtinute in comparatie
cu datele pentru biomasa nativa sunt date in Tabelul 4.4.

Rezultatele obtinute aratd, ca cantitatea de argint in solutie scade pe parcursul primelor 24
de ore si ramane constanta pana la sfarsitul experientei, atat in experienta efectuata cu utilizarea
biomasei native, cat si cu reziduul de biomasd ramas dupd 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. Acest lucru se datoreaza faptului, ca in procesul de extragere are loc activarea site-urilor
active de pe suprafata peretelui celular care se produce prin eliminarea particulelor fixate pe site-

urile, care pot realiza aceasta fixare.
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Tabelul 4.4. Modificarea continutului de argint in solutia reactanta si in biomasa pe

durata biosintezei nanoparticulelor

Concentratia argintului

Conditiile Solutie, mg/L Biomasa, mg/g

experientei
Initial 24o0re | 48ore | 72ore | Initial | 24ore | 48ore | 72 0ore

Biomasa nativa +

. 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
solutie AgNO; [36]

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;

Prin urmare, se poate rezuma ca concentratia argintului creste in biomasa in prima zi a
contactului cu sursa de argint, iar explicatiile pot fi urmitoarele: in prima faza, numita , rapida”
ionii de argint sunt absorbiti prin implicarea grupurilor functionale active astfel ca: amino,
carboxil, sulthidril, fosfat si tiolice care leaga metalul.

Este cunoscut faptul, ca nanoparticulele de argint poseda absorbtie specifica in diapazonul
lungimilor de unda de 420-440 nm, de aceea 1n calitate de test primar al procesului de sinteza a
nanoparticulelor de argint in probele prelevate au fost inregistrate spectrele de absorbtie, care
sunt prezentate in Figura 4.13.

Pe spectrele obtinute se vede clar maximum-ul de absorbtie aparut suplimentar in zona
specificd nanoparticulelor (indicat cu sdgeti). De asemenea, se mai observa marirea intensitatii
acestui pic. Formarea nanoparticulelor poate fi determinata de asemenea de modificarea culorii
culturii. La contactul biomasei de nostoc cu solutia de azotat de argint s-a modificat culoarea

mixului format dintre biomasa si solutia de azotat de argint din verde-brun n brun-galbui.
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Fig. 4.13. Spectrele de absorbtie a probelor de biomasa prelevate la 24, 48 si 72 ore de

la Tnceputul experientei.
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Probele de biomasa de nostoc au fost supuse vizualizarii cu aplicarea metodei microscopiei
electronice de baleiaj. In Figura 4.14 sunt prezentate imaginile, care demonstreazi formarea
conglomeratelor de nanoparticule de argint pe suprafata celulelor. 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.

WD HV curr det tilt
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Fig. 4.14. Conglomerate de nanoparticule de argint situate extracelular pe suprafata

capsulei polizaharidice la Nostoc linckia.

De asemenea, pentru a investiga mostrele de biomasa de nostoc cu Ag NP a fost aplicata
metoda de difractie cu raze X. In Figura 4.15. este prezentati difractograma paternului de

nanoparticule sintetizate de catre Nostoc linckia, procesate conform metodei Rietveld.
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Fig. 4.15. Difractograma paternului de nanoparticule de argint in biomasa de nostoc.
Difractograma demonstreaza prezenta cristalelor de argint de forma cilindrica cu
parametrii structurii de 4.098+0.004A, caracteristic argintului. Rezultatele obtinute arati clar ci

nanoparticulele de argint formate prin reducerea ionilor de Ag (I) sunt de natura cristalina.
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Astfel, la concentratia solutiei de azotat de argint de 100 mg/L utilizate pentru procesul de
sinteza a nanoparticulelor de catre cianobacteria Nostoc linckia marimea nanopraticulelor care
sunt cilindrice este de = 4-5 nm. Generalizand datele referitoare la modificarea continutului de
argint in biomasa reziduald de nostoc si In amestecul reactant ,solutie de azotat de
argint+biomasa reziduald”, celor de spectrometrie si microscopie electronice de baleiaj se poate
afirma cu siguranta, ca biomasa reziduala de Nostoc linckia ramasa dupa extragerea produselor
cu proprietati antioxidante este o matrice potrivita pentru producerea nanoparticulelor de argint.
Nanoparticulele obtinute prin procedura de biosinteza cu utilizarea biomasei reziduale de nostoc
pot fi folosite atat in stare purd, cat si In componenta biomasei. Utilizarea nanoparticulelor in
stare purd presupune extragerea si purificarea lor, ceea ce implica cheltuieli suplimentare.
de Nostoc linckia dupa extragerea componentelor antioxidante in calitate de matrice pentru
sinteza nanoparticulelor de argint. Timpul optimal de contact al reziduului cu solutia ce contine
ionii de argint este de 24 de ore, deoarece in continuare nu mai are loc acapararea argintului din

mediu.

4.3. Utilizarea biomasei reziduale de Nostoc linckia in calitate de biosorbent

Biosorbtia este un proces rapid si reversibil de recuperare a metalelor din solutii, care
aminteste adsorbtia ori chiar schimbul de ioni [79]. Incepand cu anii 90 ai secolului trecut
biosorbtia incepe a fi recunoscutd drept metoda biologica stiintific argumentatd de epurare a
apelor reziduale, utild in special pentru recuperarea metalelor grele din solutii diluate. Primele
lucrari in acest domeniu au fost consacrate selectarii materialelor biologice cu proprietdti de
biosorbent. Unele tipuri de biosorbenti, cum ar fi biomasa de cianobacterii, alge, mucegaiuri,
drojdii, bacterii pot lega cantitati foarte mari de poluanti din mediu, in unele cazuri de pana la
50% sau chiar egale cu greutatea biomasei [248]. Unii biosorbenti pot lega si colecta o gama
largd de metale grele fara prioritati specifice, in timp ce altii poseda specificitate pentru anumite
tipuri de metale. In calitate de biosorbenti poate fi utilizatd biomasa reziduali a proceselor
industriale, biomasa organismelor disponibile in cantitaiti mari in naturd; si biomasa
organismelor cu crestere rapida, in special cultivate in scopuri concrete. In exemplele de mai sus
cheltuielile pentru obtinerea unui biosorbent eficient sunt minimale, ceea ce asigurd un interes
practic fata de biosorbtie.

Procesul de biosorbtie al metalelor implica faza solida — materialul biologic si faza lichida
— apa cu poluantii dizolvati in ea. Fixarea ionilor metalici are loc prin mai multe cdi: prin

adsorbtie, schimbul de ioni; complexarea ionilor cu componentele biomasei, atractia
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electrostaticd sau microprecipitarea. Adsorbtia fizicd a poluantilor, In special a metalelor cu
sarcind pozitiva, are loc prin implicarea unor interactiuni intermoleculare (van der Waals forces)
fara formarea legaturilor chimice. Acest mecanism are o contributie modestd in procesul de
biosorbtie si elimind doar o mica parte a metalelor din solutii [45, 259]. Schimbul de ioni se
produce prin inlocuirea unor ioni mobili de altii (de exemplu cei metalici) cu aceeasi sarcina.
Schimbul de cationi are loc 1n biopolimeri, iar cele mai convenabile grupuri functionale, capabile
sd formeze legaturi cu acestia sunt grupurile carboxil, fosfatii organici, sulfatii organici.
Schimbul de anioni in biopolimeri pot avea loc pe variate grupuri organice cu continut de azot.
In structura proteinelor aminogrupurile, grupurile imidazol si guanidina sunt centre cu sarcini
pozitivda. Rolul acestui mecanism poate fi demonstrat prin mai multe exemple. Astfel in cazul
interactiunii succesive a biosorbentului cu solutiile diferitor metale, indiferent de ordinea in care
acestea se succed, o parte a metalului care a interactionat primul este reintoarsa in solutie, atunci
cand sorbentul intrd in contact cu al doilea metal. Acest lucru este posibil doar in conditiile unui
schimb de ioni [183, 259]. Efectul pozitiv al pretratarii biosorbentului cu acid asupra capacitatii
de biosorbtie a metalelor este de asemenea o dovada a rolului schimbului de ioni in acest proces
[159]. Formarea compusilor complecsi ai metalelor — complexarea - se produce prin legarea lor
cu grupurile functionale ale membranei celulare, peretelui celular si capsulei. Acest proces are
loc prin formarea unui complex din parti componente mai simple. in cazul metalocomplexelor,
una dintre componentele participante este un ion metalic. Atunci cand intre ionul metalic si
grupurile vecine se formeaza legaturi covalente structura formata este un compus coordinativ al
metalului cu componentele celulare [165].

Un alt proces implicat in recuperarea metalelor din solutiile apoase este precipitarea.
Venind in contact cu metalele toxice microorganismele pot reactiona prin formarea unor
compusi specifici (ca de exemplu metionina, fitochelatinele s.a) [219]. Precipitarea de asemenea
mai poate fi cauzata si de interactiunea intre metale si compusii prezenti pe suprafata celulelor.

in dependenti de tipul de biomasa care actioneazi ca biosorbent in procesul de biosorbtie
poate fi inclus oricare din mecanismele mentionate independent ori in paralel. Toate
mecanismele descrise mai sus pot avea loc simultan, completindu-se reciproc si asigurand
eficienta procesului de acumulare a ionilor metalici din solutii.

Deoarece procesul de biosorbtie este realizat de biomasa moartd/inactivd, acesta are loc
extracelular. In acest caz grupurile functionale anionice prezente in peptidoglicanul, fosfolipidele
si lipopolizaharidele cianobacteriilor sunt componentele primare responsabile pentru caracterul

anionic al procesului de legare a ionilor metalici pe peretele celular. Exopolizaharidele care
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formeaza capsula celulard la bacterii abunda de grupari functionale anionice, datoritd carora sunt
considerate factori de chelare pentru recuperarea ionilor din solutiile hidrice [55, 214, 217].

Factorii determinanti ce afecteazd biosorbtia sunt concentratia initiald a metalelor,
temperatura, pH-ul si concentratia biomasei in solutie. Temperatura nu influenteaza biosorbtia
daca variaza in limitele 20-35°C. Unul din factorii determinanti ai procesului de biosorbtie este
pH-ul, care influenteaza activitatea grupelor functionale ale biomasei §i competifia ionilor
metalici [107, 199, 247.

Modificarea pH-ului duce la substituirea cationilor pe site-urile active si afecteaza gradul
de ionizare a biomasei de spirulind in timpul biosorbtiei. Mediul acid, pH=1,5, faciliteaza
absorbtia practic totald a Cr(VI) din mediu de catre biomasa de spirulind, 50% din cantitatea
cromului fiind absorbitd in primele minute de contact a biomasei cu metalul [85]. Biomasa
cianobacteriei Nostoc muscorum acumuleaza cromul la pH-ul= 3 [95]. Pentru Cr(III), conditia
optimala pentru sorbtia lui de catre biomasa de spirulind este pH=6. De pH-ul solutiei depinde si
biosorbtia Ag(I) in biomasa de spirulind, astfel, la pH=8,6 constanta biosorbtiei o depaseste pe
cea determinatd pentru pH=5,5, iar capacitatea de biosorbtie este de 1,5 ori mai mare [80].
Biosorbtia rapida a plumbului pana la 74%, are loc in primele 12 min, apoi in 24 ore ajunge la
concentratia de 95% a ionilor adsorbiti. Inliturarea mai eficienta a ionilor de plumb din mediu
(<81,18%) si crom (<98,8%) are loc la t=45°C, pH=4 si pH=2, respectiv. Biosorbtia plumbului
depinde de concentratia lui in solutie si de pH, astfel, concomitent cu cresterea concentragiei
metalului scade capacitatea de absorbtie. pH-ul determind activitatea grupelor functionale in
procesul sorbtiei Cu®*, Cd** si Cr*" in biomasa de spirulina. Astfel pH 2—5 faciliteazi activitatea
grupurilor carboxil; pH 5-9— a grupurilor carboxil si grupurilor fosfate si pH 9-12— a
grupurilor carboxil, fosfate si hidroxilice (or aminice).

Activitatea si prezenta grupdrilor functionale depinde in mare masurd de conditiile de
obtinere a biomasei. Astfel a fost demonstrata eficienta net superioard a biomasei obtinute in
conditii fotoautotrofe de a fixa ionii de Cu®*, Cd** si Cr*" [45]. Tot pentru Cd a fost demonstrati
ca o conditie optima de fixare a ionilor in biomasa de spirulind este pH-ul de 7,0, cand in primele
5 min se acumuleazd 78% metal. La Spirulina platensis si Aphanothece flocculosa sorbtia
ionilor de mercur are loc la pH-ul=6,0. Prezenta ionilor de Co®+, ,Ni** si Fe** faciliteaza sorbtia
mercurului in biomasa cianobacteriilor. Biosorbtia Pb®* in celula este un proces rapid, ionii fiind
adsorbiti la suprafata celulei [50, 86]. Asimilarea rapida a metalelor grele de catre celulele vii
este foarte semnificativa atunci cind celulele sunt implicate in procesele de bioremediere [43].

Procesul de sorbtie depinde in mare mdsura de raportul dintre concentratia metalului si

continutul de biomasa. Astfel, Spirulina platensis in concentratia de 1-2 g/l absoarbe eficient
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cadmiul din solutia cu concentratia metalului 100-200 mg/1, iar pentru 4 g biomasa fac fata unei
concentratii a metalului de 600-800 mg/l [225, 226]. Concentratia cromului de 141.96 mg/1 este
fixata complet de cantitatea de 2,45 g/L biomasa de spirulina, iar pentru fixarea a 100 mg Cr(VI)
este nevoie de 2,4 g biomasa de spirulina [85].

Este foarte important tipul de biomasa selectat pentru procesul de biosorbtie. Forma
rehidratatd a biomasei de spirulind este superioara formei uscate de biomasa in sorbtia Cr(III)
[145] si Cu(ll) [226]. Biosorbtia metalelor este strans dependentd de tipul ionilor metalici,
numarul de sarcini, afinitatea si legaturile cu acest metal. Statutul biomasei, tipul biomaterialelor,
proprietatile metalelor, conditiile mediului ambiant, pH-ul, toate influenfeazd mecanismul
biosorbtiei metalelor. Ionii metalelor legate pe suprafatd pot fi inlocuiti cu alti ioni, agenti de
chelatare sau acizi, ceea ce face posibild reciclarea biosorbentului si utilizarea lui repetata.
Astfel, biosorbtia metalelor de catre diferite tipuri de biomasa prezintd un fenomen cu inalt
potential de aplicare in tehnologiile de biopurificare si bioremediere a mediului, in special a

apelor contaminate.

4.3.1. Utilizarea biomasei reziduale de nostoc in calitate de biosorbent pentru purificarea
apelor reziduale contaminate cu crom si nichel.

Cromul si nichelul nimeresc in mediul inconjurdtor din mai multe procese tehnologice, asa
ca mineritul, industriile de rafinare, industria de galvanizare, industria de prelucrare a pielii,
conservarea lemnului, producerea de otel inoxidabil, aliaje si catalizatori. Cromul este un
poluant metalic care persistd in mediul acvatic in cea mai mare parte in forma hexavalenta [Cr
(VD] st trivalentd [Cr (III)]. Cromul hexavalent este foarte solubil in apa si carcinogenic pentru
om. Nichelul este un element esential pentru om si animale, datorita importantei sale in caile
metabolice. Desi, acesta este un micronutrient si / sau cofactor esential, nichelul este unul dintre
cele mai toxice metale grele la concentratie mare si este un cancerigen uman bine-cunoscut [95].

Scopul cercetarilor, rezultatele carora sunt prezentate in continuare a constituit stabilirea
capacitdtii de biosorbtie a biomasei reziduale de Nostoc linckia comparativ cu biomasa nativa
fatd de crom si nichel, dar si fatd de microcomponentele metalice prezente in apele reziduale.

Experientele au fost efectuate in colaborare cu cercetatorii Institutului Unificat de Cercetari
Nucleare, Dubna. Apele reziduale utilizate in cercetare au fost colectate de la Asociatia
Stiintificd de producere ATOM din Dubna. Primul tip de ape contaminate predominant cu crom
contineau acest metal in cantitate de 9,4 mg/L, iar cel de-al doilea tip de ape, contaminate cu
nichel, contineau metalul in cantitate de 14,1 mg/L. Au fost efectuate doua serii de experiente —

cu biomasa nativd de nostoc si cu biomasd reziduald obtinutd dupad extragerea principiilor
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antioxidante din ea [264]. In ambele cazuri conditiile de lucru au fost urmitoarele. 25 ml
biomasa de nostoc (cu concentratia de 6,5 g/L) s-au introdus in baloane de sticla cu volumul de
250 ml, care contineau 100 ml ape reziduale. Baloanele s-au plasat pe agitator orbital setat la
100 rotatii per minut. Probele au fost colectate la 5, 15 si 30 min de contact. Biomasa a fost
centrifugatd, dupd care a fost determinat nivelul de metale in ea. Determinarea metalelor in
biomasa a fost efectuatd de catre colegii din Dubna cu aplicarea metodei de analiza
multielementala cu activarea neutronilor. Rezultatele obtinute pentru apele reziduale cu continut

inalt de crom sunt prezentate in Tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. 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 Tn 0; Martor 5 min 15 min 30 min
biomasa, ng/g
Biomasa nativa (Zinicovscaia 2014)
Cr 12.5£1.3 745+56 80667 798+33
Fe 159+ 11 990 + 69 967 + 67 937 £ 65
Ni 50+4.5 260 +23 300 +£27 303 £27
Zn 9.3+0.8 70 £ 6.3 80+ 7.2 82+73
K 2130042532 3777+447 3500+420 2906348
Biomasa reziduala

Cr 10.5+£2.3 812+67 826+82 830+23
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

Din rezultatele prezentate in tabel se observa, ca ambele tipuri de biomasa sunt biosorbenti
eficienti pentru crom. Continutul cromului in biomasa de nostoc este foarte neinsemnatd si
constituie 12,5 ug/g de biomasa nativa si 10,5 pg/g de reziduu de biomasi. In primele 5 min de
contact al biomasei cu apele reziduale ce contin crom concentratia acestui metal in biomasa
nativa creste de 59,6 ori iar in cea reziduala — de 80 ori. Prolongarea timpului de contact al
biomasei cu solutia metalica in ambele cazuri este ineficientd, deoarece cantitatea metalului nu
mai creste In continuare. Merita a fi mentionat faptul, ca nici procesul de desorbtie la contactul
de durata nu are loc. Aceasta sugereaza concluzia, ca biomasa de nostoc retine eficient si stabil
cromul in componenta sa si deci, ar putea fi un biosorbent eficient pentru ape reziduale de acest
tip. Analiza chimica a apelor reziduale utilizate n experiente a aratat, ca acestea mai contin de

asemenea si cantitati considerabile de fier, nichel si zinc, cantitatea cdrora a fost si ea
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monitorizata in cadrul experientelor de biosorbtie. Rezultatele obtinute demonstreaza, ca in
paralel cu cromul din ape, biomasa nativa si reziduala de nostoc acumuleaza activ si aceste 3
metale. Astfel in biomasa reziduald de nostoc dupad 5 min de contact cu apele reziduale ce contin
crom, concentratia de fier creste de 6,8 ori, cantitatea de Ni — de 9,2 ori, iar cea de zinc — de 11,2
ori fata de aceeasi biomasa pana la contactul ei cu poluantii.

Astfel, biomasa reziduala de Nostoc linckia actioneaza in calitate de biosorbent pentru
metalele grele practic identic cu biomasa nativa utilizatd in acelasi scop, ceea ce este foarte
important 1n tehnologiile de producere a antioxidantilor, oferind o solutie foarte convenabila de
utilizare a materialelor secundare, care de fapt, constituie deseuri ale producerii. Diferentele
evidente care sunt observate in aceste doud cazuri se referd la continutul de potasiu in biomasa,
cantitatea caruia Tn biomasa nativa este de 5 ori mai mare ca in cea reziduald. Acest fapt are
explicatie foarte simpla, deoarece acest element este tipic pentru celulele vii, fiind concentrat in
ele pentru a asigura potentialul membranar. Odata cu moartea celulelor, pompele membranare 1si
inceteaza activitatea, ceea ce duce la eliberarea potasiului in mediu.

Acelasi tip de cercetare a fost realizat si pentru apele reziduale contaminate preponderent

cu nichel. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Continutul elementelor in biomasa nativa si reziduald de nostoc in

dependenta de timpul de contact cu apele reziduale ce contin nichel

Continutul Timpul de contact, min
elementului in 0; Martor 5 min 15 min 30 min
biomasa, ng/g
Biomasa nativa (Zinicovscaia 2014)
Ni 50+4.5 652+23 696+32 701+28
Fe 159 £ 11 490 + 19 512+27 520 + 26
Cr 125+1.3 48.6 +2.3 524 +3.1 523+2.8
Zn 9.3+0.8 82+45 86+ 6.5 88+ 7.0
K 21300+2532 3623+507 3700+518 32264451
Biomasa reziduala

Ni 32,0+ 3,0 708+22 726+39 730+54
Fe 150 + 33 512+ 31 520+ 2 534 +43
Cr 10,5+3 54+2.4 56+ 4,6 60 + 3,7
Zn 6.8+1.1 79+43 84+5.2 88 +1.7
K 4501+436 4505+316 44754353 4507+291

Datele din tabel demonstreaza, ca atat biomasa nativa, cat si cea reziduald de nostoc
acumuleaza activ pe durata primelor 5 minute de contact cu metalele grele. Astfel, in biomasa
nativa concentratia nichelului creste de 13,8 ori, iar in cea reziduala — de 22,1 ori. De asemenea,

in biomasa de nostoc creste si concentratia celorlalte elemente monitorizate pe durata
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experientei. In biomasa reziduala continutul de fier cterste de 3,4 ori, cel de crom — de 5,1 ori, iar
cel de zinc — de 11,6 ori.

Generalizand rezultatele analizate mai sus putem concluziona, ca biomasa reziduala de
Nostoc linckia, obtinutd in rezultatul extragerii componentelor antioxidante, este un biosorbent
eficient pentru crom si nichel din apele reziduale contaminate cu metale grele. in paralel,
biomasa acumuleaza si alte elemente poluante prezente in solutia de contact. Pornind de la
faptul, ca biosorbtia in general este un proces biotehnologic ieftin, si tinand cont, ca in acest
subcapitol noi propunem utilizarea biomasei reziduale, care de fapt este un deseu al producerii de
baza, putem afirma, ca o asemenea utilizare a nostocului este foarte rentabila pentru includere in

calitate de element al tehnologiilor de bioremediere a mediilor acvatice poluate cu metale grele.

4.3.2. Bioacumularea microcomponentelor metalice din solutii polimetalice

In cadrul proiectului bilateral ”Bioacumularea si recuperarea microcomponentelor metalice
din slamul rezultat la solubilizarea alcalina a uraniului din minereu, cu ajutorul cianobacteriilor
si microalgelor” a fost studiata capacitatea culturilor de microalge si cianobacterii de a acumula
ionii uranil din reziduurile industriei de prelucrare a minereului uranifer. in paralel a fost studiata
compozitia complexa a apelor si a fost stabilit, ca acestea, suplimentar la elementele radioactive
mai contin si metale simple in cantititi ce depisesc substantial dozele maximal admisibile. In
cadrul proiectului au fost elaborate tehnologii de utilizare a biomasei native a microalgelor si
cianobacteriilor pentru recuperarea microcomponentelor metalice din aceste ape. Pornind de la
faptul, ca procesul de biosorbtie este pur chimic, de scurtd duratd si poate derula atat pe culturi
vii, cat si pe material organic neviu, in acest compartiment al lucrdrii am decis sd evaluam
capacitatea de biosorbtie a reziduului de biomasd de nostoc ramasd dupd extragerea
componentelor bioactive cu efect antioxidant in solutii polimetalice, ce simuleazd dupa
componentd apele rezultate de la solubilizarea alcalind a uraniului. Variantele experimentale au
continut doar solutiile sdrurilor de metale, in care metalele sunt prezente in cantitati echivalente
celor, care au fost determinate in conditii reale.

Au fost efectuate experiente In care a fost modificatd durata de contact a biomasei
reziduale cu solutia, ce contine microcomponente metalice. 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 uscata la un litru de solutie de cercetat. Dupa
expirarea timpului de contact biomasa reziduald de nostoc a fost separatd de solutia reactanta.

Pentru a determina cantitatea de fier, 5g proba supusa cercetarii s-a trecut intr-un balon

cotat cu capacitatea de 10 ml, dizolvat in 5 ml apa, volumul s-a adus la cota cu apa si s-a
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amestecat. 0,25 ml solutie obtinuta s-a trecut intr-un pahar Berzelius din sticla termorezistenta si
s-a adaugat 0,5 ml de solutie HCIO4 de 57 % si 0,25ml de HNO3 concentrat, dupa care s-a
incalzit la baia de nisip la o temperatura de 135 °c timp de 2-3 ore, pana cand solutia a devenit
transparentd. Pentru a oxida Fe(Il) in Fe(Ill), la solutia mineralizatd s-a adaugat 0,2ml HCI
concentrat, 0,1 ml HNO3 concentrat si 0,05 ml H,O, de 30% si s-a amestecat. La proba oxidata
s-au adaugat 3,0 ml solutie de HCI (1:1) si 1,0 ml solutie KSCN(20%) si s-au amestecat. Solutia
colorata in rosu s-a citit la spectofotometru la lungimea de unda 495nm.

Cantitatea de Fe in preparat s-a determinat conform formulei :

% Fe= (Ax*0,053)/(m;-W)*100% , (10)

unde: Ax- absorbanta solutiei de cercetat; m- masa preparatului, g; W- pierderea in masa la
uscare,%; 0,053 — coeficient de recalcul a cantitatii de fier, obtinut din curba de calibrare.

Construirea curbei de calibrare. Intr-0 serie de baloane cotate cu volumul de 10 ml s-au
luat de la 0,25-3,5 ml solutie standard de (NH4),FeSO4*6H,0 ce contine Fe 0,02 mg/ml si s-au
adaugat cate 3,0 ml solutie de HCI(1:1) si 1,0 ml solutie de KSCN de 20% si s-au amestecat. S-a
restabilit volumul solutiei din fiecare balon cotat, dupa care densitatea optica a probelor a fost
determinata la lungimea de unda de 495 nm.

Pentru a determina cantitatea de zinc, biomasa reziduala de nostoc S-a resuspendat in apa
distilatd pind la concentratia finalad a biomasei de 10 g/l. Masa celulard s-a supus dezintegrarii
prin actiunea ultrasunetului la o frecventd de 22 kHz, timp de 30 sec de 4 ori. Intr-un pahar
Berzelius din sticla termorezistenta s-au luat 0,1 ml de biomasa dezintegrata, la care s-a adaugat
0,1 ml de solutie HCIO4 de 57 % si 0,1 ml de HNO3 concentrat, apoi s-a incalzit la baia de nisip
la o temperatura de 135 o°c timp de 80 min, pana cand solutia a devenit transparenta. Dupa racire
la temperatura camerei proba s-a adus la un volum de 1 ml. Dupa, la 1 ml de solutie supusa cercetarii
s-a adaugat in scopul separarii zincului de ceilalti cationi prezenti in solutie 2 ml solutie de
mascare constituitd din: tampon acetat — tiosulfat (se prepara prin adaugarea la 1 ml solutie
tampon acetat 2M cu pH 5 a 25 ml solutie de tiosulfat de sodiu de concentratie 50%). Dupa ce s-
a amestecat, s-a adaugat 2 ml solutie de ditizond in tetraclorura de carbon de 510 M cu
continut de ionol de 0.15% cu rol de agent de solubilizare pentru ditizond in tetraclorura de
carbon. Proba s-a agitat timp de un minut, dupa ce faza organica de culoare rosu-aprins s-a
separat si citit la spectrofotometru utilizdnd lungimile de unda, respectiv: 538 nm pentru
ditizonatul de zinc si 620 nm pentru ditizonad purd (pondere de participare). Utilizarea celor doua
lungimi de unda: maximumul de la 538 nm si cel de la 620 nm pentru stabilirea ponderii de
participare a ditizonei a permis determinarea ditizonatului de zinc impreuna cu ditizona.

Calculul cantitatii de zinc (Mmg/% ) s-a efectuat in baza relatiei:
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CZn(mg%) =[ Aextract _ KAeXtraCt]'IOO /33’3.m (ll)
538 620

unde: A™"™'_ este densitatea optica a extractului la lungimea de unda 538 nm;
538

AT _ este densitatea opticd a extractului la lungimea de unda 620 nm;
620

K — este constanta ce reprezintad raportul dintre densitatea optica la 538 nm si 620 nm
pentru ditizona pura (ponderea de participare ); 33,3 - este coeficientul de recalcul al cantitatii de
zinc, determinat din valorile seriei de dilutii ale solutiei-etalon de zinc in 0,3NHCI ce contine
zinc in concentratia de 10mcg/cm?®, preparata dintr-o solutie ZnCl, de 0,01%; m — masa probei
luata pentru determinare in g.

Pentru a determina cantitatea de crom, intr-o retorta Kjieldalh de 100cm® s-au luat 0,5
ml biomasa cu concentratia de 10 g/dm, dezintegrata in prealabil sub actiunea ultrasunetului de
22 kht/min, timp de 5 min., la care s-au adaugat 0,5 ml solutie HC1O4 57% si 0,25 ml solutie
HNO; concentrat apoi s-au supus mineralizarii pe baia de nisip la o temperatura de 135 timp de
20-30 min. pana cand solutia a devenit transparenta, incalzirea a fost continuata inca 5-10 min
pana la evaporarea completa a solutiei. Restul uscat s-a dizolvat in 10 ml in solutie (NHy4)2S,0s
de 0,2%, s-a adaugat 1, 2 picaturi solutie HoSOj si s-a fiert pe baia de apa timp de 30 min. Apoi
s-au adaugat 0,2 ml solutie H,SO4 2N, 0,2 ml solutie 0,1% difenilcarbazida in alcool etilic de
96% si s-a agitat bine. Dupd 15 min solutia coloratd in roz-violet a fost determinata
spectrofotometric la lungimea de undd 540 nm in cuve de 10 mm. Calculul cantitatii de Cr in
mg/ml s-a efectuat dupa formula:

C=Ass 'k (12)
unde: A - absorbanta probei la 540 nm; k - coeficientul de recalcul a cantitatii de crom
determinat din curba de etalonare, utilizand K,Cr,0O7 in calitate etalon.

Cantitatea de cupru s-a determinat prin reactia de formare a compusului complex a
cuprului cu reactivul dietilditiocarbamat de natriu de culoare galbena. La 25 ml proba (care
contine mai putin de 0, 1 mg cupru) s-au adaugat consecutiv: 8,0 ml citrat de natriu (50%); 1,25
ml trilon B (3%); 2,5 ml NH4OH (25%); 0,63 ml gelatind (0,5%) (proaspat pregatitd); 2,5 ml
dietilditiocarbamat de natriu (0,1%). Dupa s-a determinat densitatea optica la 453 nm. Cantitatea
de cupru s-a determinat dupa curba de calibrare.

Acumularea fierului (I1I) in biomasa reziduald de nostoc in dependentd de perioada de
contact poate fi urmaritd pe Figura 4.16, in care bioacumularea este exprimatd in procent din

valoarea maximala obtinuta in seria data de experiente.
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Din imagine se observa, cad pe durata a primelor 5 min de contact a biomasei cu solutia ce

contine metale, are loc o crestere constanta a partii de metal absorbit de catre biomasa. Valoarea

maximala a fierului acumulat Tn biomasa se atinge la 15 min de contact cu biomasa reziduala de

nostoc. Contactul de mai departe a biomasei reziduale de nostoc cu solutia hidrica cu continut de

metale.
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Fig. 4.16. Biosorbtia Fe(III) in biomasa reziduala de nostoc in dependenta de timpul de

contact cu solutia de simulare.

Sorbtia zincului se produce aproximativ la fel ca si acumularea fierului. Astfel, durata

cresterii lente a cantitdtii de zinc adsorbitd de biomasa reziduala de nostoc este de 5 min.

Cantitatea maximald a zincului acumulat inregistrandu-se la 15 min de contact cu biomasa

reziduala de nostoc (Figura 4.17).
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Fig. 4.17. Biosorbtia Zn(II) in biomasa reziduald de nostoc in dependenta de timpul de

contact cu solutia de simulare.

Graficul care reflectd procesul de biosorbtie a cromului (III) este asemanator ca forma cu

cel care reflectd biosorbtia fierului si zincului, maximul de retentie fiind inregistrat la 15 min

contact cu biomasa reziduala de nostoc (Figura 4.18).
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Fig. 4.18. Biosorbtia Cr(III) in biomasa reziduald de nostoc in functie de timpul de

contact cu solutia de simulare.

Biosorbtia cromului de catre biomasa reziduala de nostoc atinge valoarea maximala deja la
15 min de contact si se prezinta a fi la fel de eficientd ca si bioacumularea elementelor studiate
anterior la contactul de scurtd durata cu nostocul.

Procesul de biosorbtie a Cu(ll) este reflectat pe Figura 4.19.

=&—Bioacumularea Cu(ll)
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Gradul de retentie, % dun
valoare maximala

Fig. 4.19. Biosorbtia Cu(Il) in biomasa reziduald de nostoc Tn dependenta de timpul de

contact cu solutia de simulare.

Astfel, procesul de recuperare a ionilor de Cu?* decurge mai lent, comparativ cu alte
microelemente metalice studiate, atingdnd maximul de intensitate la 30 min de la punerea in
contact a solutiei cercetate cu biomasa de nostoc.

Din datele Tabelului 4.7, se poate deduce ca cel mai inalt nivel de retentie se determina,
pentru Cu(Il). Pentru acest element biomasa reziduala de nostoc asigura acumularea a circa 90%

din cantitatea prezenta in solutia reactanta, la timpul de contact de 15-30 min.
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Tabelul 4.7. Continutul de metale in solutie pana la si dupd contactul cu biomasa

reziduala de nostoc

Metalul Concentratia Concentratia Nivelul de Timpul util de
initiala, mg/1 finala, mg/l recuperare, % contact, min
Fe(l11) 3190+£322 1238+215 61,2 15
Zn(l1) 88,6+2,2 24,20+1,9 72,7 15
Cr(l11) 75,8+4,3 23,40+2,4 69,1 15
Cu(ll) 148,4+24.6 20,84+0,2 85,9 30

In baza rezultatelor obtinute a fost elaborat un regulament de recuperare a
microcomponentelor metalice din solutii hidrice, care include doua etape:

v Obtinerea biomasei reziduale;

v Recuperarea microcomponentelor metalice prin contactul direct al biomasei
reziduale de Nostoc linckia cu solutia ce contine microcomponentele metalice.

Contactul intre solutiile contaminate si biomasa reziduala de nostoc se face prin adaugare
la solutia contaminatd a biomasei reziduale de nostoc in cantitate de 10g biomasa absolut uscata
la un litru de solutie. Timpul de contact este de 30 min, deoarece el asigura o retentie maximala a
fierului (IIT), 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 (I1), 69,1% din crom (III) si 85,9% din cupru (I1)

prezente 1n solutia contaminata.

4.4. Tehnologia complexia de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia, de obtinere a

preparatelor antioxidante si de utilizare a reziduului de biomasa

Rezultatele investigatiilor expuse 1n aceastd 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 acesteea si de
utilizare a reziduului de biomasa.

Componenta tehnologica principala in cadrul fluxului tehnologic integrat elaborat este
redata de procedeele de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia care permit obtinerea cantitatii
maximale de biomasi cu un statut antioxidant inalt. In expunerea rezultatelor acestei lucriri s-a
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demonstrat ca atingerea acestui obiectiv este posibilda datoritd utilizdrii unor compusi
coordinativi  noi:  1-(A*"*-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol ~ si  N-(A%*-
biciclohomofarnesenoilamino) carbazol, [Fe(H,L)(H20),](NOs)s-1.5H,0 (unde L1 - hidrazida
acidului izonicotinic) si [Fe(HoL?)(H,0)2](NOs)s-5H,O (unde L2 - hidrazida acidului
inicotinic), compusi care suplimentati la mediul de cultivare al nostocului asigura cresterea
potentialului antioxidant al biomasei acestei cianobacterii.

Cea de a doua componenta a fluxului tehnologic este redatd 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.

Cea de a treia componentd tehnologica reprezintd biomasa reziduald care rezultd din
primele doud 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) si cupru (II), precum si o
matrice conforma pentru biosinteza nanoparticulelor de argint.

Astfel, rezumativ principiile tehnologice care asigurd eficacitatea acestor etape sunt:

e Utilizarea in calitate de producitor a tulpinii cianobacteriei Nostoc linckia CNM-CB-03.

e Mediul nutritiv pentru cultivarea tulpinii cianobacteriei Nostoc linckia CNM-CB-03 care
asigurd necesitatile fiziologice a culturii pentru o crestere si dezvoltare si respectiv, producere
buna de biomasa cianobacteriana;

¢ Aplicarea metodelor de intensificare a statutului antioxidant al biomasei cianobacteriei
Nostoc linckia CNM-CB-03 prin utilizarea compusului 1-(A***-Biciclohomofarnesenoil)-3-
amino-1,2,4-triazol  in cantitate de 0,05-0,06mg/l; a compusului N-(A%**-biciclohomo-
farnesenoilamino)  carbazol in  cantitate de  0,06-0,1mg/L; a  compusului
[Fe(H;L")(H20)2](NO3)3-1.5H,0 (unde L1 - hidrazida acidului izonicotinic) in cantitate de 15
mg/L si a compusului [Fe(H,L?)(H20),](NO3)s-5H,0 (unde L2 - hidrazida acidului inicotinic),
in cantitate de 20 mg/L.

Caracteristica producdatorului: Cianobacteria Nostoc linckia (Roth) Born. et Flah. CNM-
CB-03 formeaza trihomi rectilinii sau curbati, solitari sau reuniti in manunchiuri flotante, iar pe
mediul agarizat formeaza colonii gelatinoase in care trihomii sunt dispusi dens sau lax. Trihomii
sunt inconjurati de o teacd mucilaginoasa incolora. Celulele vegetative au forma de butoiase cu
lungimea de 4,0-5,0u, de culoare albastra - verzuie cu nuantd cafenie slab pronuntati. Sunt

prezenti heterocistii, de obicei intercalari, mai rar terminali, solitari, aproape sferici, de 6,5-7,5n
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in diametru. Se inmulteste prin spori, hormogonii si fragmentarea trihomilor. Se reproduc nu
numai indivizii maturi, dar si reprezentantii aflati la etapele intermediare de dezvoltare,
formarea achinetelor observindu-se chiar si in mugurii tineri ai hormogoniilor. Inmugurirea
achinetelor provoaca un nou ciclu de dezvoltare, care poate demara imediat sau dupa o perioada
de repaos. Tulpina poate fi pastratd si pe mediul mineral lichid la o iluminare de zi si la
temperatura camerei, reinocularea culturii efectuandu-se peste 2 luni. Biomasa uscata de Nostoc
linckia (Roth), cultivata pe mediul Gromov 6, contine proteind — 15-25%, polizaharide — 35-
50%, ficoeritrina — 2,0-4,0%, ficocianina — 0,5-1.0%, aloficocianina — 0,5-1,0%, lipide 2%,
caroten — 0,2-0,4%, xantofile -0,4-0,7%.

Etapele de producere a biomasei de nostoc si de obtinere a preparatelor antioxidante sunt
redate grafic de Figurile 4.20 si 4.21. Etapele procesului de recuperare a microcomponentelor
metalice prin utilizarea biomasei reziduale de Nostoc linckia rezultata din primele doua etape de
producere a biomasei si a preparatelor antioxidante sunt redate grafic de Figura 4.22.

Astfel, etapele tehnologice de producere a biomasei de nostoc, de extragere a complexului
antioxidant se deruleaza in succesiunea urmatoare:

1. Procesul tehnologic de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia in scopul obtinerii
biomasei cu un statut antioxidant inalt include realizarea procedurilor operationale:

e Prepararea mediului nutritiv MN-1cu urmatoarea compozitie: macroelemente: g/l: KNO3
-1,0, KHPO, - 0,2, MgSO,4-7H,0 - 0,2, CaCl, — 0,15, NaHCO3; — 0,2; microelemente, mg/I:
solutia 1- ZnSO4 7H,0 — 0,22, MnSO,— 1,81, CuSO,4'5H,0 — 0,079, solutia 2 - NaBO3'4H,0 —
2,63, (NH4)6Mo07024'4H,0 — 1,0, Fe SO, 7H,O — 9,3, CaCl, — 1,2, Co(NO3) 2-H,0 - 0,02,
EDTA -10,0. 0,05, MnSO,5H,0-0,3; H3BOs3-0,6; Mo003-0,02. in cazul compusilor 1-2
compusul cu fier se exclude.

e Introducerea vectorilor de crestere a potentialului antioxidant al biomasei:

1. compusul coordinativ 1-(A®*"-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol ~ in
cantitate de 0,050-0,060mg/l suplimentat in prima zi de cultivare;

2. compusul N-(A***-biciclohomo-farnesenoilamino) carbazol in cantitate de 0,06-
0,1mg/l adaugat in prima zi de cultivare;

3. compusul [Fe(HoLY)(H20),](NOs)s1.5H,0 (unde L1 - hidrazida acidului
izonicotinic) in cantitate de 15 mg/L adaugat in prima zi de cultivare;

4. compusul [Fe(H2L?)(H20)2](NOs)s-5H,0 (unde L2 - hidrazida acidului inicotinic), in
cantitate de 20 mg/L adaugat in prima zi de cultivare.

e Inocularea suspensiei de nostoc in concentratie de 0,20-0,30g/l recalcul la biomasa

absolut uscata;
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e Cultivarea nostocului in fotobioreactor cu  capacitatea de 50L volum cultura
cianobacteriand cu mentinerea parametrilor: temperatura — 20-25°C, iluminarea constantd —
2000-3000 Ix si pH-ul-6,8-7,2;

e Separarea culturii de nostoc de mediul de cultura cu obtinerea biomasei si standardizarea
ei la concentratia de 50g/1.

2. Procesul tehnologic de obtinere a preparatelor antioxidante NostocAntiOx-1 si
NostocAntiOx-2 din biomasa de nostoc include realizarea procedurilor operationale:

e Adaugarea la biomasa de nostoc a principiului extractant de componente antioxidante:
alcool etilic de 70% in raport de 1:2v/v;

e Extragerea complexului de componente antioxidante din biomasa de nostoc prin agitare
timp de 6 ore la intuneric;

e Centrifugarea complexului hidro-etanolic la 3000 rot/min timp de 15 min;

e Colectarea complexului hidro-etanolic de componente antioxidante;

e Standardizarea complexului hidro-etanolic la concentratia de 1,0%;

e Conditionarea complexului hidro-etanolic de componente antioxidante;

e Liofilizarea complexului de componente antioxidante.

In rezultatul acestor doud procese tehnologice se obtin doud noi preparate antioxidante:
preparatul NostocAntiOx-1 cu o capacitate de inhibitic a radicalului DPPH la nivelul de 60-
67% si preparatul NostocAntiOX-2 cu o capacitate de inhibitie a radicalului DPPH la nivelul
de 71-76%.

3. Procesul tehnologic de obtinere a preparatelor antioxidante NostocAntiOx-3 si
NostocAntiOx-4 din biomasa de nostoc include realizarea procedurilor operationale:

e Congelarea-decongelarea repetatd a biomasei de nostoc in scopul facilitarii extragerii hidrice
a componentelor antioxidante

e Adaugarea la biomasa de nostoc a principiului extractant de componente antioxidante: apa
distilatd in raport de 1:2v/v;

e Extragerea antioxidantilor din biomasa de nostoc prin agitare timp de 6 ore la intuneric;

e Centrifugarea complexului hidric de la 3000 rot/min timp de 15 min;

e Colectarea complexului hidric de componente antioxidante;

e Standardizarea complexului hidric de componente antioxidante la concentratia de 1,0%;

e Conditionarea complexului hidric de componente antioxidante;

o Liofilizarea complexului de componente antioxidante.
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In rezultatul acestor doud procese tehnologice se obtin doud noi preparate antioxidante:
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 la nivelul de 90-95%.

4. Procesul tehnologic de recuperare a microcomponentelor metalice prin utilizarea
biomasei reziduale de Nostoc linckia include realizarea procedurilor operationale.

e Prepararea sistemului reactant: “biomasa + solufie reactantd” prin addugarea reiesind din
cantitatea de 10g biomasa reziduala absolut uscata a 1,0 litru de solutie reactanta;

e Mentinerea contactului maxim al biomasei reziduale de nostoc cu solutia reactantd prin
agitare timp de 30 min;

e Separarea reziduului de biomasa de solutia reactanta prin centrifugare ori filtrare;

e Controlul calitatii filtratului si deversarea in caz de necorespundere normelor sanitare sau
recuperare repetatd in caz contrar.

Respectarea conditiilor tehnologice a procesului asigurd un randament de recuperare la
nivelul a 61,2% din fier (111), 72,7% din zinc (1), 69,1% din crom (III) si 85,9% din cupru (I1)

5. Procesul tehnologic de biosintezi a nanoparticulelor de argint utilizind in calitate
de matrice bomasa reziduala de nostoc include:

e Standardizarea biomasei reziduale la concentratia de 50 mg/ml;

e Prepararea solutiei standard de AgNO3 cu concentratia de 100mg/L.

e Prepararea sistemului reactant de contact: solutie de AgNOj3 + biomasa de nostoc. La 10
ml biomasa standardizata se adauga 100 ml solutie standard de azotat de argint.

e Incubarea sistemului reactant plasat pe un agitator orbital setat la viteza de rotatie de 200
rotatii/min, la temperatura camerei timp de 24 ore;

ePrelevarea probelor de biomasd pentru aprecierea procesului de biosinteza a
nanoparticulelor prin inregistrarea spectrului de absorbtie.

e Separarea biomasei reziduale cu nanoparticule prin centrifugare si stocarea ei pentru

utilizarea ulterioara.
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Prepararea mediului nutritiv MN-1:

: l-(A8*13- macroelemente: g/l: KNOz;— 1,0, K,HPO, - 0,2, N_(A8,13_
Biciclohomofarneseno i MgSO,7H,0 - 0,2, CaCl, - 0,15, NaHCO; - 0,2; biciclohomofarnesen
:il)-3-amino-1,2,4- .. »: microelemente, mg/l: ZnSO, 7H,0 — 0,22, MNSO,— ¢--i  oilamino) carbazol
triazol © 1 181, CuSO,SH,0 — 0,079, NaBOs4H,0— 2,63, © ° )
0,050-0,060g/L i i P 3"t : i 0,060-0,100g/L

_1-a7i de cultivare (NH,4)6M070,4°4H,0 — 1,0, Fe SO, 7H,0 - 9,3, — 1-a zi de cultivare
....................................... CaCl;-1.2, Co(NOy) 2°H,0 0,02, EDTA-100. = & ...

0,05; MnSQO,5H,0-0,3; H3BO;-0,6; M00;-0,02.

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

USSR, /PSSR
Parametri: temperatura 20-25°C, iluminarea constantd 37-55umoli fotoni/m’[s;
pH = 6,8-7,2
Y

Biomasa de nostoc — materie prima
pentru obtinerea preparatelor antioxidante

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

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

v
........................................ D, R
Preparatul NostocAntiOx-1: Preparatul NostocAntiOx-2:
60-67 %inhibitie DPPH 71-76%inhibitie DPPH

Fig. 4.20. 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: :
[Fe(H,LY)(H,0),] macroelemente: g/l: KNOz;— 1,0, K,HPO, - 0,2, [Fe(H,L?)(H,0),](NO :
: (NO3)sI.5H,O (unde i : MgSO,7H,0-0,2, CaCl,— 0,15, NaHCO;-0,2; i : 3)5H,O (undeL2- :
: L1-hidrazida acidului :..,: microelemente, mg/l: ZnSO, 7H,0 — 0,22, MnSO,— ¢... hidrazida acidului
izonicotinic) in i 181 CuSO,5H,0— 0,079, NaBOy4H,0 2,63, | :  inicotinic), in
e nele | (HQOMOOLH0 - 10.CaCh-12.CoN0) | | e le 2 e
: : § 2H,0-0,02 EDTA-10,0. 0,05, MnSO45H,0- : :
...................................... g 013' H3BOS-0,6; MOOS-OIOZ g .--.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-:

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

USSR, /PSSR
Parametri: temperatura 20-25°C, iluminarea constantd 37-55umoli fotoni/m’[s;
pH = 6,8-7,2
Y

Biomasa de nostoc — materie prima
pentru obtinerea preparatelor antioxidante

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

................................................... SRS
Centrifugarea amestecului biomasa + apa distilata 1a 3000 rot/min timp
de 15 min
v

................................................... 2SS

Standardizarea extractului hidric antioxidant
................................................... ) 2

Conditionarea extractului hidric in flacoane
................................................... 2SR

Liofilizarea extractului hidric
v
........................................ D, R
Preparatul NostocAntiOx-3: Preparatul NostocAntiOx-4:
80-83 % inhibitie ABTS™" 90-95% inhibitie ABTS™*

Fig. 4.21. Schema realizarii tehnologiei complexe de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia
si de obtinere a preparatelor antioxidante NostocAntiOx-3 si NostocAntiOx-4.
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Solutie ce contine e :
microcomponente ", i  Reziduu de biomasa
metalice P RECUPERAREA “ 97 rezultat din tehnologia de :
CR 7 GOLIRCEI RN MICROCOMPONENTELOR ob’tinere a preparatelor :
: METALICE : N
e ereere e e e eennees : antioxidante
" Ape reziduale de diferita ersmrsnssnsssesassnsaseseresersnesnssnsnsanns
provenienta;
:  Solutii de simulare in cazul
experientelor model .................... .
................................................................................. Y et

Prepararea sistemului reactant: “biomasa +solutie reactanta”
10g biomasa absolut uscatd + 1,0 litru de solutie reactanta

Recuperarea microcomponentelor metalice:
Parametri: Durata de contact a componentelor “sistemului reactant” 30 min

Reziduu biomasa de nostoc: recuperare a 61,2% din fier (111), 72,7% din zinc (1), 69,1% din
' crom (II1) si 85,9% din cupru (II)

Fig. 4.22. Schema realizarii procesului de recuperare a metalelor din slamul rezultat la
solubilizarea alcalina a uraniului prin aplicarea oxidarii preventive.

4.4. Concluzii la capitolul 4

1. Compusii fierului cu bazele Shiff care au In componenta ligandului hidrazidele acidului
nicotinic si izonicotinic asigura o crestere semnificativa a activitatii antioxidante a biomasei,
aceasta, iIn mare masurd, determinata de sporirea continutului de ficobiliproteine, care
constituie una din componentele majore ori chiar dominante a extractului hidric din biomasa
de nostoc.

2. Proprietitile noilor compusi 1-(A®*3-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolul si N-
(A%*-biciclohomofarnesenoil-amino)carbazolul prezintd interes pentru biotehnologie in
calitate de stimulatori ai activitatii antioxidante a biomasei cianobacteriei Nostoc linckia,
marind activitatea antioxidanta (extract hidro-etanolic) de 2,11-2,73 ori fata de martor.

3. Biomasa reziduala de Nostoc linckia obtinutd dupa extragerea componentelor antioxidante

poate fi utilizata in calitate de matrice pentru sinteza nanoparticulelor de argint.
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4. Biomasa reziduald de Nostoc linckia, obtinuta in rezultatul extragerii componentelor
antioxidante, este un biosorbent eficient pentru crom si nichel din apele reziduale
contaminate cu aceste metale grele.

5. Biomasa reziduala a cianobacteriei Nostoc linckia, obtinutd in rezultatul tehnologiilor de
obtinere a complexelor antioxidante se prezintd in calitate de agent de purificare a apelor
reziduale cu continut de metale, asigurand acumularea in biomasa a 61,2% din fier (I11),
72,7% din zinc (I1), 69,1% din crom (III) si 85,9% din cupru (11).

6. Cele 4 noi preparate antioxidante: NostocAntiOx-1, NostocAntiOx-2, NostocAntiOx-3 si
NostocAntiOx-4 se obtin conform unei biotehnologii originale complexe si promoveaza 0

capacitate de inhibitie inalta a radicalilor liberi.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor
,Biotehnologia cultivirii 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 simplifica procedurile din cadrul tehnologiilor aplicate.

2. Cei mai stabili parametri pentru cultura de nostoc in conditii de laborator se obtin la
inceputul fazei stationare. Aceasta perioada se caracterizeaza prin cel mai inalt nivel al biomasei,
cea mai stabila activitate antiradicalica si antioxidantd si nivel jos al dialdehidei malonice, de
aceea este recomandata pentru colectarea biomasei in scopul obtinerii preparatelor antioxidante
cu un grad 1nalt de siguranta.

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

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

5. Complexul antioxidant obtinut prin extragere etanolicd 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 oxidativd 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 inalt.

7. Compusii fierului cu bazele Shiff care au in componenta ligandului hidrazidele
acidului nicotinic si izonicotinic asigurd o crestere semnificativd a activitatii antioxidante a
biomasei, aceasta, in mare masurd, determinata de sporirea continutului de ficobiliproteine, care
constituie una din componentele majore ori chiar dominante a extractului hidric din biomasa de
nostoc.

8. Proprietitile noilor compusi  1-(A®**3-Biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol
si N-(A*"-biciclohomofarnesenoil-amino)carbazolul prezinti interes pentru biotehnologia
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cianobacteriei Nostoc linckia in calitate de stimulatori al activitatii antioxidante a biomasei,
marind activitatea antioxidanta a extractului hidro-etanolic de 2,11-2,73 ori fata de martor.

9. Biomasa reziduala 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 particularitdtilor si necesitatilor specifice ale culturii, componentele ce
asigurd obtinerea preparatelor antioxidante si este oOrientatd spre sigurantd si stabilitate, iar
componentele de utilizare a biomasei reziduale in scopul bioremedierii mediului transforma

aceasta tehnologie in una durabila si prietenoasa mediului.

Problema stiintifici importanta solutionati in lucrare constd 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 reflecti continutul brevetelor de inventie autoarei i
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 ieftina si
sigura de substante cu efect antioxidant.

2. Se recomanda utilizarea biomasei reziduale de nostoc, ramasa de la extragerea
antioxidantilor in 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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In termen de 6 luni de la data publiciirii mentiunii privind hotiirirea de
acordare a brevetului de inventie, orice persoani poate face
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(54) Sulfato-bis(nicotinoilhidrazon)-2,6-diacetilpiridin-cobalt(II) monometanol
trihidrat si procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum cu

utilizarea acestuia
(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la chimie si biotehno-
logie, si anume la sinteza unui nou compus
coordinativ al cobaltului(Il) si la un procedeu
de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum cu utilizarea acestuia.

Conform inventiei, se revendica un compus
coordinativ — sulfato-bis(nicotinoilhidrazon)-
2,6-diacetilpiridin(2-)cobalt(II) monometanol
trihidrat.

De asemenea, se revendicd un procedeu de
cultivare a microalgei Porphyridium cruentum,
care consta in aceea ca se cultiva microalga pe
un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO; - 5,0;
NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,0 - 1,8;
Ca(NO;),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05;

2
K,HPO; - 0,2; FeCl;:6H,O0 - 0,00027;
5 ZnSO45H,0 - 0,00002; CuSO45H,0 -

0,00005; MnSO45H,O - 0,0003; H;BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005,
compusul  sulfato-bis(nicotinoilhidrazon)-2,6-
diacetilpiridin-cobalt(II) monometanol trihidrat
10 .0,019...0,021 g/L si api distilata pani la 1L,
avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de
23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm?,
cu agitarea lentd periodica.
Rezultatul constd in majorarea activititii
15 antioxidante a extractului etanolic obtinut din
biomasa de microalga.
Revendiciri: 2
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(54) Compusul N-( [ *"*-biciclohomofarnesencilamino)carbazol si procedeu de
cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la  chimie i
biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ cu schelet hibrid terpenic
§ azeheterociclic §i la un procedeu de cultivare
a cianobacteriei Nostoc linckia cu utilizarea
acestuia.

Conform inventiei, se revendica compusul
coordinativ N-(*"-biciclohomofarnesenoila-
mino)carbazol.

De asemenen, se revendics un procedeu de
cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia pe un
mediu nutritiv ce conting g/L: KNO; - 0,51;
K,HPO;, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSO,-7H,0

2

- 0,1; CaCl, - 0,11; ZnSO47H,0 - 0,0005;
MnSO, - 0,002; H;BO; - 0,0085;
(NH;)sMo0;0,4-4H,0 - 0,00225; FeSO, -7H,0 -
0,004; Co(NO;);’H,O - 0,00009; EDTA -
0,00475;  compusul N-(.]B'”-biciclohomo-
farnesenoilamino)carbazol 0,060( 0,062 si 2pa
digtilad pand la 1 L, la temperaura de
2311 25°C § iluminarea de 200077 3000 Ix.

Rezultatul constd in maorarea activitiii
antioxidante a biomasei de cianobacterie.

Revendicari: 2
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(54) Compusul 1-(A8'”-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol si procedeu
de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la chimie i
biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ cu schelet hibrid terpenic
si azaheterociclic si la un procedeu de cultivare
a cianobacteriei Nostoc linckia cu utilizarea
acestuia.

Conform inventiei, se revendica compusul
coordinativ I-(Ag"3-biciclohomofarnesenoi1)—3-
amino-1,2,4-triazol.

De asemenea, se revendica un procedeu de
cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia pe un
mediu nutritiv ce contine, g/L: KNO; - 0,51;
K;HPO, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSO,-7H,0

2

- 0,1; CaCl, - 0,11; ZnSO47H,0 - 0,0005;
MnSO, - 0,002; H;BO; - 0,0085;
(NH4)sM0;0,44H,0 - 0,00225; FeSO; -7H,0 -
0,004; Co(NOs),'H,O - 0,00009; EDTA -
0,00475; compusul 1-(A*"“-biciclohomofarne-
senoil)-3-amino-1,2,4-triazol 0,062...0,064 si
apa distilatd pand la 1 L, la temperatura de
23...25°C si iluminarea de 2000...3000 Ix.

Rezultatul constd in majorarea activitatii
antioxidante a biomasei de cianobacterie.

Revendiciri: 2
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Anexa 2.
Act de implementare a tehnologiei de obtinere a preparatului antioxidant NostocAntiOX.

A

(=ifi=) Ficotehfarm srL

MD 2028, str. Miorita 3/5, Chisindu, R. Moldova, tel/fax. 373(22) 73 50 07
e-mail: ficotehfarm@yahoo.com, c¢/f 1004600074352,c/d 222470303639, BC ,,Banca Sociala” SA
BSOCMD2X, cod TVA 0205964

Act de implementare
Nr. (7 /1

din AL hersecccbre 2074

Denumirea propunerii pentru implemetare

Tehnologie de obtinere a preparatului antioxidant NostocAntiOx.

Autorii elabordrii

dr. biol., conf. cercet. Cepoi Liliana, dr. biol., conf. cercet. Rudi Ludmila; cerc. st. Valuta Ana;
Laboratorul Ficobiotehnologie, Institutul de Micrpobiologie si Biotehnologie al ASM,  tel. 72.53
06;

Locul si perioada desfasurdarii lucrdrilor de implementare:
FICOTEHFARM SRL, Bloc PRODUCERE, Compartiment biotehnologic

Subiectul, continutul si concluziile lucrarilor de implementare:

Obiectul lucrarilor de implementare:

Flux tehnologic de obtinere a preparatului antioxidant NostocAntiOx.

Continutul lucrarilor de implementare
Testarea tehnologiei de obtinere a 2 variante de preparat NostocAntiOx in bazd de materie prima

ficologica, sursa — biomasa cianobacteriei Nostoc linckia, conform etapelor si operatiunilor
tehnologice: Adaugarea la biomasa de nostoc a alcoolului etilic de 70% (1:2v/v); Centrifugarea
amestecului biomasi + alcool etilic de 70% la 3000 rot/min timp de 15 min; Colectarea extractului
hidro-etanolic antioxidant; Standardizarea extractului hidro-etanolic antioxidant; Conditionarea
extractului hidro-etanolic in flacoane; Liofilizarea extractului hidro-etanolic.

Nr. Serie: 01.09.2014exp; 02.09.2014exp; 03.09.2014exp; 01a.09.2014exp; 02b.09.2014exp;
03b.09.2014exp.; Cantitate: 500mg cate 10 flacoane cu capacitate 10ml, ebosate cu dopuri din

gumi, etansate cu capacele din aluminu.
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Concluzii asupra rezultatelor implementarii:

Preparatul antioxidant NostocAntiOx (Seriile: 01.09.2014exp; 02.09.2014exp; 03.09.2014exp; si
012.09.2014exp; 02b.09.2014exp; 03b.09.2014exp.; N 10 x500mg) nu prezintd modificari majore
ale componentelor tehnologice si de calitate, rezultatele incadrandu-se in limitele previzute de
specificatia pentru acest preparat. Astfel, fabricarea preparatuluiin serie este justificata din punct de

vedere tehnologic, fizico-chimic si calitativ.

Director,

dr. in st. biol. V. Bogdan
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Anexa 3.

Diplome la Saloane de Inventii si Expozitii Internationale.
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar,

urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Valuta Ana

Data
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CV al autorului

Nume, prenume:

Valuta Ana

Data si locul nasterii:

22 noiembrie, s. Horodiste, r-ul Calarasi, R. Moldova

Studii:

2000-2003 Institutul de Microbiologie al ASM, doctoranda
specialitatea ,,Biotehnologie”.

2001-2003 Universitatea de Stat din Moldova, Institutul de Instruire
continud, studenta

1995-2000 Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie

si Pedologie, studenta
Activitatea profesionala:

2013-prezent Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM, laboratorul
Ficobiotehnologie, cerc. st.

2006-2013 Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM, Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene, cerc. st.

2004-2006 Institutul de Microbiologie al ASM, cerec. st. st.

Domeniile de activitate stiintifica:

Ficobiotehnologie. Sinteza orientata a principiilor bioactive de catre cianobacterii si microalge.
Elaborarea tehnologiilor de obtinere a biomasei microalgale cu continut sporit de substante
biologic active (pigmenti, polizaharide, lipide, s.a.). Elaborarea tehnologiilor de obtinere a
preparatelor de origine microalgala cu multiple proprietati terapeutice.

Lucrari stiintifice publicate 24, dintre care:

Articole: in reviste cu factor de impact — 2, in reviste recenzate - 5, dintre care 2 in monoautorat,
in culegeri de articole -2, teze si rezumate la forurile stiintifice - 14;

Brevete de inventie: 3 .

Participari la foruri stiintifice internationale:

1. V International Conference ,,Actual Problems in Modern Phycology”, Chisindau, Moldova,
November 3-5, 2014.

2. VI international young scientists conference ,Biodiversity. Ecology. Adaptation.
Evolution.”, dedicated to 150 anniversary from the birth of Vladimir Lipskiy, may 13-17,
2013, Odesa, Ukraine.

3. International Interdisciplinary Scientific Scientific Conference ,Biologically active
substances and materials: Fundamental and Applied Problems”, May 27-June 1, 2013,
Svet, AR Crimea, Ukraine.

4. MexnyHapoaHas HaydHO TNpaKkTUdeckas KoH(epeHIuss Moioneix ydeHHbIX ,,PONTUS
EUXINUS”, mo npobieMaM BOJHBIX 3KOCHCTEM, MOCBSIIEHHOW 50 eTHio 00pa3oBaHUS
Wuctutyra Ouosoruu oXHbIX Moped HammoHanbHON akaneMuum HayK YKpauHBI.
Cesactomnons, Ykpauna, 2013.

5. 2" International Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engineering, Chisinau,
Republic of Moldova, April 18-20, 2013.
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The 6th Edition of European Exchibition of Creativity and Innovation "EUROINVENT
2014”, Tasi, Romania, 22-24 mai 2014.

International Conference dedicated to the 55-th anniversary from the foundation of the
Institute of Chemistry of the Academy of Sciences of Moldova. Chisinau, Moldova, May
28-30, 2014.

Salonul International de Inventii si Inovatii INVENTIKA, Bucuresti, Romania,15-18
octombrie 2014.

Al 1ll-lea Simpozion national cu participare internationala ,,Biotehnologii avansate —
realizari si perspective”, 24-25 octombrie 2013, Chisindu, Moldova.

Participari la proiecte stiintifice nationale si internationale:

1.

Stabilirea dinamicii activitatii antioxidante si acumularii radicalilor liberi pe durata ciclului
de cultivare al spirulinei in conditii de laborator si de producere (2015-2018).

. 14.518.02.02A Tehnologii cost eficiente de obtinerea nanoparticulelor de argint cu

utilizarea cianobacteriilor si microalgelor ca suport (2014-2015).

11.817.08.18F Stabilirea mecanismelor de modificare a statutului oxidativ si a
componentei biochimice a biomasei unor microalge sub actiunea metalocomplexelor in
scopul obtinerii preparatelor antioxidante (2011-2014).

. 11.817.04.11A Evaluarea si valorificarea potentialului microbiologic pentru elaborarea

tehnologiilor agriculturii durabile (2011-2014).

. 13.820.18.05/RoA Compusi coordinativi ai elementelor de tranzitie pe baza de liganzi

polidentati flexibili ca agenti biologic activi siprecursori pentru materiale oxidice (2013-
2014).

. Organizarea unei infrastructuri experimentale pentru intretinerea si valorificarea colectiei

de microorganisme cu multiple utilitati biotehnologice (2010).

. 06.411.017A Valorificarea si conservarea resurselor microbiene prin biotehnologii

competitive clasice si modern (2006-2010).

. 08.819.04.03F Studiul procesului de metanogeneza si elaborarea tehnologiilor de sinteza a

vitaminei B12 de uz furajer (2008-2009).

Premii §i mentiuni:

1.
2.

Bursa de excelenta a Federatiei Mondiale a Savantilor (FMS) (2002-2003).

The 6th Edition of European Exchibition of Creativity and Innovation "EUROINVENT
2014”, lasi, Romania, 22-24 mai 2014.- Medalie de Aur.

Salonul International de Inventii si Inovatii INVENTIKA, Bucuresti, Roménia,15-18
octombrie 2014. - Medalie de argint.

Salonul International de Inventii si Inovatii INVENTIKA, Bucuresti, Romania, 15-18
octombrie 2014. - Medalie de bronz.

Date de contact:

Valuta Ana, cercetdtor stiintific,
Laboratorul Ficobiotehnologie

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
al Academiei de Stiinte a Moldovei

MD 2028, str. Academiei 1, bir.256

Tel.: +373 (22) 72 57 54,

e-mail: annavaluta@yahoo.com
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