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Rezumat
Articolul prezinta rezultatele cercetarilor orientate spre elucidarea efectelor stresului creat
prin introducerea conditiilor de fotoperiodism la spirulina, cultivata pe mediu cu adaos
de acetat de zinc in calitate de protector si stimulator biosintetic. Stresul de iluminare
a fost indus la cultura de spirulind pe durata fazei de crestere exponentiala a ciclului
vital prin reducerea perioadei luminoase la 4 ore din 24 ore. Parametrii monitorizati au
fost: nivelul acumularii de biomasa, continutul de proteine, ficobiline, glucide, lipide
si B - caroten. S-a demonstrat ca reducerea perioadei de lumina la 4 ore in zi constituie
un stres pronuntat pentru cultura de spirulind. Efectul stresului se reflecta in reducerea
cantitatii de biomasa si cresterea continutului de lipide si glucide. Acetatul de zinc din
stimulator al acumularii de ficobiline §i f - caroten in conditii de iluminare continua se
transforma in inhibitor n conditii de stres de iluminare.
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Introducere

Cianobacteriile reprezinta una dintre cele mai vechi si cele mai de succes forme de
viatd pe Pamant. Lunga istorie evolutiva si modul de viata fotoautotrof le-a permis sa
colonizeze diverse habitate. In prezent sunt cel mai important grup de organisme din
punct de vedere numeric de pe planeta [9]. Aparitia si dezvoltarea lor a fost unul din
principalii factori, care a dus la trecerea la modul de viata oxic [10].

Evolutia cianobacteriilor a avut loc in conditiile unor modificari permanente
ale mediului ambiant. Fluctuatiile de temperaturd, intensitate a luminii, salinitate,
componentd a mediului sunt surse de stres pentru diferite specii de cianobacterii. Pe
durata evolutiei aceste organisme si-au dezvoltat mecanisme eficiente, care asigura
supravietuirea lor in conditiile variatiei principalilor parametri fizici.

Lumina este sursa de energie pentru organismele fotosintetizatoare. De aceea, atat
intensitatea luminii, cat si calitatea ei determind intensitatea tuturor proceselor vitale.
Cantitatea de biomasa, dar si calitatea ei sunt influentate de acesti parametri.

Lumina de culoare verde si de intensitate de la 1200 Ix asigurd o acumulare accelerata
de biomasa la spirulind, comparativ cu lumina rosie, alba, si in special albastra de
aceiagi intensitate [11].
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Lumina de intensitate foarte inalta provoaca efecte de inhibare a proceselor biologice
la cianobacterii, inclusiv la spirulina. Efectul dat poate fi diminuat prin marirea esentiala
a cantitatii de carbon anorganic accesibil. In acest caz, inhibitia survine mult mai tarziu,
iar revenirea culturii de spirulina la starea normald are loc mai repede si cu urmari
minime [15].

Scaderea intensitatii luminii de la 5 la 2 klux la spirulina este asociata cu o crestere
simtitoare a cantitatii de clorofild (cu aproximativ 30%) [4].

Influenta iluminarii asupra componentelor biochimice ale algelor fotosintetizante
este pe larg controlatd de procesul de fotoadaptare, cand celulele algale sufera
schimbari biochimice, fiziologice, biofizice si structurale pentru a intensifica procesul
de fotosinteza si crestere [7].

O tendintd comuna a raspunsului celular la diminuarea intensitatii luminii este
sporirea cantitatii pigmentilor fotosintetici: clorofilelor, ficobilinelor, carotenoizilor
primari. Intensificarea iluminarii induce diminuarea cantitativa a pigmentilor implicati
in procesul de fotosintezd si sporirea cantitatii carotenoizilor secundari cu rol
fotoprotector (B-carotenul, zeaxantina). Intensitatea inaltd a luminii duce la marirea
cantitatii de polizaharide in cianobacterii. La cultivarea in bazine deschise a spirulinei,
sinteza carbohidratilor este mult mai 1nalta in zile cu soare. Numeroase studii atesta
o dependenta invers proportionala a continutului de lipide, in special a acizilor grasi
polinesaturati, de intensitatea luminii [1, 4, 5, 14].

Efectele luminii asupra organismelor vii sunt determinate nu numai de parametrii
fizici ai acesteia, ci si de durata de expunere, adicd de prezenta fenomenului de
fotoperiodism. Variatiile circadiene cu perioada de aproximativ 24 ore sunt caracteristice
practic pentru toate procesele fiziologice a majoritatii organismelor cunoscute, inclusiv
cele mai vechi, cum sunt cianobacteriile.

Spirulina (Arthrospira) platensis — reprezentant tipic al cianobacteriilor - rdmane
a fi unul dintre cele mai solicitate obiecte atat in plan de producere ficologica, cat
si al cercetarilor fundamentale. In naturi spirulina este adaptati la conditii de
fotoperiodism, iar situatia in care perioadele de lumina si cele de intuneric alterneaza
este normala pentru habitatele naturale. In experientele noastre a fost utilizata o tulpina
de spirulina adaptata la conditii industriale, creatd pentru producere de biomasa si alte
produse valoroase [13]. In conditii industriale pentru aceasta tulpina se aplica regimul
de iluminare continud iar conditiile de fotoperiodism pot induce o stare de stres la
aceast cultura. In acelasi timp unele microelemente pot interveni in starea de stres prin
ameliorarea, ori din contra, prin agravarea situatiei.

Zincul este un element esential pentru toate organismele. Este partea activa a peste
300 de enzime implicate in cele mai importante procese vitale. Metabolismul proteic si
cel al acizilor nucleici depinde de zinc. Diviziunea, cresterea si functionarea normala
a celulelor este determinatad de cantititi suficiente de zinc. Zincul are proprietati
antioxidante, care poate proteja celulele in conditii de stres, inclusiv cel de iluminare
[8]. In acelasi timp, a fost stabilit, ca zincul poate fi si un stimulator biosisntetic, care
produce o majorare a anumitor componente in biomasa de spirulina [12].

Scopul lucrarii a fost de a evidentia efectele stresului creat prin introducerea
conditiilor de fotoperiodism la spirulina, cultivatd pe mediu cu adaos de acetat de zinc
in calitate de protector si stimulator biosintetic.
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Material si metode

Obiectul de studiu. Tulpina cianobacteriei  Spirulina  platensis
CNMN-CB-11[13].

Procesul si conditiile de cultivare. Pentru cultivarea spirulinei a fost utilizat
mediul nutritiv mineral cu urmatoarea componentd: macroelemente (in g/l):
NaNO,-2,5; NaHCO,-8,0; NaCl-1,0; K ,SO,-0,6; Na,HPO,-0,2; MgSO,*7H,0-0,2;
CaCl,-0,024; 1ml/1 solutie de microelemente ce contine (mg/l(mediu): H,BO,-
2,86; MnCl,»4H,0-1,81; CuSO,5SH,0 -0,08; MoO, -0,015); FeEDTA-1ml/I.
Suplimentar, mediul de cultivare (att in seria experimentala, cat si in cea martor) a
continut si acetatul de Zn(II) in concentratie de 15,0 mg/l. Pe durata cultivarii au fost
respectai urmatorii parametri de proces: cantitatea de culturd start (inoculum) —
0,4-0,45g/l BAU; temperatura de 28-32°C, pH-ul optim al mediului 8-10,
iluminarea (pe perioada de crestere a culturii la lumind) de ~ 37-55 uM
fotoni/m*s. Cultura a fost agitata zilnic, timp de 2 ore pe un agitator
universal de laborator tip WU-4 cu frecventa oscilatiilor de 2500 hz.
Durata ciclului de cultivare de 7 zile. Probele de spirulina au fost colectate zilnic cu
interval de 24 ore.

Conditiile de stres de iluminare. In ziua a 3-a (dupi 48 ore) a ciclului de cultivare,
care corespunde sfarsitului lag fazei si Inceputului fazei de crestere exponentiala, cultura
de spirulina a fost supusa stresului de iluminare prin reducerea perioadei luminoase la
4 ore din 24 ore. Astfel regimul de iluminare a fost cu fotoperiodicitatea de 4 ore
lumind/20 ore intuneric. Acest regim a fost respectat pana in ziua a 7-a de cultivare.

Metodele de determinare a continutului biochimic al biomasei de spirulina.

Continutul de proteine in biomasd, a fost determinat spectrofotometric prin
metoda Lowry cu utilizarea reagentului Folin-Ciocalteu [6]. Continutul de glucide a
fost determinat in baza deshidratarii hexozelor in prezenta acidului sulfuric concentrat,
urmat de condensarea acestora cu reagentul antron [16]. Lipidele au fost determinate
spectrofotometric cu utilizarea reagentului fosfo-vanilinic in extractul cloroformic
[ 3]. Cantitatea de ficobiline a fost determinata in extractul hidric obtinut din biomasa
de spirulind [2]. f — carotenul a fost extras in alcool etilic de 96%, iar absorbanta
masurata la 450nm. Toate secventele experimentale au fost efectuate in trei repetari, iar
rezultatele au fost prelucrate statistic utilizand facilitatile Microsoft Excel 2010.

Rezultate si discutii

Ipoteza de lucru pentru cercetarile, rezultatele carora sunt expuse in acest articol
constd in urmatoarele: in conditii de stres de iluminare cu reducerea perioadei luminoase
la doar 4 ore din 24, cultura de spirulind poate reactiona prin reorientarea activitagii
biosintetice cu scopul de mentinere a viabilitatii celulelor. Prezenta stimulatorilor
chimici in mediul de cultivare, care se implicd activ in sinteza componentelor
structurale si functionale poate modifica raspunsul culturii de spirulina la stresul indus
de modificarea conditiilor de cultivare, in cazul dat a conditiilor de iluminare. In
studiul nostru, in calitate de stimulator chimic cu implicare in activitatea biosintetica
a spirulinei a fost utilizat acetatul de zinc. Acest compus, contine zincul in calitate
de bioelement, iar in calitate de ligand — acetatul, pentru ambele componente fiind
cunoscut rolul lor important in diverse procese biochimice derulate la nivel de celula.
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Rezultatele obtinute la inducerea stresului de iluminare pe durata fazei
de crestere exponentiald a ciclului de dezvoltare a spirulinei au fost
comparate cu rezultatele obtinute la cultivarea spirulinei in  conditii
optimale cu regimul de iluminare continuu 1n lipsa sau 1in prezenta
acetatului de zinc.

In conditiile regimului de iluminare continua, spirulina, cultivati in prezenta
acetatului de zinc, in primele zile ale fazei de crestere exponentiald a acumulat biomasa
mai lent comparativ cu martorul (fig. 1A). In ziua a 5-a a fazei de crestere exponentiala,
continutul de biomasa in probele de spirulina crescuta in prezenta acetatului de zinc a fost
cu 23% mai mare comparativ cu martorul, in ziua a 6-a, la sfarsitul fazei exponentiale,
continutul de biomasa aliniindu-se practic la valorile continutului de biomasa
din proba martor.
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Figura 1. Productivitatea spirulinei pe durata fazei de crestere exponentiala la cultivare
in prezenta acetatului de zinc: A — in regim de iluminare continua si B — in regim de
iluminare periodica 4h/20h.

In conditii de stres de iluminare, indus pe durata fazei de crestere exponentiala,
cultura de spirulind a continuat sa acumuleze biomasa, continutul maximal al acesteia
de 0,738-0,740 g/L fiind stabilit in zilele a 5-a si a 6-a de cultivare (fig. 1B). In varianta
experimentald de suplimentare a mediului de cultivare cu acetat de zinc a fost stabilita
o retinere a cresterii culturii de spirulina pe durata fazei exponentiale. In aceasta faza
a ciclului sau vital, spirulina a acumulat cu 18% mai pufind biomasa comparativ cu
martorul, iar continutul de biomasa nu s-a modificat pe durata fazei exponentiale.
Este de mentionat, ca Inceputul fazei stationare s-a remarcat prin reducerea cu 20% a
continutului de biomasa in martor si cu 15% in varianta experimentala.

Prin urmare, spirulina cultivata in prezenta stimulatorului chimic — acetatul de zinc
este mai putin rezistenta la reducerea perioadei luminoase, comparativ cu martorul.

Procesul de biosinteza si respectiv, de acumulare a proteinelor nu a fost perturbat
semnificativ de insuficienta iluminarii culturii de spirulina (fig. 2A, 2B).

Continutul proteinelor in martor s-a mentinut in limita valoricd de 58-60% pe
durata fazei de crestere exponentiald si s-a redus nesemnificativ spre inceputul fazei
stationare. In conditii optime de iluminare, acetatul de zinc nu a modificat sinteza
proteinelor de citre spirulind pe durata fazei de crestere exponentiala. In conditiile unui
regim periodic de iluminare s-a observat o reducere cu 43% a continutului de proteine
in biomasa de spirulind cultivatd In prezenta acetatului de zinc la sfarsitul fazei de
crestere exponentiala.
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In variantele experimentale cu regimul de iluminare continui si cu aplicarea
acetatului de zinc s-a determinat majorarea cu 40-48% a continutului de ficobiline
pe durata fazei de crestere exponentiala (fig. 3A), demonstrand implicarea pozitiva a
stimulatorului chimic in stimularea procesului de sinteza a acestor compusi biologic
activi in biomasa spirulinei.
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Figura 2. Modificarea continutului de proteine in biomasa de spirulini pe durata fazei
de crestere exponentiali la cultivare: A —in regim de iluminare continu si B — in regim
de iluminare periodica 4h/20h.
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Figura 3. Modificarea continutului de ficobiline in biomasa de spirulina pe durata fazei
de crestere exponentiala la cultivare: A - in regim de iluminare continua si B — in regim
de iluminare periodica 4h/20h.

In regim de iluminare periodica, in varianta martor, continutul de ficobiline nu s-a
modificat substantial pe durata fazei de crestere exponentiald, valorile ne fiind diferite
de cele obtinute in conditii de iluminare continui (fig. 3B). In variantele experimentale
cu spirulina cultivata in prezenta acetatului de zinc §i cu regimul de iluminare redus la
inceputul fazei de crestere exponentiald, continutul total de ficobiline determinate in
biomasa spirulinei a fost cu 15% mai mic comparativ cu martorul. La sfarsitul fazei
de crestere exponentiald, continutul ficobilinelor in biomasa a scazut cu 48%, iar la
inceputul fazei stationare — s-a redus cu 54%.

Prin urmare, odata cu reducerea perioadei de iluminare la 4 ore din 24 ore, acetatul
de zinc din mediul de cultivare inhiba sinteza ficobilinelor in biomasa spirulinei.

Continutul de glucide nus-amodificatesential pe durata fazei de crestere exponentiala
in biomasa de spirulina cultivatd in conditii de iluminare continud (varianta martor),
inregistrand-se chiar o slaba tendinta de micsorare a lor (fig. 4A).

In varianta cu aplicarea acetatului de zinc, la sfarsitul fazei exponentiale a fost
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stabilita o crestere cu 14% a continutului de glucide in biomasa de spirulind, comparativ
cu Inceputul perioadei exponentiale. Astfel, continutul de glucide, rezultat la sfarsitul
cultivarii, a fost cu 64% mai mare comparativ cu martorul si cu 44% mai mare
comparativ cu inceputul perioadei exponentiale.
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Figura 4. Modificarea continutului de glucide in biomasa de spirulina pe durata fazei de
crestere exponentiali la cultivare: A —in regim de iluminare continui si B —in regim de
iluminare periodica 4h/20h.

Pentru cianobacteria Spirulina platensis este specifica acumularea glucidelor in
conditii de stres. In regim de iluminare periodica, in varianta martor, continutul de
glucide a crescut pe durata exponentiald, fiind cu 23% mai mare la sfarsitul perioadei
exponentiale (fig. 4B). In varianta cu aplicarea acetatului de zinc, continutul de glucide
in biomasa la sfarsitul fazei exponentiale a fost cu 22% mai majorat comparativ cu
perioada initiala si cu 20% comparativ cu probele martor.

Prin urmare, acetatul de zinc, in conditii de iluminare redusa, isi intensifica efectul
sau de stimulare a sintezei glucidelor de catre Spirulina platensis.

Continutul de lipide pe durata cresterii exponentiale s-a modificat nesemnificativ in
biomasa de spirulina cultivata in conditii optimale, inceputul fazei de crestere stationara
ne fiind insotit de reducerea drastica a cantitatii lor (fig. SA).
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Figura 5. Modificarea continutului de lipide in biomasa de spirulind pe durata fazei de
crestere exponentiali la cultivare: A — in regim de iluminare continua si B — in regim de
iluminare periodica 4h/20h.

In varianta experimentald cu introducerea in mediul de cultivare a acetatului
de zinc, in regim de iluminare continud, continutul lipidelor in biomasa a fost mai
mic fatd de probele martor. In mod similar, acetatul de zinc a redus capacitatea de
sinteza a lipidelor la spirulina supusa stresului de iluminare pe durata fazei de crestere
exponentiala (fig. 5B).
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In conditii de stres de iluminare, in biomasa spirulinei continutul de lipide a crescut
cu 50% comparativ cu spirulina cultivata in regim de iluminare continui. in primele
24 ore de stres indus de iluminare, continutul lipidelor a crescut practic de doua ori.
La mijlocul fazei de crestere exponentiald care corespunde zilei a 5-a de cultivare,
cantitatea de lipide a crescut nesemnificativ. La inceputul fazei de crestere stationara,
continutul de lipide Tn biomasa spirulinei a fost cu 20% mai mic fatd de inceputul fazei
de crestere exponentiald. Astfel, reducerea perioadei luminoase la cultivarea spirulinei
induce sinteza lipidelor la aceasta cultura.

In varianta experimentald cu regimul de iluminare continui, in experientele
cu aplicarea acetatului de zinc, continutul lipidelor nu s-a modificat semnificativ.
In conditii de stres de iluminare, in biomasa spirulinei cultivati in prezenta acetatului
de zinc, primele 24 ore de stres au indus reducerea cu 33% a continutului lipidelor
in biomasa comparativ cu aceeasi variantd obtinutd in conditii optime de crestere.
Pe durata fazei de crestere exponentiald, in cultura de spirulind supusa stresului de
iluminare, continutul lipidelor a crescut. Astfel, in ziua a 7-a, inceputul fazei de crestere
stationara, continutul lipidelor in biomasa a constituit 7% ceea ce este de doud ori mai
mult comparativ cu continutul lipidelor determinat in biomasa de spirulina la inceputul
fazei de crestere exponentiala.

Prin urmare, conditiile de iluminare determind nivelul de acumulare a lipidelor
in biomasa de spirulind la cresterea culturii in prezenta acetatului de zinc. Reducerea
drastica a perioadei de iluminare a culturii de spirulind induce sinteza acestor
constituenti ai biomasei si in cazul cultivarii In prezenta stimulatorilor chimici, In cazul
dat a acetatului de zinc.

In conditii optimale de cultivare in regim de iluminare continud, continutul de
B-caroten in biomasa de spirulina a scidzut cu 12% pe durata fazei de crestere exponentiald
a culturii (fig. 6A). Acetatul de zinc, in aceste conditii experimentale a stimulat cu 35%
acumularea p-carotenului in biomasa spirulinei in a 5-a zi de cultivare.
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Figura 6. Modificarea continutului de f-caroten in biomasa de spirulina pe durata fazei
de crestere exponentiala la cultivare: A — in regim de iluminare continua si B - in regim
de iluminare periodica 4h/20h.

Continutul de B - caroten 1n biomasa spirulinei supusa stresului de iluminare s-a
diminuat pe durata fazei de crestere exponentiala (fig. 6B). In cazul martorului, sciderea
continutului de f3 - caroten in biomasa a fost un proces lent astfel, ca la sfarsitul perioadei
exponentiale valoarea lui s-a redus cu 27%.
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In varianta experimentald cu regimul de stres de iluminare, in experientele cu
aplicarea acetatului de zinc, cultura de spirulina aflatd in faza de crestere exponentiala
a ciclului vital, a redus cu 23% continutul de § - caroten dupé 48 ore de cultivare in
conditii de iluminare redusi. In urmitoarele zile, continutul de B - caroten in biomasa
nu s-a modificat si spre sfarsitul fazei de crestere exponentiald, inceputul fazei de
crestere stationard, acesta a fost practic identic celui din probele martor. Prin urmare,
in conditii de iluminare insuficienta, acetatul de zinc nu se manifesta ca stimulator al
carotenogenezei.

Concluzii

Conditiile de iluminare continud asigurd o acumulare sporitd de biomasad de
spirulind, comparativ cu conditiile de stres de iluminare. Acetatul de zinc se manifesta
ca stimulator al productivitatii spirulinei la iluminare continua, in timp ce in conditii de
stres de iluminare acesta are un rol de inhibare a acumularii de biomasa.

Continutul de proteine in biomasa de spirulind nu difera semnificativ in conditii
de iluminare continua si de iluminare redusa, dar se observa o usoara tendintd de
descrestere pe durata ciclului vital. Acetatul de zinc 1n conditii de stres de iluminare
la sfarsitul fazei de crestere exponentiald se manifestd ca inhibitor al acumularii de
proteine in biomasa.

In lipsa acetatului de zinc conditiile de stres de iluminare nu modifici semnificativ
continutul de ficobiline. Acetatul de zinc este un stimulator activ al acumularii
de ficobiline 1n conditii de iluminare continua si un inhibitor in conditii de stres de
iluminare. Cel mai pronungat efect de inhibitie in conditii de stres se observa la trecerea
culturii in faza stationara.

Conditiile de stres de iluminare duc la cresterea continutului de glucide si lipide in
biomasa de spirulind. Sub influenta acetatului de zinc are loc o reducere a continutului
de lipide in conditii de stres pe durata fazei de crestere exponentiala, iar la ziua a 7-a se
observa din contra, o stimulare a acumularii de lipide si glucide.

In conditii de iluminare continui acetatul de zinc este un stimulator al acumularii
B - carotenului, in timp ce in conditii de stres de iluminare, actiunea substantei este
inversa, provocand reducerea cantitatii de pigment, in special la ziua 4-6.

Astfel, reducerea perioadei de lumina la 4 ore in zi constituie un stres pronuntat
pentru cultura de spirulind. Efectul stresului se reflectd in reducerea cantitatii de
biomasa si cresterea continutului de lipide si glucide. Acetatul de zinc din stimulator al
acumularii de ficobiline si 3 - caroten in conditii de iluminare continua se transforma in
inhibitor in conditii de stres de iluminare.
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