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Rezumat
A fost determinata existenta unei coreldri foarte puternice R%=0,9 dintre continutul de
carotenoizi si valorile testului ABTS in extractele etanolice, obtinute in baza biomasei de
Haematococcus pluvialis, colectata in faza celulelor verzi mobile si cisti rosii. Acest tip
de corelare este caracteristic carotenului din complexul antioxidant extras din biomasa
algala verde si astaxantinei, obtinutd din cistii rosii. Dependenta datd se respecta si in
cazul moduldrii activitatii biosintetice la Haematococcus prin aplicarea compusilor
coordinativi a cobaltului cu bazele Schiff.
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Introducere

Microalga verde Haematococcus pluvialis este un superproducitor de astaxantina,
carotenoid cu proprietiti antioxidante unice [3]. Astaxantina este produsul
transformarilor biosintetice ale carotenului in celula algald care trece cateva etape de
dezvoltare, pornind de la etapa celulelor verzi mobile, cand au loc procese biosintetice
intense [7]. Dintre carotenoizi in biomasa celulelor verzi predomina -carotenul, iar in
cistii rosii — astaxantina. Astfel, ambele forme de biomasa (celulele verzi si cistii rosii)
sunt surse de antioxidanti [16]. Daca din biomasa cistilor rosii de Haematococcus se
obtine un singur compus antioxidant - astaxantina, din biomasa celulelor verzi — un
complex de antioxidanti, care poate avea o activitate antioxidantd mai mare [1, 6, 8].

Unul din momentele importante in obtinerea de complexe antioxidante din biomasa
algala si cea vegetala este tipul solventului pentru obtinerea produsului antioxidant.
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Antioxidantii carotenoizi sunt nepolari dupd structura chimicd si extragerea lor
presupune, de obicei, utilizarea solventilor toxici pentru om si mediu. Atunci cand este
vorba despre preparate antioxidante de uz uman si animal este foarte important de a avea
la dispozitie tehnologii prietenoase mediului cu utilizarea extractantilor nontoxici. A fost
deja dovedit, ca alcoolul etilic este un solvent eficient pentru extragerea antioxidantilor
din biomasa Haematococcus pluvialis [6, 10, 14], inclusiv a carotenoizilor [11].

In scopul determinirii activitatii antioxidante sunt aplicate metode contemporane
simple in utilizare, reproductibile, care economisesc timp si sunt cost-efective asa ca
testul ABTS de decolorare a radicalului cation 2,2 —azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-
6-sulfonic acid. Radicalul este produs de persulfat de potasiu, iar compusul antioxidant
induce procesul de reducere a cationului [12, 15].

Metoda data este utilizatd activ in farmaceutica, fiind aplicata in studiul extractelor
din biomasa vegetald. Pentru biomasa vegetald a fost determinatd dependenta
corelationala dintre valorile testului ABTS si concentratia fenolilor in biomasa si in
extractul obtinut din ea [5], dar si in aceste cazuri se ia in calcul concentratia fenolilor
in biomasa si in extractele din ea. Testul ABTS este aplicat tot mai frecvent in studiul
activitatii antioxidante a extractelor obtinute din biomasa algelor si cianobacteriilor
[2], fiind optimizat si adaptat modul de preparare a radicalului si tipul extractului
antioxidant. In cazul biomasei algale nu a fost demonstrata existenta corelarii dintre
valorile testului ABTS cu continutul fenolilor in extract [4]. Datorita unei componente
biochimice variate din punct de vedere structural a biomasei algale, in majoritatea
cazurilor se obtine un extract policomponent in care este prezent un amestec de
antioxidanti donori de electroni, efectul antioxidant sumar fiind determinat de mai
multi factori, iar corelatiile individuale sunt greu de stabilit [1]. Valoarea testului
ABTS poate corela cu componenta majoritard din complexul de antioxidanti care este
un donor activ de electroni. Asa cum carotenoizii sunt antioxidantii care reduc radicalii
prin mecanismul transferului de electroni, testul antioxidant ABTS este unul indicat in
determinarea activititii antioxidante a extractelor in care carotenoizii formeaza fractia
majoritara [9].

O componenta indispensabild a tuturor biotehnologiilor moderne este constituita
din metode si procedee de sporire a eficientei procesului de acumulare a produsului de
interes. In cadrul cercetrilor anterioare, realizate in laboratorul Ficobiotehnologie a fost
demonstrata posibilitatea sporirii producerii de astaxantind prin utilizarea compusilor
coordinativi care, fiind suplimentati la mediile de cultivare, actioneaza pe doua cai: prin
sporirea productivititii si prin sporirea carotenogenezei [13]. in ambele cazuri, in faza
celulelor verzi mobile, are loc acumularea de caroten care se transforma in astaxantini
la etapa de cisti rosii.

Astfel, un continut inalt de B-caroten in celulele verzi poate asigura un continut
inalt de astaxantind 1n cistii rosii. latd de ce este importantd monitorizarea procesului
de acumulare a carotenului in biomasa.

Scopul cercetarilorefectuate a fostin determinarearelatiilor de corelare dintre valorile
testului antioxidant ABTS si continutului de carotenoizi ca componenti majoritari in
extractul etanolic, obtinut din biomasa algei verzi Haematococcus pluvialis, colectata
in faza celulelor verzi mobile si cea de cisti rosii in culturd de acumulare in norma si la
aplicarea compusilor coordinativi in calitate de modulatori ai proceselor biochimice.
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Materiale si metode

Alga verde Haematococcus pluvialis a fost cultivata pe mediul nutritiv RD cu
urmatoarea componenta (g/1): NaNO, - 0,3; KH,PO, - 0,02; K,HPO, — 0,08; NaCl
- 0,02; CaCl, - 0,05; MgSO,.7H,0- 0,01; ZnSO,,7H,0O - 0,0001; MnSO, 5SH20 —
0,0015; CuSO,.5H,0 - 0,00008; H,BO, - 0,0003; (NH,).M0,0,,.4H,0 — 0,0003;
FeCl,.6H,0 — 0,0175; Co(NO,),.6H,0 - 0,0002; EDTA - 0,0075, la temperatura de
26°C, la iluminare constanta de 1500 Ix cu agitare periodica pentru primele zece zile
de cultivare. Inducerea astaxantinogenezei s-a efectuat prin iluminare excesiva cu
intensitatea de 3000 Ix timp de 72 ore.

In calitate de modulatori ai sintezei componentelor antioxidante in biomasa de
hematococ au fost utilizati compusii coordinativi ai cobaltului cu bazele Schiff. Avand
in calitate de liganzi componente toxice acesti compusi sunt adaugati la mediul nutritiv
pentru a induce un stres oxidativ, la care microalga raspunde prin modificarea sintezei
factorilor de protectie, inclusiv a carotenului. Toti compusii coordinativi utilizati in
acest studiu au fost sintetizati in laboratorul Compusi coordinativi al Institutului de
Chimie al ASM, sef laborator dr. 1. Bulhac.

Obtinerea extractelor etanolice. Biomasa celulelor verzi mobile a fost colectata
la a 9-a zi de cultivare. Extractul etanolic din biomasa celulelor verzi a fost obtinuta
prin extragere in alcool etilic de 96% in raport de 10 ml la 0,01 g biomasa pe un agitator
orbital cu viteza de 200 rot/min timp de o ora [14]. Pentru extragerea astaxantinei din
biomasa cistilor rosii in prealabil a fost aplicata tehnica hidrolizei acide a componentelor
peretelui celular al cistilor cu HCI de 0,1N, regimul termic de 90°C si durata de 10 min.
Extractul etanolic a fost obtinut in modul descris mai sus.

Determinarea capacitatii antioxidante cu utilizarea radicalului cation ABTS.
Solutia stoc a radicalul ABTS™* se obtine prin oxidarea reagentului ABTS (2,2 azinobis
3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de potasiu. Se prepara reagentul
ABTS de 7 mM 1n apa deionizata. Persulfatul de potasiu se adauga in concentratie de
2,45 mM. Reactia de formare a radicalului ABTS ™ decurge la intuneric, la temperatura
camerei timp de 12-16 ore. Anterior testului, solutia stoc este diluata cu etanol pana la
stabilizarea absorbantei de 0,700 + 0,020 la 734 nm [15].

Pentru stabilirea capacitatii antiradicalice a extractelor din biomasa de hematococ
la 10 ml solutie ABTS se adaugd 10 pl din proba. Reactia decurge la temperatura
camerei timp de 6 min, iar procentul de inhibitie a fost calculat conform ecuatiei

% Inhibitie =(Abs _, - Abs_, . )/Abs_, * 100,

unde Abs_, . este valoarea extinctiei solutiei ABTS si Abs_. . este valoarea

extinctiei solutiei ABTS dupa 6 min incubare cu probele.
Rezultate si discutii

Ciclul vital al microalgei include faza celulelor verzi mobile, faza cistilor bruni
si faza de aplanospori sau cisti rosii. Faza celulelor verzi mobile implica o activitate
biosinteticd sporitd cu intensificarea tuturor mecanismelor de adaptare primard la
conditiile mediului. Evolutia culturii 1n ciclul vital este insotitd de modificari cantitative
si calitative ale biomasei. La prima etapa a fost stabilitd activitatea antiradicalica a
extractelor din biomasa de hematococ colectatd pe durata fazei celulelor verzi pe

parcursul careia au fost fixate salturi in procesul de acumulare a carotenoizilor. (fig.
1).
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Figura 1. Corelarea dintre continutul de carotenoizi (absorbanta la 450 nm) si
activitatea antioxidanta (% inhibitie ABTS*) a extractelor etanolice din biomasa
Haematococcus pluvialis, faza celulelor verzi mobile.

Atunci cand in calitate de inoculum se utilizeaza aplanosporii, in primele 4 zile are
loc modificarea peretelui celular al cistilor si transformarea lor in celule verzi mobile.
In aceastd perioada are loc modificarea structurald a carotenoizilor cu micsorarea
continutului lor in celulele cistilor rosii si respectiv, reducerea activitétii antioxidante
(Fig. 1). Fluctuatiile ulterioare ale continutului de carotenoizi sunt determinate de
modificarea ratei de acumulare a biomasei, iar valoarea maximala a lui se Inregistreaza
la ziua a 8-a. Activitatea antioxidanta a extractelor etanolice, obtinute din biomasa de
Haematococcus, colectata in aceste zile, a inregistrat valori, care sunt in concordanta
cu modificarea continutului de caroten din biomasa. Continutul de carotenoizi in
extractele etanolice si valorile testului ABTS sunt in corelare pronuntata, coeficientul
de determinare intre acesti doi indicatori fiind R>=0,93. In baza acestui rezultat putem
afirma cu sigurantd, ca cantitatea carotenoizilor in extract determina capacitatea lor
antiradicalica, determinata prin aplicarea testului ABTS.

Pentru a verifica existenta acestei dependente nu numai pe parcursul ciclului vital
normal, dar si In conditii de modificare a conditiilor de crestere a hematococului a fost
montati o alti serie de experiente. In cadrul ei biomasa de Haematococcus pluvialis
a fost obtinutd pe mediu cu adaos de compusi coordinativi ai cobaltului cu bazele
Schiff, in concentratiile de 20 si 30 mg/l. Biomasa algala a fost colectata in ziua a 9-a
considerata sfarsitul fazei de celule verzi mobile si la ziua a 16-a — etapa de cisti rosii.
Din ambele tipuri de biomasa au fost obtinute extractele etanolice si stabilita activitatea
lor antiradicalica.

Rezultatele obtinute pentru componenta si activitatea antiradicalica a extractelor
obtinute din biomasa celulelor verzi de hematococ (ziua a 9-a), crescute pe mediu cu
adaos de 20 mg/l compusi coordinativi sunt prezentate in figura 2. Deoarece in aceste
experiente structura acestor compusi de fapt nu este luata in calcul, ci se atrage atentia
doar la acele modificari cantitative si calitative care se produc in cultura de hematococ
la prezenta lor, pentru comoditate si usurarea perceptiei rezultatelor acestea sunt notati
in continuare prin abrevieri conventionale (Co7, Co8, Ca9, Co10, Col1, Col2 si Co13).
Analiza rezultatelor obtinute a permis de a sesiza o dependenta la fel de stransa intre
continutul de carotenoizi in extractele etanolice si activitatea lor antiradicalica, ca si
in cazul extractelor din biomasa obtinuta pe mediul standard. De exemplu, compusii
Co9 si Col0, care au asigurat cresterea continutului de caroten in biomasa celulelor
verzi de 4-5 ori, au provocat de asemenea si o crestere semnificativd de 3-4 ori a

149



Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr. 3(321) 2013 Microbiologia si Biotehnologia

activitatii antiradicalice a extractului etanolic obtinut din biomasa celulelor verzi (fig.
2). Capacitatea de reducere a radicalului ABTS este de 27,5 si 31,0% inhibitie 1n cazul
acestor compusi fatd de 8,5% inhibitie in cazul extractului din biomasa probei martor.
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Figura 2. Corelarea dintre continutul de carotenoizi (absorbanta la 450 nm) si activitatea
antioxidanta (ABTS%', % inhibitie) a extractelor etanolice din biomasa Haematococcus
pluvialis, faza celulelor verzi mobile, cultivati in prezenta compusilor Co(II) cu bazele
Schiff, 20 mg/l.

Pentru compusii cobaltului care au modificat neinsemnat continutul de caroten in
biomasa celulelor verzi, valorile testului antioxidant de asemenea nu s-au schimbat
semnificativ. Casi In cazul biomasei, obtinute din cultivarea pe mediile lipsite de compus
coordinativ, dependenta corelationala dintre valorile testului ABTS si continutul de
caroten n biomasa celulelor verzi mobile este una foarte puternica, coeficientul de
determinare avand valori foarte inalte - R%=0,96 (fig. 2).

Acelasi tip de rezultate obtinute pentru extractele din biomasa de hematococ,
crescutd pe mediu cu adaos al unei cantitdti mai mari de compusi coordinativi (30 mg/1)
sunt prezentate in figura 3.

25

1
S
=

= 05T S— -
E == Carotenoizi, ahs —+— ABTS . R:=0.9578
= - @ |
g o4 Lg% -
£ 03 @  Z15 8
! R - g
g F208 - J/
L &
g 0,2 E o 3 0
[ L 40 .E 0
g 01 & gyl : ;
0 Lo 0 0,2 04 0.6
M [CoT] [Co8] [Co9] [Co10][Cot1][Co12][Co13] carotenoizi. abs

Figura 3. Corelarea dintre continutul de carotenoizi (absorbanta la 450 nm) si activitatea
antioxidanta (ABTS*, % inhibitie) a extractelor etanolice din biomasa Haematococcus
pluvialis, faza celulelor verzi mobile, cultivati in prezenta compusilor Co(II) cu bazele
Schiff, 30 mg/l.

Astfel, a fost fixata o scadere cu 20-35% a continutului de carotenoizi, in cazul
utilizarii compusilor Co8 si Co9; o crestere a continutului de carotenoizi de 1,8 ori
in experienta cu compusul Co7 si de 3,3 ori in biomasa rezultatd din experienta cu
compusul Col0, precum si rezultate similare probelor martor (compusii Col2 si Co
13). Valorile testului antioxidant, in majoritatea cazurilor, au repetat tipul de abatere
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de la valorile inregistrate pentru proba martor, care a fost prezent in cazul continutului
de carotenoizi. In extractele, obtinute din biomasa celulelor verzi de hematococ, in
care a fost depistat un continut sporit de carotenoizi, a fost inregistratd si o crestere a
capacitatii antiradicalice a extractelor, stabilita prin aplicarea testului ABTS. Corelarea
dintre valorile testului ABTS si continutul de carotenoizi in biomasa celulelor verzi
mobile este una foarte puternica, coeficientul de determinare fiind R?=0,9578 (fig. 3).

Prinurmare, in cazul extractului etanolic, obtinut din biomasa celulelor verzi mobile
de Haematococcus pluvialis, colectate in conditiile mediului standard si in conditiile
experimentale, cu aplicarea compusilor coordinativi ai cobaltului, valorile testului
antioxidant ABTS sunt determinate de continutul carotenoizilor in acest extract.

Carotenoidul, pentru obtinerea caruia de fapt microalga Haematococcus pluvialis a
devenit un obiect biotehnologic este astaxantina, care se acumuleaza in biomasa cistilor
rosii, faza finala a ciclului de dezvoltare. Din aceasta cauza este foarte important de a
stabili, daca rezultatele obtinute la etapa celulelor verzi au soldat cu concluzii valabile
si pentru etapa de aplanospori. Pentru aceasta, din biomasa de aplanospori colectata
la ziua a 16-a de cultivare au fost obtinute extracte etanolice in care a fost apreciat
continutul de carotenoizi si activitatea antiradicalica prin aplicarea testului ABTS. La
aceasta etapa a ciclului vital are loc o transformare practic totala a tuturor carotenoizilor
prezenti in celula in astaxantina. Posibilitatea aplicarii testelor antiradicalice nespecifice,
inclusiv a testului ABTS pentru stabilirea activitatii antioxidante a produselor cu
continut de astaxantind a fost stabilita in cadrul laboratorului Ficobiotehnologie al IMB
[13], fapt ce ne permite sd afirmam veridicitatea rezultatelor obtinute prin aplicarea
acestui test. Rezultatele obtinute pentru extractele etanolice obtinute din aplanosporii
rosii de hematococ, crescut pe mediu standard si pe mediu cu adaos de 20 mg/l compusi
coordinativi ai cobaltului sunt prezentate in figura 4.
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Figura 4. Corelarea dintre continutul de astaxantind (abs) si activitatea antioxidanta
(ABTS "+, % inhibitie) a extractelor etanolice din biomasa Haematococcus pluvialis,
faza de cisti rosii, cultivati in prezenta compusilor Co(II) cu bazele Schiff, 20 mg/l.

Astfel, continutul de astaxantind in extractele obtinute din cistii rosii a crescut in
majoritatea cazurilor de aplicare a compusilor, cu exceptia experientelor cu compusii
Co7 si Coll (fig. 4). Tot 1in aceste cazuri a fost Inregistratd si scdderea capacitatii
antiradicalice a extractelor. Cele mai mari valori ale testului ABTS au fost stabilite
pentru extractele de astaxantind, obtinute din biomasa de hematococ cultivata pe
mediile suplimentate cu compusii Col0, Col2 si Col3. Un spor de 2,3 - 3,0 ori a
continutului de astaxantind in extractele etanolice, obtinute In baza biomasei colectate
din experientele cu compusii cobaltului a dus dupa sine o crestere a valorilor testului
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antioxidant ABTS cu 38-58%. Corelarea dintre valorile continutului de astaxantina
si valorile testului ABTS este una foarte puternica, coeficientul de determinare fiind
R?=0,94.

Rezultatele obtinute la testarea extractelor etanolice din biomasa de aplanospori de
hematococ, crescut pe mediu cu adaos a 30 mg/l compusi coordinativi ai cobaltului cu
bazele Shiff sunt prezentate in figura 5. Pentru compusul Co9, astaxantina depaseste
proba control de 3,78 ori. Doi compusi (Co7 si Co8) au indus un spor al continutului
de astaxantina cu 60-66% si restul compusilor au prezentat rezultate similare probei
control (fig. 5).
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Figura 5. Corelarea dintre continutul de astaxantini (abs) si activitatea antioxidanta
(ABTS %, % inhibitie) a extractelor etanolice din biomasa Haematococcus pluvialis, faza
de cisti rosii, cultivati in prezenta compusilor Co(II) cu bazele Schiff, 30 mg/l.

Activitatea antioxidantd a extractelor etanolice, obtinute din biomasa colectata
din experientele cu concentratia compusilor de 30 mg/l a prezentat valori diferite
comparativ cu proba control. in cazul probelor cu continutul de astaxantini similar
probei de referinta, varierea valorilor testului ABTS este una foarte nesemnificativa.
Concentratia evident sporitd a astaxantinei, obtinutd in experientele cu compusul Co9
a determinat valorile crescute ale testului antioxidant — 91% inhibitie. Coeficientul de
determinare dintre valorile testului ABTS si concentratia astaxantinei, determinate
in extractele etanolice, obtinute in experientele cu aplicarea concentratiei de 30 mg/l
compus coordinativ are valori semnificative R?=0,9.

Prin urmare, valorile testului ABTS, aplicat extractelor etanolice din biomasa de
Haematococcus pluvialis, coreleaza cu continutul de carotenoizi din aceste extrase.
Aceastd afirmare este valabild pentru extractele etanolice, obtinute atit din biomasa
algala colectata in faza celulelor verzi mobile cat si din biomasa de cisti rosii.

Testul ABTS poate fi aplicat pentru determinarea activitatii antioxidante a biomasei
de Haematococcus pluvialis in experientele de suplimentare la mediul de cultivare a
unor compusi chimici anorganici destinati modificarii proceselor metabolice n scopuri
biotehnologice.
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