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Abstract. The coordination compounds of Fe (II1) with Schiff bases cause the Por-
phyridium cruentum biomass reduction and Haematococcus pluvialis biomass increasing
in case of application of the mentioned compounds in an amount of 20 mg / 1. Between
antiradical activity of extracts from biomass and the amount of malonic dialdehyde was
detected a moderate inverse correlation to Porphyridium cruentum, and a close corre-
lation to Haematococcus pluvialis. The amount of carotenoids in microalgae biomass
correlate with antiradical activity of ethanol extracts, being the major components with
antiradical effect both in porfiridium and hematococcus biomass.

Cuvinte cheie: activitate antiradicalicd, Haematococcus pluvialis, Porphyridium
cruentum; test ABTS, dialdehidd malonica, carotenoizi

Cresterea populatiei Terrei, scaderea fertilitafii solurilor arabile, degradarea
agroecosistemelor — fenomene ce prezintd o adevarata provocare pentru oamenii
de stiintd — impun o abordare mai deosebitd a problemei asigurdrii omenirii cu
alimente si materie prima pentru diferite tehnologii de producere. Microalgele,
obiecte ce se Inscriu 1n trendul de utilizare a organismelor acvatice in schimbul
(sau suplimentar) celor terestre, sunt surse recunoscute de substante bioactive,
fiind elemente cheie in numeroase lanturi trofice, dar si producatori de nutrienti
pentru alimentatia omului. Printre avantajele acestor obiecte se numara randa-
mentul Tnalt, posibilitatea de a creste fara utilizarea terenurilor arabile, fixarea
unei cantitati enorme de dioxid de carbon (dupa unele estimari, aproximativ 1,8
kg CO, la 1 kg biomasa microalgald uscatd), capacitatea multor specii de microal-
ge de a creste pe medii ce contin diferite deseuri si ape reziduale, utilizandu-le
pe acestea in calitate de surse de azot si fosfor, excluderea utilizarii fertilizantilor
traditionali si a pesticidelor, posibilitatea modificarii componentei biochimice a
biomasei microalgale prin manipularea conditiilor de cultivare si a componentei
mediilor nutritive, precum si posibilitatea reciclarii mediilor si biomasei rezidu-
ale [2-4, 6-9, 13].

Tendinta de a obtine o cantitate cat mai mare de biomasa cu un nivel tehnolo-
gic justificat al componentelor de interes major este absolut fireascd, in conditiile
candcultivarea lor in aer liber este destul de dificila din mai multe motive (asa ca
conditiile climaterice, pericolul infectarii culturilor s.a.) iar cultivarea in fotobio-
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reactoare este una din cele mai energointensive procese. In aceste conditii renta-
bilitatea procesului tehnologic este un indicator ce determina succesul producéto-
rului. Pentru intreprinderile biotehnologice mici o solutie care permite de a spori
eficienta procesului de producere este implementarea tehnologiilor intensive
care permit obtinerea a mai multor produse in cadrul unui singur flux tehnologic.
Experienta aratd, nsa, ca intensitatea fluxului tehnologic este invers proportio-
nali cu confortul fiziologic al culturilor implicate. In aceste conditii, asigurarea
sigurantei biomasei ficologice pentru consumul direct ori intermediat uman este
primordiald. Continutul componentelor bioactive in celule ar trebui sa se afle
intr-un echilibru favorabil cu statutul antioxidant al biomasei, astfel ca produsele
ficologice sa nu prezinte pericol prooxidant pentru utilizatori. Orice modificare a
compozitiei biochimice in procesul de cultivare industriald a microalgelor trebuie
sa fie examinata in contextul statutului antioxidant al biomasei.

Materiale si metode

In calitate de obiecte de cercetare au servit: microalga rosie Porphyridium
cruentum (Ndg) CNM-AR-01 si microalga verde Haematococcus pluvialis Flotow
CNM-AV-05 depozitate in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene.

Mediul nutritiv mineral VP 2 (Brevet MD Nr. 690) pe care este efectuatd
cresterea microalgei P.cruentum are urmatoarea componentd chimica: Macroele-
mente in g/L— NaCl-7,0; KCI-7,5; MgSO,-7H,0-1,8; Ca(NO,)-4H,0-0,15; KBr-
0,05; KI1-0,05; K,HPO,-0,2; Solutie de microelemente (din care se aplica 1ml/L),
ce contine in mg/L: FeCl-6H,0-2,7, ZnSO,-5H,0-0,02; CuSO,5H,0-0,05;
MnSO,-5H,0-0,3; H,BO,-0,6; M00,-0,02; NaVO,-0,05 [1].

Cultivarea s-a efectuat cu menginerea urmatorilor parametri: pH-ul 6,8-7,2,
temperatura de 23-25°C, iluminare de 2000-3000 Lx, agitare lenta periodica.
Cantitatea de inoculum a fost de 0,5-0,6 g/L biomasa absolut uscatd (BAU). Du-
rata procesului a fost de 14 zile.

Microalga verde Haematococcus pluvialis Flotow a fost cultivatd pe mediul
mineral lichid RD [12] cu urmatoarea componentd a macroelementelor (g/l):
NaNO,-0,3;KH,PO,-0,02; K. HPO,-0,08; MgSO,*7H,0-0,01; CaCl,—0,0474,
NaCl - 0,02, si microelementelor (mg/l): ZnSO,*7H,0 — 0,0001; MnSO +5H,0
—0,0015; CuSO,*5H,0 - 0,00008; H,BO, — 0,0003; (NH,)Mo,,*4H,0 —0,0003;
FeSO,+7H,0 - 9,3; Co(NO,), *H,0 - 0,0002; EDTA -0,0075.

Cultura a fost cultivata in conditiile de temperatura de 27 + 1°C, pH 6,8 — 7,0,
intensitatea optima a luminii de 2500-3500 Ix. Durata cultivarii a fost de 16 zile.

Determinarea capacitatii antiradicalice cu utilizarea radicalului cation
ABTS ™. Radicalul ABTS *este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-etil-
benzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de potasiu. Se prepard solutia stoc a
reagentul ABTS de 7 mM in apa deionizata. Persulfatul de potasiu se adduga in
concentratia de 2,45 mM.
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Reactia de formare a radicalului ABTS ™ decurge la Intuneric, la temperatura
camerei cel putin timp de 12-16 ore. Solutia de lucru a ABTS se prepara din solu-
tia stoc de ABTS™*, care se dizolva in etanol sau apa distilatd pana la stabilizarea
absorbantei de 0,700 + 0,020 la 734 nm.

Amestecul reagent consta din 0,3 ml proba si 2,7 ml solutie ABTS ™. Reactia
de decolorare decurge la temperatura camerei timp de 6 minute, iar procentul de
inhibitie se calculeazd conform ecuatiei: % Inhibitie =(Abs_ —Abs_. . )/Abs_,
* 100, unde Abs_, . este valoarea extinctiei de 0,700 + 0,020 la 734 nm a solu-
tiet ABTS™, Abs_, . este valoarea extinctiei dupd incubare [12].

Metoda determinarii produselor oxidarii lipoproteinelor in baza determi-
narii substantelor reactive ale acidului tiobarbituric [5]. Valoarea gradului de
oxidare al lipidelor este determinata prin concentratia substantelor reactive ale
acidului tiobarbituric (dialdehida malonica). La probele de biomasa se adauga 1
ml acid tiobarbituric 0,67% si 1 ml acid tricloracetic 15%, dupa care probele sunt
supuse incubdrii pentru 1 ord la 95°C. In continuare, probele se ricesc pe gheatd
timp de 5 min si se centrifugheaza timp del5 min. la 3000g. Concentratia dial-
dehidei malonice se masoara la 535 nm, iar calculul se efectueaza cu utilizarea
coeficientului extinctiei molare a complexului dialdehidei malonice calculat la
proteina sau % inhibitie fatd de proba martorului pozitiv.

Au fost utilizate metodele standardizate pentru cercetarile ficologice: deter-
minarea spectrofotometrica a biomasei algale; determinarea carotenoizilor [12].
Compusii coordinativi au fost sintetizati de colaboratorii laboratorului Compusi
coordinativi, IC, ASM, sef Laborator 1. Bulhac.

Rezultate si discutii

In studiu au fost luati 8 compusi coordinativi ai Fe(II) cu bazele Schiff (no-
tati in aceasta lucrare prin abreviaturile [Fel]; [Fe2];). Fierul este un metal strict
necesar culturilor de Porphyridium cruentum si Haematococcus pluvialis, fiind
demonstrat faptul, cd aceste metale pot asigura intensificarea anumitor procese
de inportanta biotehnologica, asa ca acumularea ficobiliproteinelor in biomasa de
porfiridium [12] ori a astaxantinei in cea de hematococ [10].

In acelasi timp bazele Schiff sunt cunoscute ca produse care induc apoptoza
celulara, si deci ca factori de toxicitate nalta, iata de ce a fost luata decizia de a
utiliza compusi, care au in componenta lor aceste elemente in scopul inducerii pe
de o parte a proceselor de acumulare a unor componente ale biomasei, iar pe de
alta — in scopul intensificarii reactiilor de protectie antioxidanta.

Pentru ambele microalge au fost aplicate aceleasi concentratii a compusilor
— 20 mg/l. Parametrii monitorizati in cadrul experientelor au fost cantitatea de
biomasa acumulata, activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa, stabili-
ta cu utilizarea testului ABTS, cantitatea de carotenoizi in biomasa, acumularea
produselor peroxidarii lipidelor (dialdehidei malonice — DAM) in celule. Rezul-
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tatele pentru acumularea de biomasa la porfiridium in mediu cu adaos de compusi
coordinativi ai fierului sunt prezentate in figura 1(A). Pentru toti compusii se
inregistreaza o scadere semnificativa a cantitatii de biomasa acumulata la finele
ciclului vital al microalgei cu 12-43% fata de varianta martor. Pentru hematococ,
din contra, atat la etapa de celule verzi mobile (fig.1(B)), cat si la cea de cisti
rosii (fig.1(C)) au fost inregistrati indici de productivitate care depasesc valorile
respective in probele martor cu 18-62%.
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Figura 1. Biomasa de Porphyridium cruentum
(A) si de Haematococcus pluvialis, celule verzi (B)
si cisti rosii (C), la cultivarea in prezenta
compusilor coordinativi ai Fe(III) cu bazele Schiff
(20 mg/l)
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Activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa microalgala a fost testata
cu aplicarea testului de reducere a radicalului cation ABTS. Rezultatele obtinute
pot fi vizute pe figura 2. In cazul microalgei P cruentum (fig.2A) activitatea
antiradicalica a extractelor etanolice din biomasa este mai mica, ca cea a extrac-
tului din biomasa standard. In cazul microalgei verzi Haematococcus pluvialis
activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa 1n cazul prezentei compusilor
fierului de asemenea scade, proces care este mai evident in cistii rosii (fig.2B)
decat in celulele verzi mobile (fig.2C). Trebuie sa mentionam, ca scaderea ac-
tivitafii antiradicalice a extractelor din biomasa este o tendinta generala, care se
dezvolta atat in conditii de crestere considerabila a cantitatii de biomasa, cat si in
conditii de diminuare vadita a productivitatii.
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Figura 2. Activitatea antiradicalici (% inhibitie
radical cation ABTS) a extractelor etanolice din
biomasa de  Porphyridium  cruentum  (A),
Haematococcus pluvialis, faza celulelor verzi mobile
(B) si cisti rosii (C) la cultivare in prezenta
compusilor Fe(I1I), 20 mg/l
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Statutul antioxidant al biomasei microalgale este determinat nu doar de (si
nu atat de) activitatea antiradicalica si antioxidanta ca componentelor celulare,
cat de echilibrul care se instaleaza intre radicalii liberi si produsele cu activi-
tate antioxidanta si antiradicalica. Cuantificarea radicalilor liberi este destul de
complicat de realizat din cauza duratei scurte de viatd a lor si complexitatea
metodelor care urmeazi a fi aplicate. In schimb, efectele nocive ale actiunii
radicalilor liberi si produsele formate sunt stabile, si pot fi determinate prin me-
tode destul de simple. Unul din efectele cele mai evidente ale actiunii speciilor
reactive ale oxigenului este procesul de peroxidare a lipidelor. Cuantificarea di-
aldehidei malonice este un test recunoscut de apreciere a gradului de deteriora-
re oxidativi a lipidelor. In experientele efectuate au fost determinate produsele
peroxidarii lipidice (dialdehida malonicd) si stabilita relatia intre cantitatea lor
si activitatea antiradicalica a extractelor din biomasa. Rezultatele sunt prezen-
tate in figura 3.

Pentru cultura de Porphyridium cruentum (fig.3A) a fost stabilit, ca coefi-
cientul de determinare intre activitatea antiradicalica si cantitatea de dialdehida
malonica este de 0,5298, dependenta fiind inversad. Pentru procesele biologice
o asemenea valoare este consideratd ca corelare moderata, iar in termeni de
explicare a proceselor ce au loc in celule putem afirma, ca o intensitate naltd a
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proceselor antiradicalice asigura protectia celulelor de procesul de peroxidare a
lipidelor. In cazul celulelor verzi mobile de Haematococccus pluvialis (fig.3B)
si a cistilor rosii (fig.3C) coeficientii de determinare intre cei doi parametri
sunt mult mai Tnalti: 0,9467 si 0,9175 respectiv. Acest rezultat de fapt poate fi
considerat previzibil, daca apelam la rezultatele cu referire la productivitatea
de biomasa a culturilor respective. La H. pluvialis suprimarea acumularii de
biomasa sub influenta compusilor fierului se observa doar in 2 cazuri si doar
in cistii rosii, deci si presiunea stresului oxidativ este mai mica, pe cand la P.
cruentum n toate variantele experimentale are loc scaderea biomasei.
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Dintre componentele cu efect antioxidant pronuntat ale biomasei de porfiri-
dium poate fi mentionat carotenul, iar in cazul culturii de hematococ, carotenul
in celulele verzi si astaxantina in cittii rosii, care de fapt, si determind protectia
antioxidanti a celulelor. In figura 4 este ilustratd corelarea intre activitatea antira-
dicalica si continutul de carotenoizi in biomasa microalgelor.
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In toate tipurile de biomasi studiate, corelarea intre activitatea antira-
dicalica a extractelor etanolice si continutul de carotenoizi in biomasa este
semnificativa. Putem afirma, cd in mare masurd protectia antioxidantd in ce-
lulele de porfiridium si hematococ supuse stresului oxidativ prin influen-
ta compusilor coordinativi, este asiguratd de carotenoizii prezenti in biomasa
(B-caroten in porfiridium si celulele verzi de hematococ si astaxantind in cistii
rosii de hematococ).

Astfel, modificarile ce se inregistreaza in biomasa microalgelor in conditii de
stres oxidativ sunt in corelare stransa cu procesele antioxidante ce au loc in ce-
lule. Pentru siguranta produselor ficologice este important de a evita acumularea
radicalilor liberi si a produselor peroxidarii lipidelor. Datoritd corelarii inverse
dintre activitatea antiradicalica a biomasei si procesele de peroxidare, putem se-
lecta ca optimale acele conditii tehnologice, care asigura un confort fiziologic si
un statut antioxidant favorabil pentru culturile de microalge. In cazul culturilor
de Haematococccus pluvialis si Porphyridium cruentum aceste conditii se aso-
ciaza si cu acumularea intensa a carotenoizilor, ceea ce este si foarte convenabil
din punct de vedere economic.
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