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Rezumat
In articol sunt prezentate rezultatele cercetirilor modelelor de determinare a stresului
oxidativ In biomasa spirulinei in conditii de stres pe durata ciclului de cultivare. Stresul
a fost indus prin modificarea regimului de iluminare: de la cel continuu la regimul cu
fotoperiodicitatea 4ore lumina /20ore Intuneric §i a temperaturii de cultivare de la valori
mari de 40°C la valori mici de 20°C. In scopul aprecierii intensitatii stresului oxidativ
se utilizeaza testul cu determinarea produselor degradarii acidului tiobarbituric. Dar nu
in toate cazurile un singur test poate fi relevant. Pentru a demonstra instalarea stresului
pe durata ciclului de cultivare a spirulinei a fost monitorizat procesul de acumulare a
proteinei in biomasa si concentratia malondialdehidei.
Pentru determinarea stresului oxidativ instalat in biomasa spirulinei pe durata ciclului
de cultivare, testul de determinare a concentratiei malondialdehidei nu este suficient.
Valorile testului TBARS devin relevante prin determinarea raportului de corelare cu
valorile continutului de proteind in biomasa.
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Introducere

Explorarea comerciala a cianobacteriilor genului Arthrospira (Spirulina) are la
baza valoarea nutritivd, compozitia si siguranta chimica a biomasei care au facut din
ea unul dintre cele mai importante obiecte ficologice industriale [2, 5]. Tehnologiile
aplicate in cultivarea acestei cianobacterii alcalinofile se bazeaza pe cunoasterea
proceselor de crestere si dezvoltare. In conditii naturale de crestere spirulina
prezintd unele cerinte fatd de parametrii fizici de cultivare. Plasticitatea metabolica a
spirulinei faciliteaza raspunsul la stimulatorii din mediul nutritiv si este bine utilizata
in mentinerea unei produceri sporite de biomasa in sisteme intensive de cultivare in
aer liber [1, 8]. Cu toate acestea exista unele limite biologice care duc la instalarea
stresului oxidativ in biomasa pe durata cultivarii spirulinei chiar si in conditii
tehnologice determinate [6, 10].

In rezultatul proceselor biosintetice are loc producerea de radicali liberi, iar
echilibrul dintre producerea si anihilarea radicalilor este factorul care asigura rezultatul
final prognozat. Nu tot timpul acumularea biomasei si a componentelor constitutive
si functionale sunt indicatori siguri ai statutului oxidativ al culturii [3, 9]. Pentru a
determina instalarea stresului oxidativ in celulele microalgale se utilizeaza testul de
determinare a concentratiei malondialdehidei care este produsul peroxidarii lipidelor
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(TBARS) [9]. Asa cum lipidele din componenta celulei in majoritate sunt componente
ale membranelor, afectarea lor este dovada acumularii radicalilor in biomasa. Cu toate
acestea apare intrebarea dacad poate fi un singur test dovada predominarii proceselor
oxidative 1n celula.

Scopul cercetarilor constd in determinarearelevantei testului TBARS in determinarea
stresului oxidativ la Arthrospira platensis pe durata ciclului de cultivare.

Materiale si metode

Tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis (Spirulina platensis CNMN-CB-
11) a fost cultivata pe mediul nutritiv mineral SP-1 [8]. Cultivarea a fost efectuata
in baloane Erlenmeyer de 500 ml, cu volum de lucru de 300 ml. Durata ciclului de
cultivare — 10 zile.

Pentru experienta cu inducere a stresului de iluminare cultura de spirulind a fost
cultivata in conditii de iluminare continua la 3000-4000 1x la temperatura de 28-30°C.
Stresul de iluminare a fost indus prin modificarea regimului de iluminare continua pe
durata cultivarii. In ziua a 3-a a ciclului de cultivare a fost redusi perioada luminoasi
la 4 ore din 24 ore. Acest regim a fost respectat pand in ziua a 7-a de cultivare, cand a
fost restabilit regimul de iluminare continuu, care a fost mentinut pana in ziua a 10-a a
ciclului experimental.

Pentru experienta cu inducere a stresului termic, cultura de spirulina a fost cultivata
in conditii de serd in regim de iluminare continua la 3000-4000 Ix si temperatura mediului
de 38-40°C. Stresul termic a fost indus prin modificarea temperaturii de cultivare. in
ziua a 3-a a ciclului de cultivare cultura de spirulina a fost expusa temperaturii de 20-
22°C. Acest regim a fost respectat pana in ziua a 7-a de cultivare, cand a fost restabilita
temperatura initiala care a fost mentinutd pana in ziua a 10-a a ciclului experimental.

Prelevareade probe a fostefectuatd zilnic cuintervalul de 24 ore. Biomasade spirulina
a fost separatd de mediul de cultura prin filtrare, a fost standardizata la concentratia
de 10mg/ml si supusa procedurii repetate de congelare/decongelare. Continutul de
proteine in biomasa a fost determinat spectrofotometric in baza produselor degradarii
bazice a proteinelor cu utilizarea reagentului Folin-Ciocalteu [ 7]. Gradul de peroxidare
a lipidelor a fost determinat in baza malondialdehidei (testul TBARS, ThioBarbituric
Acid Reactive Substances) [4]. Valoarea malondialdehidei a fost exprimatd in nM/g
biomasa cu utilizarea coeficientului molar.

Rezultate si discutii

Una din conditiile de cultivare a tulpinii de spirulinad in laborator in scopuri de
mentinere sau experimentale este regimul de iluminare continua. in conditii de reducere
a perioadei de iluminare la doar 4 ore din 24 ore, in mod evident a suferit activitatea
biosintetica a spirulinei.

Spirulina cultivatd in regim de iluminare continud acumuleazd proteina treptat
atingand continutul maximal de 58% biomasa in ziua a 6-a de crestere. In urmatoarele
zile s-a constatat o scadere neinsemnata a continutului de proteina de la 58% la 52% la
ziua a 8-a a ciclului, valoare ce se mentine pana in ziua a 10-a de cultivare (Figura 1).

Prima zi de crestere in conditii de stres de iluminare coincide cu ziua a 3-a a ciclului
de cultivare a spirulinei. Daca in conditii optimale, in ziua a 3-a de cultivare, cultura de
spirulina a marcat un salt in acumularea proteinei in biomasa, in conditii de reducere a
perioadei de iluminare, continutul de proteina in biomasa de spirulina a ramas la nivelul
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primelor doua zile de cultivare. Continutul scazut de proteina in biomasa spirulinei nu
se modifica pe durata cultivarii in regim de iluminare redusa si se mentine la valorile de
50%. In ziua a 7-a de cultivare, in varianta experimentald de inducere a stresului, a fost
restabilit regimul de iluminare continud care a fost mentinut pana la sfarsitul cultivarii
spirulinei. Revenirea la regimul de iluminare continud a culturii supuse stresului
de iluminare nu a fost un factor de restabilire a procesului de sinteza a proteinelor.
Continutul lor a ramas la nivelul de 50-52%9% ca si 1n cazul probelor experimentale
obtinute din biomasa variantei de control spre sfarsitul perioadei ciclului de cultivare.
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Figura 1. Modificarea continutului de proteine in biomasa spirulinei pe durata
cultivarii in regim de iluminare continua si in conditii de stres de iluminare.

Astfel, a fost stabilit ca modificarea conditiilor de iluminare pe durata ciclului de
cultivare a afectat sinteza proteinelor prin reducerea nivelului lor in biomasa pe durata
cresterii exponentiale, care este cea mai relevanta din punct de vedere tehnologic.

Malondialdehida (MDA) este un marcher recunoscut pentru evaluarea stresului
oxidativ, concentratia sa fiind un indicator al gradului de peroxidare a lipidelor, proces
care depinde de nivelul radicalilor liberi. in conditiile stresului de iluminare, reducerea
fotosintezei, care a afectat deja procesele biosintetice, in mod sigur induce acumularea
de MDA 1n membrane (Figura 2).
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Figura 2. Modificarea valorilor MDA in biomasa spirulinei pe durata cultivarii in
regim de iluminare continua si in conditii de stres de iluminare.

In conditii optimale de cultivare, valorile testului TBARS in primele 6 zile ale
ciclului de cultivare nu prezinta oscilatii majore (Figura 2). In ziua a 7-a a fost inregistrata
o crestere a valorilor testului TBARS pana la 3,59 nM/g, ceea ce este cu 19% mai mult
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comparativ cu valoarea medie determinata in primele 6 zile de crestere. In urmatoarele
trei zile de cultivare, continutul malondialdehidei revine la valorile de 3,0 nM/g.

In conditiile regimului de iluminare redus are loc sporirea concentratiei
malondialgehidei determinate, ceea ce coincide cu reducerea continutului de proteine
in biomasa spirulinei. In probele experimentale, in a 2-a zi de stres (ziua a 4-a a
ciclului de cultivare), concentratia MDA a crescut cu 12% comparativ cu valorile
testului TBARS pentru spirulina crescutd in conditii optimale de iluminare si este de
3,78 nM/g. In ziua a 3-a de stres, valoarea testului TBARS este deja cu 24% mai mare
decat concentratia MDA determinatd pentru spirulina crescutd in conditii standard.
In ziua a 4-a de stres indus care corespunde cu ziua a 6-a a ciclului de cultivare,
concentratia MDA in biomasa rdmane crescutd. Restabilirea, la ziua a 7-a a ciclului de
cultivare, a regimului de iluminare pentru cultura de spirulind supusa stresului indus
este marcatd prin reducerea cu 43% a valorilor testului TBARS pentru biomasa de
spirulina, comparativ cu ziua precedenta si cu 55% comparativ cu valorile determinate
pentru spirulina cultivata in regim de iluminare continua. Valoarea concentratiei MDA,
stabilite pentru spirulina cultivata in conditii de restabilire a regimului de iluminare,
raman a fi reduse pe durata urmatoarelor zilele 7 — 10 a ciclului de cultivare. Putem
presupune ca restartarea activitatii biosintetice in biomasa de spirulina prin restabilirea
regimului de iluminare este orientatd in primul rand spre restabilirea membranelor.

In conditii de stres de iluminare indus pe durata ciclului de cultivare a spirulinei s-a
determinat cresterea valorilor concentratiei MDA in biomasa din primele ore de stres si
reducerea lor in conditiile de restabilire a regimului de iluminare.

Prin urmare, instalarea stresului oxidativ in celulele de spirulina a fost demonstrata
prin testul de determinare a MDA.

In rezultatul cercetirii, a fost stabilit ca stresul indus prin modificarea conditiilor de
iluminare pe durata unui ciclu de cultivare a spirulinei a afectat sinteza proteinelor si
integritatea membranelor celulare. Pe de o parte exista incetinirea proceselor biosintetice
in celula, iar pe de altad parte - acumularea radicalilor liberi care au indus peroxidarea
lipidelor membranare. Existenta unei dependente dintre reducerea sintezei proteinelor
si oxidarea lipidelor membranare ar fi o dovada de instalare a unui stres oxidativ celular
indus de conditiile de cultivare.

Corelarea dintre continutul proteinelor i concentratia malondialdehidei determinate
in biomasa spirulinei crescute in conditiile stresului de iluminare indus este inversa,
coeficientul de corelare fiind considerat inalt r= 0,81. Coeficientul de determinare
demonstreaza ca in 66% din cazuri, reducerea sintezei proteinelor in biomasa spirulinei,
supusa stresului de iluminare pe durata perioadei de cultivare, este insotitd de valori
crescute ale testului malondialdehidei (Figura 3A).

Prin urmare putem considera cé in conditiile de impunere a regimului de iluminare
redusa pe durata cultivarii spirulinei in celula cianobacteriei se instaleaza stresul oxidativ
care se manifesta prin reducerea sintezei proteinelor si cresterea valorilor concentratiei
MDA. Aceasta afirmatie este sustinutd de lipsa corelarii dintre continutul proteinelor
si valorile testului TBARS, determinate pentru biomasa spirulinei crescute in conditii
optimale de iluminare (Figura 3B).

Un alt tip de stres indus de modificarea conditiilor de cultivare este schimbarea
temperaturii de cultivare. Au fost montate experientele de inducere a stresului prin
reducerea temperaturii de cultivare a spirulinei pe perioada unui ciclu de cultivare.
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Pe durata experimentald, temperaturile considerate optimale procesului de cultivare
au fost de 38-40°C. Regimul termic de 20°C grade este favorabil cresterii culturii de
spirulind, dar afecteaza procesele biosintetice.
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Figura 3. Corelarea dintre continutul de proteine (%, biomasi) si concentratia
MDA (nM/g) in biomasa de spirulina. A - cultivata in conditii de stres de iluminare si B
-conditii standard de iluminare pe durata ciclului de cultivare.

In regim de temperaturd de 38-40°C spirulina acumuleaza proteine in cantitati
sporite, dar procesul de biosinteza a lor, de asemenea, este unul treptat cu maximumul
de 67% biomasa, determinat in ziua a 6-a a ciclului de cultivare (Figura 4).
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Figura 4. Modificarea continutului de proteine in biomasa spirulinei pe durata
cultivarii in conditii termice optimale si in conditii de stres termic indus.

Primul salt cu 17% al continutului de proteine a fost stabilit in ziua a 4-a de cultivare.
Continutul sporit de proteine, instalat In ziua a 6-a a ciclului de cultivare, se mentine
pana la sfarsitul ciclului de cultivare, in ziua a 10-a fiind de 68% biomasa.

Reducerea temperaturii de cultivare cu 18-20°C induce modificari in procesele
biosintetice in biomasa de spirulind. Astfel, in a 2-a zi de stres termic (ziua a 4-a
de cultivare) continutul de proteine in biomasa este de 51%, fiind cu 17% mai mic
comparativ cu varianta experimentala control. Cantitatea proteinei in biomasa spirulinei
in ziua a ziua a 3-a de stres indus (5-a de cultivare) a atins valorile probelor control si este
de 60% biomasa. In continuare se determini o retinere nesemnificativa a procesului de
acumulare a proteinei in biomasi in conditii de stres. in ziua a 7-a de cultivare cultura
de spirulina revine la regimul termic initial considerat optimal. Continutul de proteine
ramane la nivelul de 60% biomasa, fiind cu 8-15% mai mic comparativ cu varianta
control. Reabilitarea conditiilor termice de cultivare a culturii de spirulind decurge fara
modificarea continutului de proteine in biomasa.
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Prin urmare cultura de spirulina crescuta in conditii de stres termic indus produce
proteine, spre sfarsitul perioadei de cultivare, In concentratii similare variantelor
experimentale obtinute in conditii termice considerate optimale de cultivare.

In varianta experimentala control, in conditiile unei activititi biosintetice sporite,
determinate de temperatura ridicata de cultivare, valorile testului TBARS, in primele 4
zile ale ciclului de cultivare sunt sporite si oscileaza intre 2,56-4,81 nM/g (Figura 5).
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Figura 5. Modificarea valorilor MDA in biomasa spirulinei pe durata cultivarii in

regim termic optimal si in conditii de stres termic.

In ziua a 5-a de cultivare, concentratia malondialdehidei se reduce la valorile
determinate in prima zi de cultivare de 2,56 nM/g iar valorile reduse ale testului
TBARS se mentin pana la sfarsitul ciclului de cultivare. Prin urmare, in varianta
experimentald cu aplicarea temperaturilor sporite de cultivare care sunt considerate
optimale, acumularea de proteine in biomasa spirulinei coincide cu maximumul de
peroxidare a lipidelor. In faza stationara, cand cultura de spirulind mentine valorile
crescute ale proteinelor in biomasa, activitatea de peroxidare a lipidelor este minima.

In conditiile temperaturii reduse, concentratia MDA in biomasa spirulinei creste
nesemnificativ, in ziua a 3-a a ciclului de cultivare care corespunde primei zile a
perioadei de stres pana la 4,17 nM/g. Daca in cazul conditiilor optimale stabilizarea
valorilor testului MDA a inceput cu ziua a 5-a de cultivare, in biomasa spirulinei
cultivata in conditii de stres termic indus procesul de oxidare a lipidelor in aceasta
zi este practic maximal, iar reducerea nivelului de peroxidare are loc incepand cu
ziua a 6-a de cultivare.

In prima zi de cultivare cu regimul termic restabilit, valoarea MDA este minimala
de 1,67 nM/g. Perioada de recuperare a culturii de spirulina in conditii de stres oxidativ
indus de temperatura de cultivare este marcata prin valori reduse ale testului MDA.

Pe durata stresului indus in anumite perioade ale ciclului vital au fost stabilite
urmatoarele combinatii ale parametrilor monitorizati: 1) biomasa cu continut proteic
sporit si valori reduse ale testului TBARS si 2) biomasa cu continut proteic redus si
concentratia MDA crescutd. Analiza corelationala pentru acesti doi indicatori in conditii
optimale si in cele de stres indus este prezentata in Figura 6A si 6B.

Pentru ambele variante experimentale corelarea dintre continutul sporit sau redus
de proteine cu concentratiile de MDA este determinata ca fiind negativa si slaba (1=0,47
si 0,42 respectiv). Cu toate cd existd un raport de corelare dintre sinteza proteinei si
acumularea malondialdehidei si aceasta corelare este una inversa, valoarea coeficientului
de corelare, care este considerata a fi rezonabila in cazul experientei cu modificarea
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regimului termic de cultivare, nu demonstreaza instalarea unui stres oxidativ dependent
de conditiile temperaturii de cultivare in biomasa spirulinei. Inducerea unui stres termic
prin reducerea temperaturii de cultivare pe durata ciclului de cultivare nu afecteaza
orientarea spre acumulare a proceselor biosintetice in biomasa spirulinei.
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Figura 6. Corelarea dintre continutul de proteine (%, biomasa) si concentratia MDA
(nM/g) in biomasa de spirulina (A - cultivata in conditii de stres termic si B - conditii
termice optimale pe durata ciclului de cultivare).

Pentru a stabili instalarea stresului oxidativ pe durata cultivarii spirulinei testul
de determinare a concentratiei malondialdehidei nu a fost suficient. Valorile testului
TBARS devin relevante prin determinarea raportului de corelare cu valorile continutului
de proteine in biomasa.

Prin urmare, valorile testului TBARS depind de conditiile de cultivare a spirulinei,
iar relevanta lor trebuie confirmata prin utilizarea si altor indicatori.
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