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Rezumat
In articol sunt prezentate rezultatele cercetirilor asupra dinamicii modificarii activitatii
antioxidante a extractelor hidric, hidroetanolic de 50% si etanolic obtinute in baza
biomasei de Spirulina platensis, cultivata in conditii de laborator in regim de iluminare
continua si 12/12 ore zi/noapte. Capacitatea de inhibitie a radicalului cation ABTS a
extractelor hidric §i etanolic este semnificativ mai inaltd in cazul biomasei crescute in
conditii de iluminare continui. In extractele hidroetanolice de 50% aceeasi tendinti se
mentine doar pe durata fazei exponentiale de crestere. Cea mai performanta capacitate
antiradicalica fata ABTS ™" este caracteristica extractului etanolic obtinut din biomasa de
stirulina crescuta in conditii de iluminare continua (pana la 70,14% inhibitie).
Capacitatea antiradicalica fata de radicalul DPPH a extractelor hidroetanolic si etanolic
din biomasa de spirulina crescuta in regimuri diferite de iluminare este practic la acelasi
nivel, iar fluctuatiile observate pe parcurs sunt determinate de varsta culturii. In cazul
extractului hidric capacitatea de inhibitie a radicalului DPPH este de peste 6 ori mai inalta
in cazul cand pentru extragere este utilizatd biomasa crescutd in conditii de iluminare
continua fata de cea obtinuta la iluminare in regim fotoperiodic.
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Introducere

Biomasa microalgelor si cianobacteriilor prezinta o sursd valoroasd si deja
recunoscuta de substante cu efect antioxidant si antiradicalic. Astfel, biomasa acestor
obiecte biotehnologice contine enzime antioxidante, carotenoizi, pigmenti ficobilinici,
compusi fenolici s.a, care se caracterizeaza prin diferite proprietati si grad diferit de
activitate biologica [3, 5,7,9, 11, 13, 14]. Produsele obtinute din spirulind au demonstrat
capacitatea de a inhiba proliferarea celulelor canceroase, precum si de a modela sistemul
imun, efecte care au la baza proprietatile antioxidante ale spirulinei [1, 4].

Atat calitatea, cat si cantitatea compusilor antioxidanti Tn componenta biomasei
obiectelor ficologice poate varia in limite foarte mari in dependenta de varsta culturii,
starea ei fiziologicd, componenta mediului nutritiv si conditiile fizice, in care se
desfagoara procesul de cultivare. A fost demonstrat ca pe durata ciclului de dezvoltare
a culturilor statice de microalge si cianobacterii au loc fluctuatii semnificative ale
activitatii antioxidante sumare a biomasei si a diferitor tipuri de extracte din ea. Trecerea
culturii de la o faza de dezvoltare la alta este marcata prin salturi ale valorilor obtinute
in cadrul testelor antioxidante si antiradicalice aplicate, iar cunoasterea perioadelor
critice in componenta fluxurilor tehnologice faciliteaza monitorizarea calitatii si asigura
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obtinerea unui produs sigur pentru consumul uman [10, 15].

Influenta luminii asupra continutului de componente antioxidante este
evidenta, deoarece doua grupuri de substante antioxidante au functia primara de
pigmenti fotosintetici — carotenoizii si ficobilinele. Acumularea mai intensd a
carotenoizilor are loc in conditiile unei intensitati sporite a luminii [2], iar continutul
ficobilinelor este determinat atat de intensitatea, cat si de calitatea luminii aplicate
pentru iluminarea culturii [12].

Adaptarea la fotoperiodicitate prezintd un caracter evolutiv stabil pentru toate
speciile de organisme, capabile de a realiza fotosinteza. In acelasi timp, culturile
tehnologice de cianobacterii si microalge sunt adaptate pentru conditii intensive, care
includ iluminare continua.

Scopul acestui studiu a constat in stabilirea influentei regimului de iluminare
(continuu sau fotoperiodicitate 12/12 ore zi/noapte) asupra activitatii antioxidante a
extractelor din biomasa unei tulpini biotehnologice de spirulind - Spirulina platensis
CNMN-CB-1.

Materiale si metode

In calitate de obiect de studiu a fost utilizatd tulpina biotehnologica Spirulina
platensis CNMN-CB-11, depozitata in Colectia Nationala de Microorganisme
Nepatogene.

Cianobacteria a fost cultivata in conditii de laborator pe mediul nutritiv mineral
SP-1 cu pH-ul initial 8-9, in baloane Erlenmeyer cu volum de 1L in conditii de
iluminare continud si regim de fotoperiodicitate de 12/12 ore. Intensitatea luminii de
55 umol fotoni/m?/s. Cultura a fost agitata zilnic, timp de 2 ore pe un agitator universal
de laborator tip WU-4 cu viteza de 200 rotatii/min. Durata cultivarii a constituit 10
zile. Biomasa colectata a fost separatd de mediul de cultivare prin filtrare si supusa
demineralizarii.

In baza biomasei colectate au fost preparate extracte. Extragerea a fost efectuata in
raport m/v de 10mg biomasa/10ml solvent. In calitate de solvent au fost utilizate solutia
hidro-etanolica de 50%, etanolul de 96% si apa distilata. Durata procesului de extractie
a fost de 2 ore la temperatura camerei in conditii de agitare permanenta pe agitator
de laborator WU-4 cu viteza de 260 rotatii/min. Extractele obtinute au fost separate
de biomasi prin filtrare si pastrate la temperatura de 0°C. In extractele obtinute a fost
determinata activitatea antioxidanta prin aplicarea radicalilor non-biologici.

Determinarea activitatii antioxidante cu utilizarea radicalului ABTS [6].
Radicalul cation ABTS (ABTS'™) este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis
3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de potasiu. Se prepara solutia stoc
a reagentului ABTS de 7 mM 1n apa deionizata. Persulfatul de potasiu se adauga in
concentratia de 2,45 mM. Reagentii se amesteca in proportii de 1:1 pentru formarea
radicalului ABTS. Reactia decurge la intuneric, la temperatura camerei timp de cel
putin 12-16 ore. Solutia de lucru a ABTS se prepara din solutia stoc astfel, ca absorbanta
finala la 734 nm sa fie de 0,70 £ 0,02. Reactia de decolorare decurge la temperatura
camerei timp de 6 minute. Valoarea activitatii antioxidante se exprma in % inhibitie
radical.

Determinarea activitatii antioxidante cu utilizarea radicalului DPPH [8]. Radicalul
DPPH (1,1 difenil-2-picril hydrazil de culoare violetd), utilizat in calitate de substrat,
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este redus prin adifionare de atomi de hidrogen cu obtinerea de 1,1 difenil-2-picril
hidrazinei de culoare galbend. Concentratia radicalului DPPH in solutia de lucru,
precum si durata reactiei a fost adaptata biomasei de spirulina. Reactia de decolorare
decurge la temperatura camerei timp de 60 minute. Valoarea activitatii antioxidante se
exprima in % inhibitie a radicalului.

Rezultate si discutii

Cianobacteria Spirulina platensis a fost cultivata timp de 10 zile in conditii de
laborator in regim de iluminare continud si in regim de fotoperiodicitate de 12 ore.
Pentru a urmari modificarile in activitatea antioxidanta a biomasei de spirulina, au fost
efectuate testele antioxidante ABTS si DPPH pentru trei tipuri de extracte obtinute in
baza biomasei de spirulind, colectata zilnic pe durata cultivarii, la aceiasi ora. Valorile
testului ABTS determinate pentru extractele hidrice obtinute din biomasa crescuta in
regim de iluminare continud sunt superioare valorilor antioxidante determinate pentru
acelasi tip de extract din biomasa obtinutd in varianta experimentald cu iluminare
periodica (Figura 1).
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In conditii de iluminare continui se evidentiaza ziua a doua si a treia de cultivare
—1n cea de a doua are loc o scadere cu 22,5%, iar in cea de-a treia — o crestere cu
76,1% fata de ziua precedentd masurarii. In urmatoarele zile activitatea antiradicalica a
extractelor hidrice fasd de ABTS ™ revine la valorile caracteristice culturii de spirulina
(28-40% inhibitie). Variatia initiala ale valorilor antioxidante pentru extractele hidrice
obtinute din biomasa de spirulind cultivata in regim de iluminare periodica, de asemenea,
dureaza 3 zile, cu reducerea continui a valorilor determinata si pentru ziua a 3-a. In
urmatoarele 7 zile activitatea antioxidanta a extractelor oscileaza in limita valorilor
13,47-20,76. Astfel, pentru cultura de spirulind, ca si pentru alte culturi ficologice de
importanta biotehnologica [10,15], principalele modificari in activitatea antioxidanta
au loc la etapa de adaptare a culturii (faza lag si de initiere a cresterii).

Testul DPPH a permis de a stabili o diferentd si mai profunda intre capacitatea
antiradicalica a extractelor hidrice din biomasa de spirulind obtinutd la iluminare
continua si In conditii de fotoperiodicitate. Astfel, conditiile de iluminare periodica
au dus la o diminuare de pana la 6,3 ori a capacitatii de inhibitie a DPPH" (Figura 2).
Diferenta dintre valorile foarte mari ale testului DPPH pentru extractele din biomasa
de spirulina cultivata in regim de iluminare continud si valorile foarte mici ale testului
pentru extractele In baza biomasei obtinuta in regim de iluminare periodica se pastreaza
in primele 4 zile, dupa care are loc o apropiere a valorilor estimate. La iluminarea
continua activitatea de inhibitie a DPPH se mentine la nivel constant inalt timp de 4
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zile, deci practic pe durata primelor faze de dezvoltare (lag, initierea cresterii i partial —
faza de creste exponentiald), pe cand in conditii de iluminare periodica doar primele 24
de ore se caracterizeaza prin valoare ridicata a activitatii fatd de radicalul nonbiologic.

Incepand cu cea de-a sasea zi de cultivare, care corespunde finelui fazei exponentiale
de crestere valorile testului DPPH in probele experimentale obtinute in regim de
iluminare continua sunt mai mici comparativ cu valorile probelor obtinute in conditii
de iluminare periodica.

Un tablou similar al decalajului de valori antioxidante se observa si pentru valorile
testului ABTS a extractelor hidro-etanolice de 50% obtinute din biomasa de spirulina
din ambele serii experimentale (Figura 3).
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Decalajul valorilor antioxidante a fost determinat in intervalul dintre a doua si a
saptea zi de cultivare a spirulinei. Pentru cultura cu iluminare continud in acest interval
de timp se mentine o activitate a extractului hidroetanolic de 21,93 — 24,35% inhibitie
ABTS™ , ceea ce este practic de 2 ori mai mult decat activitatea dupa 24 ore de la
inoculare, care este foarte apropiatd pentru biomasa obfinutd in conditiile ambelor
regimuri de iluminare. Activitatea extractelor hidroetanolice de 50% fata de radicalul
cation ABTS, obtinute din biomasa crescuta in conditii de fotoperiodicitate in intervalul
de timp respectiv scade de la 20,3% la 6,5% inhibitie. La etapa de Incetinire a cresterii
si cea stationara valorile testului ABTS pentru extractele hidroetanolice din biomasa
ambelor serii experimentale sunt foarte apropiate.

Testul DPPH pentru extractele hidro-etanolice de 50% inregistreaza diferente
neinsemnate intre experiente (Figura 4).

Prime trei zile de cultivare sunt de stabilizare a activitatii antioxidante, valorile
testului DPPH devenind identice la ziua a 3-a. In urmitoarele doua zile are loc
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sporirea activitatii antioxidante cu 58% in probele obtinute din biomasa cultivata in
regim de iluminare continud si cu 84% in probele obtinute din biomasa cultivata in
regim de fotoperiodism.
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In extractele hidro-etanolice de 50%, obtinute din biomasa crescutd in regim
de iluminare continud activitatea antioxidantd sporitd se mentine i in ziua a 6-a cu
reducerea ulterioara cu 23% spre ziua a 7-a. In extractele hidro-etanolice de 50%,
obtinute din biomasa crescuta in regim de iluminare periodica activitatea antioxidanta
scade deja in ziua a 6-a si reducerea este una semnificativa - cu 32%. In urmitoarele
zile are loc mentinerea valorilor antioxidante la nivelul zilei a 6-a. Valori similare ale
testului antioxidant DPPH celor determinate in ziua a 6-a se mentin si pentru extractele
obtinute n baza biomasei rezultate din cultivarea in regim de iluminare continua.

Aceleasi teste au fost realizate si pentru extractele etanolice. In etanol de 96% se
extrag componente antioxidante liposolubile, iar acest tip de extract are cel mai nalt
nivel de activitate printre celelalte studiate si analizate in prezentul studiu. Valorile
testului antioxidant ABTS 1n extractele etanolice obtinute din biomasa de spirulina
crescutd in condifii de iluminare continud in primele cinci zile de cultivare sunt
de 1,7-2,4 ori mai mari decat in variantele respective a experientei cu aplicarea
fotoperiodicitatii (Figura 5). Cea mai mica diferentd intre rezultatele celor doua
experiente se observa pentru intervalul 6-8 zile de cultivare.
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Oscilatiile valorilor testului ABTS in primele trei zile de cultivare a spirulinei includ
un spor al activitatii antioxidante in ziua a 2-a si o reducere la ziua a 3-a. Cresterea
activitatii antioxidante este cu 34% pentru extractele etanolice din biomasa obtinuta in
regim de iluminare continua si cu 21% pentru extractele etanolice din biomasa obtinuta
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in regim de iluminare periodica.

Reducerea activitatii antioxidante este cu 14% pentru ambele serii experimentale.
In urmitoarele doua zile (a patra si a cincea) are loc cresterea valorilor antioxidante cu
17% pentru extractele etanolice de 96% in baza biomasei obtinute in regim de iluminare
continud si cu 56% pentru extractele etanolice din biomasa obtinuta in regim de iluminare
periodica. Spre ziua a 5-a valoarea testului antioxidant pentru extractul etanolic de 96%
din biomasa obtinuta in regim de iluminare continud este de 70,14% inhibitie ABTS™
si 41,4% inhibitie ABTS"* pentru extractul etanolic din biomasa obtinutd in regim de
iluminare periodicd. La ziua a 7-a activitatea antioxidantd a extractelor etanolice in
baza biomasei de spirulind obtinutd din prima serie experimentald este de 43,29%,
dupa care valorile testului ABTS revin la valorile determinate in prima zi de cultivare
cu mentinerea lor pana la finele perioadei experimentale. Valorile testului ABTS ale
extractelor etanolice din spirulina crescuta in conditii de fotoperiodicitate, stabilizate
in ziua a 5-a se mentin In urmatoarele trei zile,dupa care are loc reducerea activitatii
antioxidante pana la valoarea de 30,7% inhibitie.

Testul DPPH pentru extractele 96% etanol a aratat oscilatii asemanatoare ale
valorilor pentru ambele cazuri experimentale indiferent de regimul de iluminare aplicat
(Figura 6). Pe perioada primelor 3 zile valorile testului DPPH au o tendinta de scadere
moderatd (mai pronuntatd la cultura crescuta in conditii de fotoperiodicitate), iar in
urmatoarea zi are loc o reducere brusca a nivelului de activitate fata de radicalul DPPH
de 3,2 — 3,8 ori fata de valorile respective in zilele precedente, reducandu-se de 4 ori la
a4-azi, pentru a se mentine la un nivel redus pe intreaga perioada de cultivare. Cu toate
ca in zilele urmatoare % inhibitie DPPH creste, valorile testului DPPH sunt foarte mici
comparativ cu cele determinate in primele zile ale perioadei de cultivare a spirulinei.
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In concluzie putem afirma, ci regimul de iluminare modifici esential dinamica
modificarii capacitatii antioxidante a extractelor din biomasa de spirulini. In cazul
extractului hidric si celui etanolic capacitatea de inhibitie a radicalului cation ABTS
este semnificativ mai nalta in cazul biomasei crescute in conditii de iluminare continua.
In extractele hidroetanolice de 50% aceeasi tendintd se mentine doar pe durata zilelor
3-6 de cultivare care corespund fazei exponentiale de crestere. Cea mai performanta
capacitate antioxidanta fatd de ABTS " este caracteristica extractului etanolic obtinut
din biomasa de stirulina crescuta in conditii de iluminare continua, aflata in faza cresterii
exponentiale (pana la 70,14% inhibitie).

Capacitatea antiradicalica fatd de radicalul DPPH a extractelor hidroetanolic si
etanolic din biomasa de spirulina crescuta in regimuri diferite de iluminare este practic
la acelasi nivel, iar fluctuatiile observate pe parcurs sunt determinate de varsta culturii, si
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nu de durata iluminarii. In cazul extractului hidric capacitatea de inhibitie a radicalului
DPPH este de peste 6 ori mai inaltd in cazul cand pentru extragere este utilizata
biomasa crescutd in conditii de iluminare continua fata de cea obtinutd la iluminare
in regim fotoperiodic.

Astfel, pentru a obtine biomasa de spirulind cu un nivel inalt al activitatii
antioxidante, si deci cu continut inalt de componente antiradicalice, care actioneaza
in baza mecanismului donor de electroni (cu valori mari ale testului ABTS) regimul
preferabil de cultivare include iluminarea continud. In acest caz in calitate de produs
activ pot fi considerate toate 3 tipuri de extracte studiate. Pentru a obtine produse cu
activitate antiradicalica n baza mecanismului donor de protoni (cu valori Inalte ale
testului DPPH) biomasa de spirulind urmeaza a fi cultivatd in regim de iluminare
continua, colectata la inceputul fazei de crestere exponentiald, iar in calitate de produs
activ va fi considerat extractul hidric.
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