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Din solurile or. Cimislia, R. Moldova, a fost izolata o tulpind originald de cianobacterie Nostoc halophilum Hansg.
CNMN-CB-17 cu un continut biochimic valoros, ce asigura o cantitate mai sporita de glucide si proteine. Sunt prezentate
particularitatile morfologice si biochimice ale tulpinii. Analiza comparativa a componentei biochimice a trei specii autoh-
tone de cianobacterii din genul Nostoc izolate din ecosistemele R. Moldova a scos in evidentd prezenta unui continut inalt
de polizaharide.

Cuvinte-cheie: cianobacterie, izolare, componenta biochimicd, proteine, glucide.

STUDY OF THE BIOCHEMICAL COMPOSITION OF THE CYANOBACTERIUM

STRAIN NOSTOC HALOPHILUM HANSG. CNMN-CB-17

A strain of cyanobacteria — Nostoc halophilum Hansg. CNMN-CB-17, was obtained in pure culture from the soils of
Cimislia, Republic of Moldova. Its valuable biochemical content provides a higher amount of carbohydrates and proteins.
The morphological and biochemical characteristics of the strain are presented. The biochemical composition of said strain
was compared to 2 other cyanobacterial species belonging to the Nostoc genus isolated from Moldova ecosystems,
revealing the presence of a relatively high content of polysaccharides.

Keywords: cyanobacteria, morphological study, isolation, biochemical composition, polysaccharides.

Introducere

Cercetarile recente din domeniul biotehnologiei la nivel international si national demonstreaza interesul
sporit al savantilor fata de izolarea si studierea componentei biochimice a cianobacteriilor, care sunt surse de
substante biologic active cu aplicare larga si pot fi utilizate in domeniul agriculturii ca biofertilizanti, stimu-
latori de crestere a plantelor de culturd, ca antibiotici naturali etc. [1-3]. Astfel, in ultimii ani in R. Moldova au
fost izolate si brevetate un sir de cianobacterii cu un potential biochimic valoros (proteine, glucide, lipide,
pigmenti, vitamine, aminoacizi, fitohormoni etc.), care sunt in curs de investigatie si in proces de valorificare
[4,5]. Sunt elaborate procedee de obtinere a biomasei valoroase de cianobacterii cu un continut sporit de
substante biologic active si diverse metode de extragere a lor [6-8].

Dintre cianobacteriile autohtone izolate pot fi mentionate cele din genurile Anabaena, Cylindrospermum,
Anabaenopsis, Calothrix, Spirulina, care servesc in calitate de obiect de studiu important in solutionarea
problemelor ecologice, in special privind epurarea apelor, precum si in astfel de domenii ca: fitotehnia, zooteh-
nia, farmaceutica, cosmetologia etc. [9-11].

La nivel international, un interes deosebit prezinta speciile genului Nostoc datorita faptului ca sunt produ-
catori de antibiotice si substante cu efect anticancer: nostocina, criptoficina [12,13]. Pe langa acestea, in
componenta biochimica a speciilor din genul Nostoc (de exemplu, in cianobacteria Nostoc sphaeroides) a fost
inregistrata prezenta pigmentilor de natura proteica — ficobiliproteinele: ficocianind — 6,6mg/g BAU;
aloficocianina — 11,2 mg/g BAU, precum si ficoeritrina — 4,2 mg/g BAU [14]. O specie originala din genul
Nostoc, si anume — Nostoc linckia, care vegeteaza in solurile R. Moldova, de asemenea poate fi utilizata in
calitate de sursa de pigmenti, deoarece sintetizeaza 0,5-1,0% BAU ficocianina si 0,5-1,0% BAU aloficocianina [4].

Un interes sporit pentru biotehnologie prezinta capacitatea cianobacteriilor de a sintetiza cantitati sporite
de exopolizaharide care, in mod natural, au rol de protectie impotriva factorilor negativi ai mediului [15].
Polizaharidele cianobacteriene pot fi utilizate in diverse domenii: medicind, farmaceutica, cosmetologie —
pentru producerea cosmeticii bio, ceea ce este foarte important pentru dezvoltarea economiei tarii.

Avand in vedere ca in diversitatea biocenozelor algale si cianobacteriene din R. Moldova exista un numar
mare de specii valoroase nevalorificate pana in prezent, izolarea si evaluarea componentei biochimice a unor
tulpini de cianobacterii este foarte actuala.
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Scopul lucrarii este de a investiga particularitatile morfologice si componenta biochimica a cianobacteriei
izolate din solurile R. Moldova — Nostoc halofilum Hansg. — sursa de substante biologic active. Obiectivele
realizate rezida in: izolarea culturii; studierea particularitatilor morfologice; studiul particularitatilor bio-
chimice ale cianobacteriei si determinarea specificului componentei biochimice a tulpinii obtinute in compa-
ratie cu alte cianobacterii autohtone din genul Nostoc.

Material si metode

Materialul cercetarilor noastre prezinta tulpina de cianobacterie Nostoc halofilum Hansg. CNMN-CB-17
izolata de catre dr. A.Trofim din solurile R. Moldova, or. Cimislia, in anul 2017. Aceasta cianobacterie face
parte din colectia LCS ,,Ficobiotehnologie” si este inclusa in Colectia Nationald de Microorganisme Nepato-
gene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie. Tehnologia de izolare a tulpinii corespunde metodelor
moderne utilizate in microbiologie [16] si consta in obtinerea tulpinii pure prin recultivarea repetata in cesti
Petri pe mediul agarizat Drew cu urmatoarea componenta chimica: KoHPO4 — 0,2g/1; Mg SOsx7H20 — 0,2 g/l;
CaCl;x2H,0 — urme; FeCls — urme. Dupa obtinerea culturii pure de cianobacterie a fost efectuata cresterea
biomasei pe mediul lichid Drew in colbe Erlenmeyer in decurs de 12-20 zile, la iluminare permanenta de 1500-
2000 Ix si la temperatura de 25°C.

Componenta biochimica a tulpinii a fost determinata dupa metodele clasice [17], particularitatile morfolo-
gice au fost examinate la microscopul Krus inzestrat cu camera foto, iar apartenenta taxonomica a fost stabilita
dupa determinatorul descris de Gollerbah si in www.algaebase.org.

Rezultate si discutii

Studiul probelor de sol colectate din sudul R. Moldova, lunca raului Cogalnic, or. Cimislia, anul 2017, au
demonstrat dezvoltarea abundenta a cianobacteriilor din diferite genuri. De reguld, in biocenoza se dezvoltau
speciile genurilor Anabaena, Nostoc, Phormidium si Lyngbya, intre trihomii carora vegeteaza Hantzschia
amphioxys Ehr. si diverse specii ale genurilor Navicula si Nitzschia.

In rezultatul multiplelor recultiviri a fost izolatd in culturd purd o specie autohtona de cianobacterie Nostoc
halophilum, care, cum am stabilit, se dezvolta pe mediul de cultivare Drew. Potrivit literaturii de specialitate,
aceasta specie a fost depistaté in solurile sdrate ale Basarabiei inca din anii 1940, cand in descrierile sale dr.
lon Tarnavschi [18] a mentionat dezvoltarea speciei Nostoc halophilum pe teritoriul tirii noastre: totodata,
exista lucrari care demonstreaza prezenta speciei in lunca Dunarii si in solurile Romaniei. Dezvoltarea speciei
Nostoc halophilum a fost constatata si in ecosistemele din Cehia, cu toate ca in ultimii 50 de ani aceasta specie
nu a fost identificata [19]; astfel, obtinerea tulpinii date este o treapta foarte importanta in conservarea acesteia.
In baza internationald de date, care cuprinde informatia despre cianobacterii si alge, este indicat sinonimul
speciei Nostoc halophilum — Nostoc passerinianum var. halophilum (Hansgirg) Hansgirg [www.algaebase.org.].
Taxonomic, specia Nostoc halophilum se caracterizeaza prin faptul ca apartine Filumului Cyanobacteria, Clasa
Cyanophyceae, Subclasa Nostocophycidae, ordinul Nostocales, familia Nostocaceae si genul Nostoc.

Prin microscopierea periodica a culturii au fost stabilite etapele de dezvoltare a cianobacteriei Nostoc
halophilum (Fig.1 a)-¢)). Trihomii tineri aparuti din spor au cate un heterocist apical si celule vegetative, care,
de reguld, sunt dreptunghiulare. Peste 5-7 zile in trihomi apar heterocistele intercalare, care au rol in fixarea
azotului atmosferic, ceea ce permite culturii si se dezvolte pe medii culturale lipsite de azot. In perioada
exponentiald de crestere are loc dezvoltarea celulelor vegetative si cresterea trihomului in lungime. La a 18-a —
30-a zi, de regula, celulele vegetative se transforma in spori, care se desprind si sunt solitari in mediul de
cultivare. La a 30-a — 35-a zi de dezvoltare a fost observata marirea de peste 3 ori a sporilor si crearea in ei a
trihomilor tineri, care contin 3-4 celule vegetative si heterocist apical.

Particularitatile morfologice ale tulpinii constau in faptul ca trihomii sunt solitari drepti sau incovoiati, de
culoare cafenie sau castanie (Fig.1 a)-1), cu latimea medie de de 5,0 um. Trihomii sunt acoperiti de exopoliza-
haride, care au functia de protectie.

Celulele vegetative sunt de diferita forma: butoiase sau dreptunghiulare bine delimitate cu latimea maxima
de 5,0-7,5 um si cu lungimea de 5,0-15,0 um (Fig.1 a)-1,2, ¢)-3). Fiecare trihom contine mai multe heterociste
apicale sau intercalare (Fig.1 a)-3), sferice sau ovale, cu diametrul de aproximativ 3,0-5,0 um (Fig.1 b)-1,2).
Sporii sunt sferici, ovali sau elipsoidali-ovali, cu latimea de 5,0-7,5 um sau ajung pana la maximum 10,0 um
si cu lungimea de pana la 15,0 um (Fig.1 ¢)-1,2, €)-1).
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Fig.1. Microscopierea speciei Nostoc halophilum: a) Trihomii cu heterocista apicala: 1, 2 — celulele vegetale,
3 — heterocista apicald; b) Aspectul trihomilor cu heterociste alungite (1,2); ¢) Aspectul sporilor maturi (1);
d) 1- Sporii cu trihomi noi creati in interiorul lor;

e) Germinarea trihomului nou din spor: 1 — spor negerminat, 2 — spor care germineaza.

Tabelul 1
Particularitatile morfologice ale cianobacteriei Nostoc halophilum (um)
Celula Heterocista Sporul
Latimea Lungimea Latimea Lungimea Latimea Lungimea
5,0+0,2 12,5+0,1 5,0+0,1 5,0£0,1 7,5+0,1 10,0+0,1
7,5+0,1 15,040,3 5,240,2 5,2+40,1 7,5+0,1 15,0+0,2
5,0+0,3 10,040,1 5,0+0,1 5,0+0,1 7,5+0,2 10,0+0,1
7,5+0,1 15,0+0,4 5,0+0,1 5,0+0,1 7,5+0,1 10,0+0,1
7,5+0,1 12,540,1 5,0+0,1 5,0+0,1 10,0+0,1 15,0+0,3

p<0,05

De regula, in componenta biochimica a cianobacteriilor autohtone o pondere mai inaltd au glucidele, urmate
de proteine si lipide, cu exceptia cianobacteriei Spirulina platensis recunoscuta ca sursa bogata de proteine
(pana la 70% BAU) [4,5,9]. Este de mentionat ca cianobacteriile sunt surse de pigmenti, precum: clorofila,
ficocianina, ficoeritrina, mixoxantofila, carotenoizii, care au efect antiseptic, antiage, antioxidant si antiviral
[20-22].

Rezultatele studiului componentei biochimice a cianobacteriei Nostoc halophilum denota prezenta unor
cantitati sporite de glucide, urmate de proteine, iar din pigmenti predomina ficoeritrina (Fig.2), care are efect
anioxidant puternic.
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Componenta biochimica a cianobacteriei Nostoc halophilum:
Proteine 27,9-28,9%
Glucide 41,76%

Ficocianina 0,707%
Ficoeritrina 1,36%

Aloficocianina 0,42%

Clorofila 12,16 pg/ml

Carotenoizi 2,45 pg/mi
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Fig.2. Componenta biochimica a cianobacteriei Nostoc halophilum.

A prezentat interes compararea rezultatelor componentei biochimice a speciei Nostoc halophilum izolate
recent cu datele componentei biochimice ale altor doua cianobacterii autohtone din genul Nostoc — Nostoc
gelatinosum si  Nostoc linckia izolate anterior (Tab.2). Componenta biochimica a tulpinilor mentionate se
caracterizeaza prin ponderea mai inalta a glucidelor, urmate de proteine [4,9].

Tabelul 2
Componenta biochimica a cianobacteriilor obtinute in cultura pura
din ecosistemele R. Moldova

Denumirea speciilor Componenta biochimici a cianobacteriilor (% din BAU)

autohtone de cianobacterii proteine glucide lipide

din genul Nostoc

Nostoc halophilum 27,90-28,90% 41,76% 19,00%
Nostoc gelatinosum [9] 31,15% 44 54% 13,88%

Nostoc linckia [4] 15,00-25,00% 35,00-50,00% 2,00%

Analiza comparativa a componentei biochimice a trei specii autohtone de cianobacterii din genul Nostoc
izolate din ecosistemele R. Moldova a scos in evidenta prezenta unor cantitati mai sporite de glucide la Nostoc
linckia — 35,00-50,00%, urmat de Nostoc halophilum — 26,0-41,76% si Nostoc gelatinosum — 44,54%, iar
cantitatea proteinelor nu depaseste 31,15%.

Conform datelor din literatura, rezultatele componentei biochimice a biomasei de cianobacterii oscileaza
in stransa dependenta de conditiile de cultivare, variatia iluminarii si temperaturii, iar cresterea productivitatii
depinde de suplimentarea mediului cultural cu diverse substante stimulente [23]. Investigatiile ulterioare includ
elaborarea unor tehnologii efective de cultivare a tulpinii pentru implementare in cosmetologie si agricultura.

Pentru a evidentia prezenta exopolizaharidelor atasate de trihomi a fost utilizata reactia de colorare a lor
cu reagentul Alcian Blue (Fig.3).

Fig.3. Vizualizarea la microscop a exopolizaharidelor la cianobacteria Nostoc halophilum prin colorare cu Alcian Blue.
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Astfel, a fost demonstratd prezenta abundentd a exopolizaharidelor la cianobacteria Nostoc halophilum, a
caror valoare medie este de 217 mg/g. Prin urmare, valorificarea acestei specii poate fi directionata spre obti-
nerea substantelor biologic active, care ulterior pot fi utilizate in cosmetologie, zootehnie, fitotehnie si dezvol-
tarea agriculturii ecologice.

Din cele expuse reiese ca izolarea speciilor de cianobacterii autohtone si explorarea lor ca surse de substante
biologic active este o directie importanta atat pentru economie, cat si din perspectiva conservarii biodiversitatii
organismelor vii, deoarece unele specii de cianobacterii sunt incluse in Cartea Rosie a Republicii Moldova si
necesita protectie la nivel national si international.

Concluzii

e Din probele de sol colectate din sudul Republicii Moldova, lunca raului Cogélnic, or. Cimislia, a fost
obtinuta o tulpind de cianobacterie Nostoc halophilum Hansg. CNMN-CB-17. A fost efectuata caracte-
ristica morfologica cu descrierea etapelor de dezvoltare si studiate modificarile parametrilor morfologici ai
sporilor, celulelor vegetative si ai heterocistelor.

o A fost stabilitd componenta biochimica a tulpinii Nostoc halophilum Hansg caracterizata prin continut mai
sporit de glucide (41,76%) si proteine (27,9-28,9%), inclusiv ficoeritrine (1,36%), ficocianine (0,707%),
aloficocianine (0,42%), precum si alti pigmenti.

e Analiza comparativa a componentei biochimice a trei specii autohtone de cianobacterii din genul Nostoc
izolate din ecosistemele Republicii Moldova a scos in evidenta prezenta unor cantititi mai sporite de
glucide la Nostoc linckia — 35,00-50,00%, urmate de Nostoc halophilum — 26,0-30,15% si de Nostoc
gelatinosum — 44,54%, iar cantitatea proteinelor nu depaseste 31,15%.
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