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SDS-electrophoresis of polypeptide chains of total protein fraction obtained from Spirulina cultivated in the pre-
sence of Cr(IIl) coordination compounds have been carried out. New bands with apparent molecular mass 60, 4 kDa
and 66, 7 kDa have been detected in the presence of Cr(III) coordination compounds.

Introducere

In prezent, cercetirile axate asupra studiului interactiunii cianobacteriilor cu cromul se desfasoard sub
doui aspecte. In unele este studiati posibilitatea utilizarii cianobacteriilor (ex. Oscillatoria sp., Nostoc sp.,
Synechococcus sp., Spirulina sp. etc.) in calitate de sorbenti naturali ce neutralizeaza si micgoreaza titrul
ionilor toxici de Cr(VI) in ape si soluri [1]. In altele este studiati capacitatea cianobacteriilor (in special a
celor din genul Spirulina) de a acumula acest bioelement in procesul de cultivare si de a-l bioconverti prin
incorporarea lui in diverse fractii de principii bioactive ale biomasei, valorificate in calitate de sursd noncon-
ventionala de nutraceutice si remedii medicamentoase cromocomponente [2]. In procesele de stocare a cro-
mului un rol important revine liganzilor biologici, printre care pot fi evidentiati aminoacizii, peptidele si pro-
teinele cu rol de agenti intracelulari de chelatare si de coordinare a ionilor de Cr** [3].

Prezinta interes cercetarile consacrate evaludrii si stabilirii unor schimbari calitative si cantitative ale
proteinelor in biomasa de spirulind, obtinutd la cultivare in prezenta unor concentratii inalte ale cromului.
Acestea sunt importante in vederea furnizarii de noi date asupra sintezei unor componente proteice noi, ca
reactie de raspuns la stresul provocat de actiunea cromului in concentratii excesive.

Astfel, scopul prezentului studiu rezidd in evaluarea modificdrilor survenite in componenta calitativa a
proteineilor sumare la tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 cultivata 1n prezenta unor com-
pusi coordinativi ai Cr(III).

Material si metode

Obiectul cercetarilor expuse a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 (CYANOPHYTA),
depozitata in Colectia Nationald de Microorganisme de pe langd Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
al Academiei de Stiinte a Moldovei.

Biomasa de spirulind a fost obtinutd conform unor procedee care au inclus inocularea cianobacteriei pe
mediul nutritiv SP-1, cultivarea ei in retorte Erlenmeyer a cate 250 ml cu 100 ml suspensie timp de 6 zile,
suplimentarea la a 3-a zi cu unul din compusii coordinativi ai Cr(III) — K,[Cr(NTA)(C,04)(H,0)]*2H,0, in
care NTA — acidul nitrilotriacetic (varianta experimentala I) sau [K,Cry(SO4)4]*12H,0 (varianta experimen-
tala II) in concentratie de 30 mg/1. Pe durata cultivarii a fost respectatd temperatura de 30-32°C si iluminarea
in limitele a 2000-3000 Ix.

Extragerea proteinelor a fost realizatd conform metodei descrise in [4]. Determinarea calitativa a protei-
nelor prin SDS-PAGE a fost realizata in sistemul de tampoane Laemmli, in placi verticale de poliacrilamida
de 15% cu grosimea de 1 mm, in conditii denaturante cu SDS. Operatiile postelectroforetice au fost efectuate
conform metodei standard [5]. Masele moleculare relative ale fractiilor polipeptidice separate au fost deter-
minate in functie de indicii mobilitdtii electroforetice, folosind curba de etalonare a proteinelor standard.
Pentru a nu admite pierderile fractiilor cu masa moleculara mai mica de 10kD la extractul de proteine sumare
a fost adaugat un volum de tampon pentru proteind cu o concentratie de 2 ori mai mare decit cea recomandata
in protocolul standard.
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Rezultate si discutii

Mecanismele de reglare a sintezei proteinelor sunt determinate de diversi factori, inclusiv de adaptabilita-
tea inaltd a cianobacteriilor la modificarile componentei chimice a mediilor de cultivare. Dat fiind faptul ca
proteinele sunt componentele de baza structurale si functionale ale celulei, pentru a stabili componenta lor
calitativa tot mai des se recurge la metoda fractionarii in diverse tipuri de geluri prin metoda electroforetica.

Studiul comparativ al spectrului polipeptidic al proteinelor sumare extrase din biomasa de spirulina, cul-
tivata in prezenta compusilor coordinativi ai Cr(IIl) si supuse SDS-electroforezei in gel de poliacrilamida de
15% a permis evidentierea unor noi benzi cu masele moleculare aparente de 60,4 kDa si de 66,7 kDa (Fig.1).

Sinteza peptidelor cu masa moleculard de 66,2 kDa a fost observata si In cazul cultivarii cianobacteriei
Spirulina platensis in prezenta concentratiilor inalte de ioni de Na' [6]. Proteinele cu mase moleculare similare
fac parte din familia saperonilor, care au rolul de reparare a proteinelor cu o conformatie spatiala eronata [7].

Masa moleculara aparentd de 60,7 kDa este caracteristica fitochelatin sintazei (EC 2.3.2.15), enzima res-
ponsabila de sinteza din glutation a fitochelatinelor (PC) — o clasd de peptide sintetizate posttranslational ce
joacd un rol important in reglarea concentratiilor intracelulare ale metalelor [8].

M 1 2 3

98 kDa J— S —
— ——

67 kDa [ W= &

43 kDa L

30 kDa (= e

- M — marker;
- ‘ 1 — proteinele totale extrase din biomasa de spirulind cultivata pe
20kDa [ == _ ! mediu nutritiv fard suplinirea cu compusi coordinativi ai Cr(I1l);
i 2 — proteinele totale extrase din biomasa de spirulina cultivata in
14kDa |—u prezenta a 30mg/1 de [K,Cry(SO4)4]*12H,0;

‘ 3 — proteinele totale extrase din biomasa de spirulind cultivata pe
mediu nutritiv suplinit cu 30mg/1 de K,[Cr(NTA)(C,04)(H,0)]*2H,0.

Fig.1. Electroforegrama proteinelor sumare extrase din biomasa de spirulina.

Péna in prezent la procariote §i, in special, la cianobacterii nu au fost identificate nici PC, nici gene care
ar codifica PC-sintaza. Totusi, in urma secvendrii genomului cianobacteriei Nostoc sp. PCC7120, a fost sta-
bilitd prezenta genei care codeaza o proteind similara PC sintazei — alr0975. In rezultatul recombinirii a fost
demonstrat ca proteina Alr0975 este o forma primara a PC sintazelor descrise la organismele eucariote [9].

De asemenea, conform datelor experimentale obtinute 1n acest studiu, au fost depistate benzi cu mase
moleculare de 24,5, 22,2, 20,0 si 19,1 kDa, care, conform rezultatelor obtinute de alti cercetatori, corespund
o si B-subunititilor ficocianinei si aloficocianinei [10]. Benzile cu masele moleculare aparente de 11,6 kDa
corespund citocromului ¢550 din fotosistema II, iar cele de 11,03 kDa posibil fac parte din familia feridoxin-
reductazelor care participa la procesul de transfer al electronilor [11].

Asadar, in baza analizei rezultatelor obtinute se poate concluziona cd la cultivarea tulpinei cianobacteriei
Spirulina platensis CNM-CB-02 in prezenta unor compusi coordinativi ai Cr(IIl) se produc schimbari calitative
in componenta proteinelor sumare. Are loc sinteza unor noi polipeptide cu masa moleculard de 60,4 kDa,
apropiata proteinelor din familia saperonilor si 66,7 kDa, caracteristica fitochelatin sintazei (EC 2.3.2.15),
enzima responsabila de sinteza fitochelatinelor.
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Notda: Materialele au fost prezentate la Simpozionul International Mecanisme molecular-genetice ale proceselor
metabolice, 4 septembrie 2008, Chisindu, Moldova.
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