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The study of stimulative effect of some Fe(Ill) heterotrinuclear clusters and Cr(IIl) coordinative compouds on pep-
tides and proteins content in Spirulina platensis biomass has been carried out.

The protein content decreases with the growth of concentrations in the case of utilization of all coordinative com-
pounds tested. The peptides content increases in the limits of 5,00-50,00 mg/1 for Fe(IIl) coordinative compounds and
10,00-40,00 mg/1 for Cr(III) coordinative compounds.

Introducere

Reprezentantele genului Spirulina (Oscilatoriales): S. subsalsa, S. maxima i, in special, S. platensis sunt
printre cele mai solicitate la momentul actual obiecte ale explorarilor biotehnologice. O sursd importantd de
compusi bioactivi valorosi, spirulina, revine in atentia cercetatorilor biotehnologi prin capacitatea 1nalta de
acumulare si biotransformare a macro- i microelementelor in elemente legate organic — bioelemente, capaci-
tate valorificata pentru obtinerea de noi preparate antianemice, hepatoprotectoare, antidiabetice, anticancerige-
ne [3,8,10,17,18,20,21]. Cu toate ca spirulina a servit ca obiect de studiu in numeroase cercetari biotehnologice

Numeroase cercetari intreprinse In ultimii ani au demonstrat cd obtinerea continutului maxim al unor prin-
cipii bioactive in biomasa de spirulind poate fi prognozata prin dirijarea unor cai metabolice aparte, modificand
componenta mediului nutritiv, parametrii cultivarii: intensitatea luminii, durata cultivarii, temperatura si pH-ul
mediului, sau utilizand unii compusi coordinativi ai metalelor [3,9,10,16,17].

Cromul si fierul reprezintd microelemente de o importanta majora pentru organismul uman. Se stie cd fierul
intrd In componenta hemoglobinei, participa in reactiile de oxidoreducere, iar carenta lui in organismul uman
duce la anemie. Cromul, la rdndul sadu, participa in metabolismul glucozei servind in calitate de stimulator al
ternd a energiei, faciliteaza asimilarea aminoacizilor si intensifica majoritatea proceselor metabolice [1,6,15].
Remediile antidiabetice propuse azi pe piata farmaceutica sunt obtinute In urma sintezei chimice, iar unele din
ele s-au dovedit a avea efecte nocive, precum afectarea procesului de replicare a ADN-ului, aparitia tumorilor
cancerigene etc. De mentionat ca preparatele utilizate in prezent pentru tratarea anemiei sunt slab efective, de-
oarece fierul se afla sub forma de saruri simple, relativ toxice pentru organism, administrarea lor fiind Insotita
de numeroase reactii adverse [1,5,7,14]. Din aceste considerente, remediile care urmeaza a fi utilizate in pro-
filaxia si tratamentul acestor afectiuni trebuie directionate spre o eficientd sporita, reducand la minim aparitia
reactiilor adverse, impunandu-se astfel necesitatea de a cduta si a evidentia unele surse alternative de crom si
fier. Drept sursa de crom si fier poate servi biomasa de spirulind cultivatd in prezenta unor compusi coordina-
tivi ai Cr(III) si Fe(II1). Obtinerea unei biomase de spirulina cu un continut majorat de crom si fier metabolizate
ar putea contribui la ameliorarea starii unui numar impunator de bolnavi de diabet zaharat si anemie fierodefici-
tard. Pentru utilizarea in scopuri profilactice si terapeutice a biomasei de spirulind imbogitite cu fier sau crom,
obtinute la cultivare in prezenta unor compusi coordinativi ai Fe(II) si Cr(IIl), trebuie stabilita componenta ei
biochimicé. Scopul prezentului studiu consta in a efectua analiza modificarii continutului de proteine si peptide
in biomasa de spirulina cultivata in prezenta noilor compusi coordinativi ai Fe(III) si Cr(III).

Material si metode

Obiectul cercetarilor expuse a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02, depozitata in
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene de pe langa Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
al ASM. Pentru cultivare s-a utilizat mediul nutritiv mineral SP-/ cu o compozitie echilibratd de macro- si
micronutrienti necesari cresterii si dezvoltarii spirulinei [11].

In calitate de reglatori ai cresterii si activititii biosintetice a S. platensis au fost utilizati 4 compusi coordinativi
ai Cr(Ill): Cr(H,0),]Cl,, Ca[Cr(EDTA)],-H,O, [Cr(HSSA)],CI'H,O, NH,[Cr(EDTA)]-2H,0, sintetizati si acor-
dati cu amabilitate de catre Aurelian Gulea, membru corespondent al ASM, seful Catedrei Chimie Anorganica
si Fizica a USM, si 6 compusi coordinativi ai Fe(Ill): [Fe,NiO(a-fur) (THF),], [Fe,MgO(a-fur) (THF),],
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[Fe,CoO(a-fur) (THF),], [Fe,Ca(a-fur) (THF),], [Fe,MnO(a-fur) (THF),], [Fe,ZnO(o-fur) (THF),] sintetizati
si acordati cu amabilitate de colaboratorii Laboratorului ,,Chimie Bioanorganica” de la Institutul de Chimie al
ASM, sub conducerea membrului corespondent al ASM Constantin Turta.

Determinarea productivitatii spirulinei s-a efectuat fotocolorimetric prin recalcularea masei celulare la
biomasa absolut uscata (BAU) conform metodei descrise in [10,13].

Cantitatea de proteind si peptide in biomasa de spirulina a fost determinata prin metode spectrofotometrice
specificate in [12].

Analiza statistica §i regresionald a valorilor obtinute in trei serii de determinari ale productivitatii si conti-
nutului de principii bioactive a fost realizata prin metodele propuse de Maximov [19].

Rezultate si discutii

Spirulina se caracterizeaza printr-o plasticitate Tnalta la actiunea diversilor factori, fapt ce se rasfrange si
asupra parametrilor biochimici. Pentru a stabili efectul actiunii compusilor coordinativi ai Fe(Ill) si Cr(III)
asupra starii fiziologice a spirulinei, ne-am propus si stabilim modificarea continutului de proteind si peptide
in biomasa de spirulind cultivata in prezenta acestor compusi coordinativi. Rezultatele obtinute sunt prezentate
in figurile 1-2 si in Tabelul 1.

In mod general, utilizarea sarurilor anorganice ale Cr(III) in concentratii mai mici dect cele testate in cerce-
tarile noastre pentru compusii coordinativi provoaca degradarea structurilor interne, micsorarea continutului de
pigmenti si proteina. In cazul nostru, aceste procese sunt prevenite de prezenta ligandului, care in complex cu
Cr(III) diminueaza actiunea lui toxica. Totusi, nu putem neglija faptul ca, odata cu cresterea concentratiilor com-
pusilor, la valori mai mari de 20-30 mg/l, se observa o reducere semnificativa a continutului de proteine (Fig.1).

Compusii [Cr(H,0),]CL, si [Cr(HSSA)],CI-H,O au demonstrat un efect stimulator nesemnificativ asupra
procesului de acumulare a proteinelor, sporul maximal constituind 9% (Fig.1).
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Un continut mai mare de proteine cu 11,5-16,3% a fost obtinut la administrarea compusilor
NH,[Cr(EDTA)]-2H,0 si Ca[Cr(EDTA)],-7H,O in concentratii de 30 mg/I.

Compusul coordinativ [Cr(H,0)]Cl, manifesta un efect nefast asupra acumularii peptidelor, al caror continut
scade semnificativ la adminsitrarea acestui metalocomplex. Pentru ceilalti trei compusi ai Cr(I1l) supusi testdrii am
remarcat 0 majorare a continutului de peptide cu 19,1-26,2% fatd de martor la utilizarea a 40 mg/l de metalocom-
plex. Un continut majorat de peptide a fost obtinut la utilizarea a 40 mg/l de [Cr(HSSA)],CI-H,O (Fig.1). Conform
datelor din literatura, utilizarea acidului salicilic la cultivarea algei verzi Chlorella vulgaris a dus la majorarea conti-
nutului de proteind cu pana la 60% fata de proba de referinta [4]. Deci, majorarea continutului de peptide cu pana la
20% fata de proba de referinta, in biomasa de spirulind cultivata in prezenta [Cr(HSSA)],Cl-H,O se datoreaza, posi-
bil, implicarii restului acidului salicilic in procesul de sinteza a fractiilor proteice. Majorarea cantitatii de peptide la
cultivarea spirulinei in prezenta NH, [Cr(EDTA)]-2H,0 si a Ca[Cr(EDTA)],-7H,0 se datoreaza, probabil, prezentei
in sfera internd a compusilor coordinativi a ligandului EDTA, care In urma degradarii elibereaza aminoacizi, ce se
pot include 1n structura fitochelatinelor — peptide implicate in procesul de stocare intracelualra a metalelor [2].

Analiza comparativa a continutului de peptide si proteine determinat in biomasa de spirulina cultivata in pre-
zenta compusilor coordinativi ai Cr(I1) releva faptul ca pentru continutul maxim de proteine am stabilit concen-
tratia optima de 30 mg/l, dupa care in biomasa scade ponderea proteinelor si creste cea a peptidelor. Dar, pentru
ambele fractii proteice din biomasa spirulinei concentratiile mai mari de 40 mg/l de metalocomplex au demonstrat
un efect toxic, care se manifesta prin reducerea semnificativa a continutului de proteine si peptide.

Al doilea grup de metalocomplecsi testati l-au format compusii coordinativi heterotrinucleari ai Fe(Ill) cu calciu,
magneziu, mangan, nichel, cobalt si zinc. Rezultatele studiului comparativ al influentei diferitelor concentratii ale com-
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pusilor coordinativi ai Fe(IlI) asupra continutului de proteine in biomasa de spirulina sunt expuse in Tabelul 1. Datele
obtinute in experiente denota ca pentru compusii [Fe,ZnO], [Fe,MnO] si [Fe,CoO] valorile experimentale obtinute
depasesc valoarea martorului cu 8-27% doar la administrarea compusilor in concentratii de pana la 20 mg/1. Continutul
de proteine scade odata cu cresterea concentratiei compusilor coordinativi pentru toate cazurile studiate, cele mai mari
valori Tnregistrandu-se la administrarea concentratiei minime de compusi, valorile fiind cu 4,73-28,67% mai mari ca in
proba martor. Pentru compusii [Fe,MgO] si [Fe,CaO], desi odatd cu cresterea concentratiei de compusi descreste con-
tinutul de proteine, valorile cantitative totusi se mentin la nivelul martorului. Pentru compusul [Fe,NiO] s-au semnalat
valori mai sporite fatd de proba martor doar la administrarea concentratiei de 5 mg/l de compus, iar la administrarea
concentratiei de 20 mg/l de compus continutul de proteine scade cu 15% fata de proba martor, constituind doar 52,88%
din BAU. Continutul maxim de proteine a fost obtinut in cazul administrarii [Fe,CaO](5 mg/l) si [Fe,ZnO](S mg/l),
valorile fiind, respectiv, cu 27,53 si 28,67% mai mari ca 1n proba martor (Tab.1).

Tabelul 1
Continutul de proteine determinat in biomasa de spirulina cultivata
in prezenta compusilor coordinativi heterotrinucleari ai Fe(III)
. Proteine
Concentratia
Compusul compusului, %BAU % M
mg/l X+tSx ’

Martor 0,00 62,15+1,52 100,00

5,00 74,78+1,14 120,32

10,00 74,04+2,32 119,13

[Fe,MgO(o-fur) (THF),] - 20,00 67,51£2,20 108,62
[Fe,MgO] 30,00 66,58+1,58 107,13

40,00 64,90+2,79 104,42

50,00 63,41+3,12 102,02

5,00 79,26+1,49 127,53

10,00 76,462,12 123,02

20,00 62,85+2,58 101,13

[Fe,ZnO(a-fur) (THF),] - [Fe,ZnO] 30,00 61,54+1,32 99,02
40,00 59,86+2,12 96,31

50,00 57,81+£2,01 93,02
5,00 79,97+1,29 128,67

10,00 74,6+2,45 120,03

[Fe,CaO(a-fur) (THF),] - [Fe,CaO] 20,00 70,49+2,74 113,41
30,00 66,95+2,32 107,72

40,00 63,96+2,20 102,91

50,00 63,03+1,78 101,41

5,00 70,65+1,23 113,67

10,00 68,23+3,35 109,78

[FezMn([)F(g'lf,[”;)é]THF)ﬂ - 20,00 61.2642.69 98,56
2 30,00 56,44+4,29 90,81

40,00 52,704£3,17 84,79

50,00 49,70+2,12 79,96

5,00 72,61+2,27 116,83
10,00 67,54+6.28 108,67

[Fe,CoO(a-fur) (THF),] - [Fe,CoO] 20,00 61,50+3,63 98,95
30,00 54,60+1,41 87,85

40,00 52,29+3,27 84,13

50,00 48,16+2,90 77,48

) +

[Feleo(a-fur)S(THF)3] - [FeZNiO] 156?000 22283 ié:?g 190(i ’2?
20,00 52,88+1,78 85,08

O situatie contrara se observa in cazul peptidelor. Continutul lor creste odata cu marirea concentratiei de
compus coordinativ in mediu de cultivare a spirulinei (Fig.2). La concentratii ce depasesc 20 mg/l pentru
compusii [Fe,CaO], [Fe,MgO], [Fe,ZnO], [Fe,MnO] si [Fe,CaO] si la concentratii ce depasesc 10 mg/l pentru
compusii [Fe,NiO] si [Fe,CoO] continutul de peptide intrece cu 4-43,4% valoarea martorului.
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Astfel, continutul peptidelor atinge valori cu 14,26-43,43% mai sporite ca in proba martor la concentratia
maxima de compusi coordinativi (50 mg/l), valorile cantitative constituind 14,26-17,90% din BAU (Fig.2).
Se remarca o legitate pentru toti compusii coordinativi cercetati, si anume: ca odata cu cresterea concentratiei
de compusi coordinativi in mediul de cultivare are loc cresterea continutului de peptide pe fonul descresterii
continutului de proteine.

Concluzii

1. Odata cu cresterea concentratiilor compusilor coordinativi ai Cr(IIl), la valori mai mari de 20-30 mg/1, se
observa o reducere semnificativa a continutului de proteine, iar rata micd a continutului de proteina in biomasa
spirulinei cultivata in prezenta compusilor coordinativi testati poate fi explicatd prin efectul nefast al Cr(III)
asupra mecanismelor de biosinteza a proteinelor.

2. Compusii [Cr(H,0),]Cl, si [Cr(HSSA)],CI*H,O au demonstrat un efect stimulator nesemnificativ asupra
procesului de acumulare a proteinelor, sporul maximal constituind 9%.

3. Un continut mai mare de proteine cu 11,5-16,3% a fost obtinut la administrarea compusilor
NH,[Cr(EDTA)]*2H,0 si Ca[Cr(EDTA)],*7H,O in concentratii de 30 mg/1.

4. Compusul coordinativ [Cr(H,0),]Cl, manifestd un efect nefast asupra acumuldrii peptidelor, al caror
continut scade semnificativ la adminsitrarea acestui metalocomplex. Pentru ceilalti trei compusi ai Cr(II)
supusi testdrii am remarcat o majorare a continutului de peptide cu 19,1-26,2% fatd de martor la utilizarea a
40 mg/l de metalocomplex.

5. Continutul de proteine scade odata cu cresterea concentratiei compusilor coordinativi ai Fe(IIl) pentru
toate cazurile studiate, cele mai mari valori inregistrandu-se la administrarea concentratiei minime de compusi,
valorile fiind cu 4,73-28,67% mai mari ca in proba martor.

6. Continutul maxim de proteine a fost obtinut in cazul administrarii [Fe,CaO](5 mg/l) si [Fe,ZnO](5 mg/l),
valorile fiind cu 27,53 si 28,67%, respectiv, mai mari ca In proba martor.

7. Continutul de peptide creste odatd cu marirea concentratiei de compusi coordinativi ai Fe(IIl) in mediu,
astfel incat, continutul peptidelor atinge valori cu 14,26-43,43% mai sporite ca in proba martor la concentratia
maxima de compusi coordinativi (50 mg/l), valorile constituind 14,26-17,90% din BAU.
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