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MODIFICAREA CONTINUTULUI DE PROTEINE SI PEPTIDE IN BIOMASA
CIANOBACTERIEI SPIRULINA PLATENSIS LA CULTIVARE iN PREZENTA
UNOR COMPUSI COORDINATIVI NOI AI Cu(II)

Ludmila BATIR
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

The modification of protein and peptide contents in spirulina biomass at the cultivation in the presence of new
coordination compounds of Cu(Il) has been determined. The protein and peptide contents obtained from the spirulina
biomass cultivated in the presence of coordination compounds of Cu(Il) is modified significantly from the control and
depends on the concentration and the nature of ligand of the compounds. The maximum content of peptides 12,33%
ADB (absolutely dry biomass) was obtained by the administration of the coordinative compound 7.

Introducere

Cianobacteriile reprezinta unele dintre cele mai arhaice grupuri de organisme de pe Pdmant, iar pe par-
cursul evolutiei si-au creat sisteme variate de utilizare a surselor energetice, contribuind considerabil la apor-
tul oxigenului in atmosfera, devenind o parte componenta esentiald a lantului trofic, fiind in prezent utilizate
pe larg in cercetarile legate de elucidarea mecanismelor de fotosinteza, fixare a azotului molecular etc. [1,2].
grup de procariote a devenit un obiect de studiu important al microbiologiei si ficobiotehnologiei, datorita
compozitiei biochimice valoroase, metabolismului intens, vitezei mari de crestere, productivitatii sporite,

Cianobacteriile servesc drept surse netraditionale de materie prima pentru industria alimentara, farmaceu-
ticd, zootehnie si fitotehnie, cosmetica si parfumerie, datorita continutului de proteind, aminoacizi, lipide,
acizi grasi polinesaturati, vitamine, enzime, carotenoizi, clorofila, ficobiliproteine, polizaharide, substante de
naturd hormonala, antibiotice si altor substante cu actiune biologica pronuntata.

Una dintre speciile de cianobacterii care se afld in atentia multor specialisti este Spirulina platensis [2,3,4].
Spirulina reprezintd o cianobacterie pluricelulara filamentoasa, avand mai multe forme spiralate. Daca initial
aceasta a fost catalogata de sistematicieni drept o alga albastra, Tn urma cu cativa ani s-a descoperit dupa vizua-
lizari microelectronice ca celula de spirulina nu are nucleu si a fost clasificatd drept cianobacterie [2,8,9,10,11].

Spirulina platensis preferd bazinele cu apa alcalind din zonele tropicale si subtropicale din Africa si
America Latina. S-a constatat cd dupa valoarea componentilor chimici spirulina depaseste toate speciile de
plante studiate. Biomasa cianobacteriei contine in structura sa peste 100 de substante biologic active impor-
tante, pand la 70% proteine de cea mai inaltd calitate cu aminoacizi esentiali, acizi grasi polinesaturati o va-
rietate bogatd de vitamine (vitamine din complexul B, vitamina A si B-caroten) si minerale, gratie carui fapt
este cu succes utilizata 1n industria farmaceutica si alimentara [2,3,4,9,12,13,14].

Atat spirulina, cat si produsele obtinute din biomasa acestei cianobacterii s-au dovedit a fi deosebit de
valoroase pentru mentinerea unui regim alimentar echilibrat nu numai in macro-, dar i in micronutrienti,
restabilind si normalizand functiile fiziologice celulare. Ea are o gama larga de efecte pozitive asupra orga-
nismului, cum ar fi: compensarea deficitului de vitamine si minerale, restabilirea si normalizarea metabolis-
mului ficatului, are efecte antitoxice, contribuie la eliminarea toxinelor, radionuclizilor si deseurilor. Duce la
cresterea rezistentei nespecifice a organismului si stimuleaza sistemul imunitar, reduce zaharul si colesterolul
din sange si serveste ca mijloc de prevenire a arterosclerozei, bolilor coronariene si a diabetului zaharat, pre-
vine acumularea excesului de greutate [2,3,4,7,13].

Cercetdrile efectuate in ultimii ani au demonstrat ca reglarea continutului de substante bioactive in bioma-
sa diverselor cianobacterii si microalge poate fi dirijata prin utilizarea unor agenti de natura fizica si chimica.
Dintre compusii chimici, compusii coordinativi ai metalelor constituie un capitol aparte in reglarea cresterii
si dezvoltarii microorganismelor, precum si in stimularea proceselor biosintetice [5,6,15,16,17].

Sinteza principiilor bioactive poate fi prognozata spre obtinerea continutului maxim prin dirijarea unor cai
metabolice aparte, modificind componenta mediului nutritiv, parametrii cultivarii: intensitatea luminii, durata
cultivarii, temperatura si pH-ul mediului sau utilizand unii compusi coordinativi [3,4,7,18].
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Multiplele cercetari efectuate in ultimul deceniu au demonstrat posibilitatea utilizarii unor compusi coor-
dinativi ai Zn(II), Co(II), Fe(I), Fe(IlI), Mn(II) la cultivarea unor tulpini de microorganisme (ciuperci, bac-
terii, drojdii). Ca rezultat, au fost obtinute cantitati sporite de diverse principii bioactive (acizi grasi poline-
saturati, enzime hidrolitice si lipolitice, cianocobalamind, porfirine, antibiotice etc.) si elaborate procedee si
modele noi de producere a biomasei de microorganisme cu un continut sporit de principii bioactive [12,20,
21,22,23,24].

Deficienta bioelementelor (Zn, Fe, I, Cr, Se) este una dintre cele mai raspandite cauze ale instalarii unor
afectiuni grave, ca: osteoporoza, anemia fierodeficitara, maladii imunodeficitare, diabetul zaharat, cancerul etc.
Pentru rezolvarea problemei date este important a se tine cont nu doar de asigurarea ratiei zilnice cu micro-
elemente, dar si de forma in care acestea survin in organism. S-a constat ca elementele legate cu compusi
organici nu manifesta toxicitate si se asimileaza mai usor, spre deosebire de sarurile lor anorganice. Din acest
punct de vedere, prezintd interes perspectiva utilizarii materialului biologic in calitate de biotransformator si
sursa de acumulare a mineralelor necesare homeostaziei organismului uman [2,3,4,7,13,14,25,26,27].

Introducerea prin alimentatie a unor produse ce contin bioelemente metabolizate In complex cu alte sub-
stante bioactive va permite mentinerea unui echilibru intre acestea si radicalii liberi cu caracter prooxidant
care se formeaza fiziologic nespecific sau accelerat in multe boli.

Este cunoscut ca bioelementele, precum Zn, Cu, Cr, Fe, influenteazd asupra stabilititii membranelor
celulare, asupra sintezei acizilor nucleici, precum si asupra stabilizarii dublului helix al ADN-ului, tinand sub
control formarea legaturilor de hidrogen [3,4,7,31].

Metalele au un rol important in metabolismul celular, activand in calitate de co-factori redox in diferite
enzime implicate in multiple cai metabolice. In special, fierul si cuprul participa la ciile esentiale metabolice,
si anume — la fotosinteza si respiratie. Astfel, importanta homeostaziei metalelor in mentinerea biodisponibili-
tatii intracelulare a ionilor metalelor esentiale este evidenta. Functionarea normala a fotosintezei se datoreaza
atat multiplelor complexe membranare, cét si proteinelor solubile care contin in calitate de co-factori ioni de
fier sau cupru [32,33,34,35].

Studiul rolului biologic al cuprului prezintd interes atat din punct de vedere structural, cat si functional,
deoarece acest element intrd in componenta unor enzime ca citocromooxidaza, uricaza, aldolaza, catalaza,
succidehidrogenaza, superoxiddismutaza, ceruloplasmina, dopamina B-hidroxilaza, lysyloxidaza, tirozinaza
si monoaminoxidaza, ce influenteaza procesele de oxidoreducere celulare, intensificand actiunea lor si con-
ditionand procesele bioenergetice si fenomenele de sinteza la nivel celular [32,34]. El intervine in metabo-
lismul glucidic, stimuleaza sinteza vitaminelor din complexele B si A atunci cand se afla in raport optim cu
fierul, imbunatateste fertilitatea si stimuleaza cresterea, inactiveaza toxinele, distrugand agentii patogeni si
nepatogeni, avand rol bactericid si miocid [35,36].

in cantitati Tnalte cuprul, de rand cu zincul si fierul, este toxic, toxicitatea lui fiind influentata de astfel de
factori cum ar fi pH-ul, potentialul redox, temperatura, umiditatea si interactiunea cu alti ioni [2,37].

Rezultatele cercetarilor descrise in literatura de specialitate privind influenta unor compusi ai cuprului
asupra cresterii i dezvoltarii cianobacteriilor §i microalgelor au scos in evidenta faptul ca, drept raspuns la
stresul provocat de prezenta In mediul de cultivare a unor concentratii inalte de cupru, cianobacteriile si
microalgele dezvolta diferite mecanisme de protectie celulara, unele specii din ele manifestdnd toleranta
inalta fata de cupru [38,39,40,41].

Astfel, la expunerea culturii de Scenedesmus sp. timp de 48 ore la concentratii de la 2,5-10uM de cupru s-a
constatat o diminuare a cresterii si dezvoltarii culturii, valorile productivitatii fiind direct proportionale cu
concentratia utilizatd. Odatd cu diminuarea cresterii i dezvoltarii s-a semnalat o diminuare a activitatii foto-
sintetice si a respiratiei. De asemenea, s-a observat o scadere a continutului de proteine, carbohidrati si pig-
menti fotosintetici, fapt datorat proprietatilor toxice manifestate de catre cupru [40].

Alte cercetari intreprinse au fost axate pe studierea toxicitatii cuprului la diatomeea Thalassiosira weiss-
flogii 1n a cdrei biomasa s-a obtinut un continut mai nalt de tiol si cisteind cu implicare posibila a lor in me-
canismele de detoxificare. lar la expunerea timp de 96 ore a microalgei Tetraselmis Chuii unor concentratii
de 0,10-20,00 mg/1 de cupru s-a observat o diminuare a cresterii si dezvoltarii culturii, mai intens exprimata
in primele 24 ore de cultivare [41].

La prezenta in mediul de cultivare a microalgei Chlamydomonas reinhardtii a unor concentratii excesive
de cupru s-a accelerat sinteza intracelulara a a-tocoferolului implicat in protectia membranelor celulare, tot-

15



STUDIA UNIVERSITATIS
Revistd stiintificd a Universitdtii de Stat din Moldova, 2010, nr.6(36)

odata fiind semnalata o crestere a continutului de superoxiddismutaza si ciclin-dependent proteinkinaza [39].
Cresterea peroxidarii lipidice, a continutului de carotenoizi si a activitatii superoxiddismutazei a fost semna-
lata 1n cazul cultivarii microalgei Chlorella vulgaris in prezenta unei concentratii de 3,00 pg mL(-1) de cupru,
fiind acceleratd sinteza catalazei, ascorbatperoxidazei si a glutationreductazei, inregistrandu-se un continut
mai sporit cu 35% de prolina [38,40,42].

Administrarea unor concentratii de 1 mg/l de sulfat sau clorurd de cupru in mediul de cultivare al algei
Scenedesmus obliquus a dus la diminuarea semnificativa a productivitatii, precum si a continutului de proteine,
semnalandu-se distrugeri ale legaturilor peptidice ale proteinelor histonice [40].

Alte cercetdri intreprinse au demonstrat ca la cultivarea algelor verzi Pseudokirchneriella subcapitata si
Chlorella vulgaris prezenta in mediul de cultivare a unor concentratii inalte de Cu(Il) a provocat un stres
oxidativ, urmat de diminuarea productivitatii si de micsorarea cu 12% a activitatii fotosintetice [41].

La alga cianofita E. compressa a fost identificat cd, odatad cu cresterea concentratiei de cupru in mediul de
cultivare, are loc o crestere a activitatii ascorbatperoxidazei asociata cu o sporire a continutului de glutation [43].

Investigatiile Intreprinse pe cianobacteria Spirulina platensis au demonstrat cd la expunerea culturii unor
concentratii de 0,05-0,2 mg/l de Cu(Il) se modificd continutul intracelular de prolind, malonildialdehida si
superoxiddismutaza ca urmare a stresului oxidativ provocat de prezenta in mediul de cultivare a unor con-
centratii sporite de cupru, fiind astfel activate mecanismele de protectie celulara.

Avand 1n vedere rolul dublu al cuprului ca element esential, dar, totodata, si toxic, microorganismele,
inclusiv cianobacteria Spirulina platensis, dispun de mecanisme delicate de mentinere a cuprului intracelular
la un nivel ce nu interfereaza cu homeostazia normala si nu prezinta un risc de toxicitate [31].

Astfel, scopul cercetarilor a fost studierea modificarii continutului de proteine si peptide in biomasa ciano-
bacteriei Spirulina platensis la cultivare in prezenta unor compusi coordinativi noi ai Cu(Il).

Material si metode

Obiectul cercetarilor a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 — sursa de substante
bioactive, depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene de pe langa Institutul de Micro-
biologie si Biotehnologie al ASM. Cultura de Spirulina platensis CNM-CB-02 a fost cultivatd pe mediul
lichid SP-1 cu o componenti echilibrata de macro- si microelemente [10]. In calitate de stimulatori in vede-
rea modificarii dirijate a continutului de proteine si peptide in biomasa de spirulind au fost utilizati compusii
coordinativi ai cuprului administrati in concentratii de 2, 4 si 6 mg/l (a se vedea Tabelul).

Tabel
Compusii coordinativi ai Cu(Il)
Nr. Compusul coordinativ Nr. Compusul coordinativ
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Cultivarea spirulinei a avut loc 1n retorte Erlenmeyer a cate 250 ml cu 100 ml suspensie de spirulina la o
temperatura de 30-32°C si iluminarea de 2000-3000 lucsi pe parcursul a 7 zile de cultivare.

Compusii coordinativi au fost sintetizati de catre colaboratorii Laboratorului ,,Chimia Coordinativa” al
USM si oferiti cu amabilitate de membrul corespondent al ASM, profesorul universitar Aurelian Gulea.

Continutul de proteine a fost determinat prin metoda Lowry [44].

Determinarea cantititii de oligopeptide (pind la 10 kDa) a fost precedata de extractia lor in acid triclor-
acetic (ATA) [44].

Rezultate si discutii

Conform datelor din literatura, continutul de proteine din biomasa de spirulind este strict determinat de
parametrii fizico-chimici de cultivare, precum si de starea fiziologica a culturii. O cantitate sporita de proteina
este inregistratd 1n faza de crestere a culturii, iar odata cu imbaétranirea ei calitatea §i cantitatea proteinei
scade [3,14].

Prezinta interes cercetarile consacrate evaluarii si stabilirii unor schimbari calitative si cantitative ale pro-
teinelor in biomasa de spirulind, obtinuta la cultivare in prezenta unor concentratii inalte ale cuprului. Acestea
sunt importante in vederea furnizarii de noi date asupra sintezei unor componente proteice noi, ca reactie de
raspuns la stresul provocat de actiunea cuprului in concentratii majorate.

Mecanismele de reglare a sintezei proteinelor sunt determinate de diversi factori, inclusiv de adaptabilita-
tea Tnalta a cianobacteriilor la modificarile componentei chimice a mediilor de cultivare. Un aspect important
in fiziologia spirulinei constituie capacitatea acestei cianobacterii de a se adapta la conditiile variabile ale
mediului ambiant. Astfel, in cazul unei concentratii sporite de microelemente, spirulina poate incorpora
aceste metale intracelular, formand complexe metaloorganice si intervenind in modificarea componentei
biochimice [3,4,7].

La cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis in prezenta unor compusi coordinativi noi ai Cu(Il) s-a
demonstrat ca atat sinteza proteinelor, cat si a peptidelor este inhibata in prezenta unor concentratii Tnalte de

cupru (Fig.1).
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Fig.1. Continutul de proteine si peptide in biomasa de spirulind la cultivare
in prezenta unor compusi coordinativi ai Cu(II).

Astfel, la administrarea compusilor coordinativi ai Cu(Il) la mediul nutritiv in concentratie de 2, 4 si 6 mg/l
continutul de proteine scade concomitent cu majorarea concentratiei compusului.

La administrarea concentratiei de 2 mg/l continutul proteinelor se mentine practic la nivelul probei de
referinta sau 1l depasesc neesential cu 18% la administrarea compusului 8. Odata cu majorarea concentratiei
de compusi pana la 6 mg/l are loc diminuarea continutului de proteine din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis, continutul lor fiind cu 28% mai mic decat in proba de referintd. Scaderea continutului de proteine in
biomasa are loc, posibil, ca raspuns la stresul provocat de prezenta in mediu a unor concentratii sporite de cupru.
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Cercetdrile privind continutul de peptide de asemenea denota ca continutul lor in biomasa scade odatd cu
majorarea concentratiei compusului administrat. Un continut maxim de peptide se obtine la administrarea
compusului 7 1n toate trei concentratii studiate. Astfel, la administrarea concentratiei de 2 mg/l continutul
peptidelor in biomasa este cu 59% mai majorat fatd de proba martor, iar la administrarea a 6 mg/l de compus
coordinativ continutul de peptide este cu 37% mai mare. O inhibare a sintezei oligopeptidelor in biomasa de
spirulina se observa in cazul cultivarii spirulinei in prezenta compusului coordinativ 3 in concentratie de
2-6 mg/l, unde continutul de peptide atinge valori cantitative cu 16-25% sub nivelul probei de referinta.
Aceste rezultate ar putea fi influentate nu numai de atomul de Cu(II), dar si de natura ligandului care contine
in interiorul sdu grupa NO,.

Astfel, analizand rezultatele obtinute, putem concluziona urmatoarele:

1. Compusii coordinativi noi ai Cu(II) utilizati in studiu manifestd un efect moderat asupra sintezei protei-
nelor, iar continutul acumulat depinde de natura compusului si de concentratia administrata.

2. Toti compusii coordinativi testati, administrati in concentratie de 2 mg/l, sporesc neesential sinteza pro-
teinelor, cele mai Tnalte valori fiind cu 18% mai mari fatd de proba de referinta, iar odatd cu cresterea con-
centratiei continutul de proteine scade cu 28% sub limita probei martor.

3. Un continut maxim de peptide in biomasa se obtine la cultivarea spirulinei in prezenta compusului coor-
dinativ 7, care contine in interiorul ligandului Br si In concentratie de 2 mg/l sporeste sinteza oligopeptidelor
cu 59%, iar in concentratie de 6 mg/l — cu 37%.
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