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In prezentul articol sunt prezentate rezultatele studiului privind particularitatile morfofiziologice ale tulpinei cianobac-
teriei Spirulina platensis, cultivata pe medii nutritive suplimentate cu ape minerale. Cercetarile au demonstrat ca utilizarea
mediilor de cultura pe baza de ape minerale favorizeaza aparitia tendintei de spiralare a filamentelor tulpinii de Spirulina
platensis analizate. De asemenea, aceste medii determina reducerea dimensiunilor filamentelor, precum si a parametrilor
morfometrici ai celulelor — Inéltimea, diametrul si suprafata. Totodata, cultivarea pe medii nutritive preparate cu ape mi-
nerale conduce la accelerarea vitezei de crestere a cianobacteriei si la obtinerea unei biomase comparabile cu cea obtinuta
in mediile standard utilizate pentru Spirulina. Prin urmare, se poate concluziona ca apele minerale pot fi valorificate si
utilizate ca solvent nutritiv pentru cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis in conditiile Republicii Moldova.

Cuvintele-cheie: morfologie, productivitate, medii de cultura, ape subterane, viteza de crestere, viteza de dividere,
Spirulina platensis.

MORPHOPHYSIOLOGICAL PARTICULARS

OF SPIRULINA PLATENSIS (NORDST.) GEITL CAUSM-26 STRAIN CULTIVATED

ON SOME MINERAL WATERS FROM THE REPUBLIC OF MOLDOVA

This article presents the results of the study on the morphophysiological characteristics of the cyanobacterium
Spirulina platensis strain, cultivated on nutrient media supplemented with mineral waters. Research has shown that
the use of culture media based on mineral waters favors the appearance of a spiraling tendency of the filaments of
the analyzed Spirulina platensis strain. Also, these media determine the reduction of the filament dimensions, as well
as the morphometric parameters of the cells - height, diameter and surface. At the same time, cultivation on nutrient
media prepared with mineral waters leads to the acceleration of the growth rate of the cyanobacterium and to the
obtaining of a biomass comparable to that obtained in the standard media used for Spirulina. Therefore, it can be
concluded that mineral waters can be utilized and used as a nutrient solvent for the cultivation of the cyanobacterium
Spirulina platensis under the conditions of the Republic of Moldova.

Keywords: morphology, productivity, culture media, groundwater, growth rate, division rate, Spirulina platensis.

Introducere

Cianobacteria Spirulina platensis are o valoare incontestabild, lucru datorat continutului Tnalt de pro-
teine si alte substante biologic active, si de aceea este utilizata pe larg in alimentatia umana si animala, in
sandtate (farmaceuticd), cosmetologie s.a. [1, 2]. Datorita acestor proprietati, actualmente ea a cadpatat o
raspandire globala fiind cultivata, In cantitati industriale, departe de arealul natural al ei [3, 4]. Totusi, marea
majoritate a populatiei nu are posibilitate de utilizare a Spirulinei, sau a produselor obtinute din biomasa ei,
din cauza neajunsului de biomasa si a pretului inalt al ei. De aceea, considerdm ca este foarte importanta
crearea unor medii naturale ieftine si accesibile tuturor, care ar permite obtinerea biomasei cianobacteriene
eficiente cu un pret mai redus.
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Pentru cultivarea Spirulinei pe astfel de medii, pe langa mentinerea conditiilor obligatorii de cultivare
(iluminare, agitare, continut chimic), este foarte importantd determinarea starii morfologice si fiziologice a
culturii cianobacteriene [5-7]. Modificarile survenite sub influenta factorilor biotici si abiotici de mediu se
rasfrang, in primul rand, asupra aspectului morfologic la cianobacterii si asupra proprietatilor fiziologice si
biochimice din celulele lor. In functie de natura sarurilor si de concentratia acestora in mediu, se modificd
parametrii morfologici ai talului cianobacteriilor. Un studiu aratd cd lungimea trihomilor cianobacteriei
Spirulina este mai mare in mediul cu o concentratie mai mica de saruri. jn prezenta sarii de Na,SO4, in
concentratia de 80 g/l, Spirulina isi schimba forma, devenind mai liniara. In cazul sarii de NaCl la aceeasi
concentrafie spirala se scurteaza si se rasuceste, iar in cazul sarii NaHCO, filamentele tind sd-si mentina for-
ma spiralatd. Micsorarea concentratiilor acestor saruri in mediu provoaca aceleasi schimbari morfologice,
dar in proportii mai reduse [8-9]. Aspectul exterior al talului depinde si de alti factori, cum sunt intensitatea
luminii in general, radiatia ultravioleta s.a.. La un nivel inalt al radiatiei ultraviolete si la cresterea perioadei
de expunere are loc fragmentarea mai mare a filamentelor de Spirulina [10]. Influenta intensitatii inalte a
luminii, temperaturi, modul de cultivare provoaca schimbarea dimensionala a filamentelor si schimbarea
lor de la forma spiralata la cea dreapta. Totusi, forma dreapta a filamentelor de Spirulina nu reprezinta un
dezavantaj al ei. Unii autori au demonstrat ca Spirulina cu filamentele drepte poseda un potential mai inalt
de rezistenta la conditii nefavorabile de mediu, comparativ cu forma spiralata a filamentelor [11].

Un interes deosebit, atat stiintific cat si practic, prezintd determinarea particularitatilor fiziologice la
Spirulina platensis. Viteza de crestere a celulelor, de exemplu, este direct dependentd de viteza reactiilor
biochimice din celuld, care sunt bazate pe sinteza proteinelor si a acizilor nucleici, care In comparatie cu
substantele de rezerva sunt partea activa a protoplasmei. Exprimarea sumara a vitezei reactiilor biosintetice
a populatiilor de cianobacterii poate servi viteza de dividere a celulelor [ 12], lucru care este foarte important
pentru determinarea conditiilor optime de crestere a biomasei, a mediului de cultivare etc.

De aceea, in prezenta lucrare ne-am propus sd studiem modificarile morfologice si fiziologice ale ciano-
bacteriei Spirulina platensis cultivata pe medii compuse din unele ape subterane ale R. Moldova.

Materiale si metode

Drept obiect de studiu a servit cianobacteria Spirulina platensis (Nordst.) Geitl. CAUSM. 26 intretinuta
in cultura pura in laboratorul ,,Algologie V. Salaru” a Universitatii de Stat din Moldova. Aceasta tulpina de
Spirulina platensis are filamentele drepte si o productivitate mult mai ridicata comparative cu alte tulpini.
Cianobacteria a fost cultivata, dupa metoda periodica, in conditii de laborator la iluminare continua de 18
— 24 mii erg/cm2 cu agitare periodica si temperatura de 31,4 + 0,80°C. In experimete au fost utilizate apele
subterane colectate dintr-o sonda (de la o adancime de aproximativ 70 m) a statiunei balneo climaterica
,Codru” din satul Hirjauca, raionul Calarasi, R. Moldova. Statiunea este situat la latitudinea de 47.3241 si
longitudinea de 28.2224. Cianobacteria Spirulina platensis a fost cultivata pe trei tipuri de medii, a cate 6
repetari, si anume: 1-apa din sondd; 2-apd din sonda + mediu Zarouk (in lipsd de microelemente), 3-mediu
Zarouk. Pe parcursul experientelor au fost determinate particulariatile morfologice (peste o periodicitate
de 5 zile) si cele fiziologice (peste un interval de 3 zile) cianobacteria cultivata pe fiecare mediu de cultura.
Lungimea filamentelor, inaltimea celulelor cianobacteriei si diametrul au fost determinate prin masurare,
utilizand microscopul electronic ,,Optica pro”, inzestrat de sistem automat de masurare. Inainte de a deter-
mina indicii morfologici probele erau agitate manual timp de 5 minute. Volumul si suprafata celulelor au
fost determinate conform metodei dupa formula V =n/4 x D2 x H, unde V — volumul celulei; D — diametrul;
H — inaltimea; A= nxDx(H+D/2), A exprimand suprafata celulara. Suprafata exterioara a fost determinta
dupa metoda propusa de [13], conform formulelor:

(S/'W)ka (m2ekr-1) = Sk/Wkia(mkm2*mr1)«1000,

unde S reprezinta suprafata celulei, iar W — volumul celular.

Biomasa cianobacteriei a fost determinata dupa metoda propusa de V. Rudic, la fotocolorimetrul mode-
lul KOK -2 la D750 [14]. Viteza de reproducere a fost determinatd dupa formula:

pu=log2Nt-log2N0/t

unde NO si Nt reprezintd concentratia celulelor la etapa initiala si peste ¢ — zile [12].
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Viteza de crestere a populatiei a fost determinatd dupd formula:

ux =dx/dt

unde dx este cresterea biomasei, iar df — intervalul de timp [15].

Continutul chimic la apelor utilizate in experienta a fost stabilit prin determinarea pH-ului cu aju-
torul aparatului Conrort C933, HCO3-, NO2-, NO3-, NH4+, PO43-, P205- servindune de metodele
clasice de determinare [16], indicatorii organoleptici (gust, miros) au fost determinati dupa metodele
standarde [17].

Calculul statistic al rezultatelor a fost stabilit, prin determinarea medii aritmetice — X, a erorii standard —
X; minimum-min, maximum-mazx, a coieficientului de variatie — ¥, a indicatorului de exactitate — P, utilizand
programa computerizata Statistica-6.

Rezultate si discutii

Apa utilizatd In experimente a fost selectatd din motiv ca contine cantitdti semnificative de substante
biogene, posedd un miros specific (tab.1) si creeaza potential in utilizare, deoarece este de zeci de ori mai
ieftind decat mediul de culturd Zarouk.

Tabelul 1. Continutul chimic al apei subterane din statiunea balneoclimatica ,,Codru”

Indicii analizati
Gust, grade Miros., ¢ °C pH HCO, | PO} | P,O; | NO, NO,; [ NH/S
franceze (baluri) ’ mg/1 mg/1 mg/l mg/1 mg/1 mg/1
X 8 4 20,20 8,33 882,46 |3,22 0,36 0,023 2,39 4,685
X 0,005 0,006 4,066 (0,080 10,018 [0,0003 |0,0004 [0,106
min. 20,19 8,32 878,40 |3,06 0,25 0,023 2,390 |4,473
max 20,21 8,34 890,60 |3,30 0,38 0,024 2,391 4,792
\Y% 0,0001 10,0001 |49,61 0,019 10,002 (0,000 0,000 0,033
P 0,024 10,072 10,460 2,484 |5,00 1,304 (0,016 |2,262

Dupa cum observam, continutul chimic al apei analizate nu corespunde totalmente cerintelor nutritive
pentru cresterea cianobacteriei Spirulina platensis si de aceea, dupad cum am mai mentionat, am utilizat
aceasta apa ca surplus de macroelemente si sursa de microelemente pentru Spirulina cultivata pe mediul
Zarouk in lipsa microelementelor. Un indice important ce denota starea celulelor este si aspectul morfolo-
gice. Indicii morfologici initiali ai inoculumului sunt redati in tab. 2.

Tabelul 2. Aspectul morfoloigic initial al cianobacteriei Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CA-
USM. 26 inoculata in mediile de cultura

Indicii analizati Min Max X X
Lungimea filamentelor 65 416,69 255,60 28,56
Iniltimea celulelor 2,89 6,25 4,10 0,08
Diametrul celulelor 3,44 7,12 5,0 0,23
Volumul celular 26,66 247,13 96,73 3,6
Suprafata celulelor 53,68 219,29 118,29 4,90
Suprafata exterioara 2013,50 887,34 1222,88 50,10

Dupa cum observam tulpina inoculata, din punct de vedere al particularitatilor morfologice, fapt ce se
indicd mai amplu prin lungimea filamentelor (X = 255,60), este considerata tanard, ceea ce este important
in procesul de cultivare. Odatad cu expunerea ei pe mediu de culturd peste un interval relativ scurt de timp
apar unele modificari morfologice tipice (tabelul 3. Modificari morfologice tipice).
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Tabelul 3. Modificarile morfologice ale cianobacteriei Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CAUSM.
26 cultivata pe diverse medii la a 5-a zi

Indicii 3 2 1

analizati | Min | Max X X Min | Max X X Min | Max X X
Lungimea |30 47923 [26643 129,03 |[5548 [595.80 |273,99 (3040 [70,19 |526,72 [280,11 |32,12
filamentelor
inéltimea 2,80 4,92 3,71 0,15 2,83 4,40 3,63 0,08 2,98 5,13 3,86 0,14
celulelor
Diametrul 3,15 5,82 4,69 0,11 3,17 7,24 5,23 0,20 4,70 6,30 5,52 0,09
celulelor
Volumul 21,67 112998 (63,63 3,03 22,18 179,89 77,45 3,50 51,34 | 158,81 |91,74 2,99
celular
Suprafata 4327 143,09 |89,17 |4,10 43,89 182,32 1102,55 14,92 78,66 164,19 | 114,74 | 3,89
celulelor
Suprafata 1996,76 | 1100,86 | 1401.38 | 60,02 1978,80 | 1013,50 | 1324,08 | 55,11 1532,13 | 1033,87 | 1250,79 | 44,91
exterioara

Dupa cum observam, lungimea filamentelor cianobacteriei in toate probele analizate a crescut conside-
rabil, totusi cele mai lungi filamente ale Spirulinei s-au dovedit a fi in proba 1, cu media de 280,11 microni,
care erau aproximativ egale cu cele din proba 2 si cu 13,68 microni mai lungi decét in proba 3. Inaltimea
celulelor Tnsa nu denota mari diferente in functie de mediul de cultura (diferentele practic nu depasesc
1 micron). Celulele Spirulinei din proba unu s-au dovedit a fi mai mari In diametru, volum si suprafata
comparativ cu cele ale cianobacteriei din probele 2 si 3. Spirulina cultivata pe mediul de baza (Zarouk), la
aceasta perioada, nu sufera modificari esentiale de diametru, volum si suprafata, lucru care este caracteristic
probelor 2 si 1n special 1. La aceasta perioada unele filamentele ale Spirulinei din proba 1 au tendinta de spi-
ralizare, ceea ce reprezintda un lucru pozitiv, deoarece cianobacteria intalnita in lacurile naturale are forma
filamentelor spiralata, iar in cazul cultivarii canibacteria pe variantele 3 si 2 forma spiralata a filamentelor
nu a fost intalnita, se observa doar o incovoiere slaba a lor (fig. 1. II; III; VI - a).

La a zecea zi de analiza, aproximativ, toate filamentele Spirulinei cultivate pe mediu 1 aveau tendinta de
a se Indrepta, iar forma spiralata era foarte rar Intalnita tab. 4. In celelalte cazuri, varianta cu mediile 2 si 3,
filamentele cianobacteriei erau liniare, forme de spiralizare nu au fost intalnite (fig. 1. II; III; VI -b).

Tabelul 4. Modificarile morfologice ale cianobacteriei Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CAUSM.
26 cultivata pe diverse medii la a 10-a zi

Indicii ana- 3 2 1

lizati Min | Max X X Min | Max X X Min | Max X X
Lungimea 44,76 620,67 |312,90 |43,00 25,91 381,99 |22435 123,07 34,59 526,0 267,00 |33,52
filamentelor
inﬁlgimea 3,03 6,01 4,25 0,15 3,27 5,60 4,25 0,12 2,89 5,90 3,94 0,15
celulelor
Diametrul |3.,56 6,08 4,86 0,12 434 6,59 5,79 0,10 3,48 6,59 5,07 0,16
celulelor
Volumul 29,95 173,29 | 79,26 2,60 48,04 189,69 | 111,13 |3,10 27,29 199,85 | 78,99 2,51
celular
Suprafa‘;a 53,76 172,77 101,93 |3,50 74,13 184,64 129,90 12,90 50,59 190,26 103,08 |3.11
celulelor
Suprafata 1794,99 | 996,99 | 1286,02 | 45,04 1543,08 | 973,37 | 1168,90 | 28,02 1853,79 1 952,01 |1304,97 | 30,10
exterioara
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La a zecea zi de cultivare se observa o crestere a lungimii filamentelor in proba 3, cu aproximativ
17,44%, comparativ cu precedenta analiza. In probele 2 si 1 se observi o scurtare a filamentelor, in medie
cu 49,64 si 13,11 microni, comparativ cu dimensiunile lor la a 5-a zi. inél‘;imea celulelor in toate probele
are tendinta de crestere, in special in proba 3 si 2. In probele 3 si 2 se observi o crestere neinsemnati a
diametrului celular, iar in proba 1 celulele descresc in diametru comparativ cu perioada anterioara. Totusi
cele mai mari valori ale volumului si suprafetei celulare s-au dovedit a fi in proba 2, iar in probele 1 si 3 au
fost aproximativ egale. Cea mai mare suprafatd exterioara a celulelor a fot inregistrata in varianta 1 urmata
in descrestere de 3 si 2.

In cazul cianobacteria cultivati pe mediul 3, laa 15 —a zi din tabelul 5, la unele filamente se observa ci
apare forma spiralata, ceea ce nu este caracteristic pentru cianobacteria cultivata in variantele 1 si 2 (figura
I1, III, VI - ¢). Tine de mentionat faptul, ca filamentele Spirulinei cultivata pe mediul Zarouk au forma lini-
ard, iar tendinta de spiralizare nu a fost intalnita pe perioada analizata.

La a 15-a zi de analiza se observa clar majorarea dimensionald a lungimii filamentelor in probele 3 si 2
cu 13,03 — 125,69 microni, iar in proba 1 filamente au descrescut in medie cu 63,15 microni, ceea ce poate
fi cauzata probabil de lipsa de substante nutritive din mediu.

Tabelul 5. Modificarile morfologice ale cianobacteriei Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CAUSM.
26 cultivata pe diverse medii la a 15-a zi

Indicii 3 2 1

analizati | Min | Max [ X X Min | Max | X X Min | Max | X X
Lungimea 41,89 628,19 |[32593 | 18,80 4790 61591 |350,04 | 18,61 21,81 391,98 203,85 | 1048
filamentelor
inﬁltimea 3,29 5,12 4,04 0.09 3 S5A 4,05 0,20 3,69 5,08 423 0,08
celulelor
Diametrul | 447 6,86 547 0,10 3,17 546 442 0,16 422 6,40 5,56 0,11
celulelor
Volumul 51,27 241,72 | 94,28 2,01 23,51 125,56 | 61,71 2,89 51,25 16229 101,99 | 141
celular
Suprafata 77,54 184,17 | 116,36 |2,80 45,63 139,38 | 86,88 321 76,85 166,39 | 12238 | 1,51
celulelor
Suprafata 151238 | 761,91 | 1234,19 | 29,50 194087 | 1110,06 | 1407,87 | 4840 1499,51 | 1025,26 | 1199,92 | 14,23
exterioara

Iniltimea celulelor in probele 2 si 3 are tendinta de scidere in dimensiune, iar in proba 1 se observi
cresterea Tndltimii cu 9,64% comparativ cu precedentele masurari. Diametrul, volumul si suprafata celulara
sunt in crestere la probele 1 si 3, iar in cazul probei 2 acesti indici sunt in descrestere, ceea ce este invers
proportional cu suprafata celulara exterioara.
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Figura 1. Aspectul morfologic al cianobacteriei Spirulina platensi monitorizat pe parcursul experi-
mentelor (I — prima zi, Il proba 3; III — proba 2; IV —proba 1; a—a 5-azi,b-a10-azi;c—al5-azi
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Particularitatile fiziologice ale cianobacteriei Spirulina platensis denota ca cea mai mare viteza de
dividere a celulelor variaza de la o masurare la alta, observandu-se clar tendinta de crestere exponentiald
a ei in variantele 1 si 3, redate in tabelul 6. Cel mai inalt potential de reproducere il poseda Spirulina cul-
tivata in varianta experimentala cu nr. 2, in special la a 12-a zi atingand 1,06, ceea ce reprezinta o proba
cu un potential inalt de aplicare. Viteza de dividere a cianobacteriei cultivata pe mediu Zarouk atingea
maximum 0,98, iar a celei cultivatad in varianta 1 era de cel mult 0,88. Viteza medie de dividere a ciano-
bacteriei in proba 3 este de 0,70+0,019, proba 2 - 0,71+0,021, iar proba 1 doar de 0,60+0,024.

Tabelul 6. Valorile indicatorilor de crestere a cianobacteriei Spirulina platensis cultivata pe medii
nutritive cu ape minerale

Zilele de Probele analizate
analiza 3 2 1

B (X+x) px (X+x) B (X£x) px (X+x) 1 (X+£x) px (X+x)
3 0,39+0,01 0,14+0,004 0,34+0,01 0,124+0,002 0,27+0,011 0,09+0,001
6 0,57+0,015 0,13+0,003 0,57+0,014 0,134+0,004 0,50+0.013 0,11+0,002
9 0,67+0,017 0,11+0,002 0,64+0,016 0,11+0,003 0,59+0,016 0,09+0,001
12 0,91+0,021 0,160,004 1,060,025 0,23+0,007 0,78+0,021 0,12+0,004
15 0,984+0,022 0,150,004 0,98+0,019 0,150,004 0,88+0,02 0,12+0,003
Men 0,700,019 0,13+0,003 0,710,021 0,14+0,005 0,60+0,024 0,10+0,002

Analizand viteza de crestere a populatiei de Spirulina platensis putem constata, la fel, ca cele mai mari
valori se atesta la varianta 2, in medie fiind de 0,1440,005, urmatd de proba 3 cu 0,130,003, iar probei
1 doar 0,10+£0,002. Biomasa acumulata pe parcursul experimentelor atesta acelasi lucru, rezultatele fiind
incluse in fig 2.
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Figura 2. Dinamica acumularii biomasei de Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CAUSM. 26

Dupa cum observam, cea mai Tnaltd cantitate de biomasa de Spirulina se obtine la utilizarea mediului
2 de cultivare la a 12-a zi (3,20+0,09), ceea ce nu s-a obtinut in cazul cultivarii pe mediul Zarouk intr-un
interval de 15 zile. Varianta cu mediul de culturd 1, la fel prezinta un interes destul de important, deoa-
rece ea permite acumularea a 2,19+0,10 g/l BAU intr-un interval de 15 zile. Cu toate ca aceasta cantitate
este de 1,46 si 1,23 ori mai mica decat in variantele 1 si 2, ea este mai avantajoasd economic deoarece
nu necesita cheltuieli pentru procurarea de reagenti necesari pentru procurarea cel putin a sarurilor ce
formeaza macroelementele din mediul de cultura a cianobacteriei Spirulina platensis.

Concluzii

Cianobacteria Spirulina platensis poate fi cultivata pe mediile analizate. Utilizarea mediului de cultu-
ra cu nr.3 contribuie la aparitia unor filamente spiralate, ceea ce denota ca aspectul morfologic este mai
apropiat de cel al cianobacteriei colectate din lacurile arealului natural. Viteza de dividere a cianobac-
teriei este mai mare in cazul cultivarii ei pe mediul cu nr. 2 atingdnd in medie 0,71£0,021, iar cea mai
redusa se gaseste in mediul 1 (0,60+£0,024). Acelasi lucru este caracteristic si pentru valorile vitezei de
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crestere a populatiei. Biomasa cianobacteriei, la fel, este mai mare in varianta nr. 2 atingand la a 12-a zi
(3,20+0,09), iar in proba cu nr. 1 doar 2,19+0,10 la a 15-a zi. Totusi, desi cantitatea de biomasa, viteza de
crestere a celulelor si a populatiei este mai mica, proba cu nr. 1 prezinta un interes considerabil deoarece
acest mediu este destul de ieftin si accesibil pentru populatia R. Moldova.
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