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The optimal time to harvest spirulina biomass for phycocyanin extraction was established. The phycocyanin yield
and purity depend on used extracting solution, recording the maximum values for 1% CaCl, solution in 10% alcohol.
The testing for antioxidant activity of phycocyanin preparations by ABTS" was carried out for both: preparations obtained
from spirulina biomass grown on Zarrouk medium, as well as those obtained from biomass cultivated on medium
enriched with germanium. The antioxidant activity of containing germanium phycocyanin preparations was the highest.

Introducere

Studiile privind nutritia umana au scos 1n evidenta ca un continut redus de antioxidanti in alimente duce la
stresul oxidativ, In cazul caruia are loc producerea necontrolatd de radicali liberi, care cauzeaza denaturarea
proteinelor, lipidelor si acizilor nucleici. Stresul oxidativ este semnificativ in geneza multor patologii [1-2] —
de la cancer si pana la maladii cardiovasculare si degenerative. In ultimii ani, pentru contracararea efectului
nefast al radicalilor liberi asupra organismului este propusa utilizarea bioditivelor alimentare cu efect anti-
oxidant. Antioxidantii au capacitatea de a neutraliza radicalii liberi. Activitatea antioxidantd a inceput sa fie
subiectul unor cercetari intensive datorita necesititilor mereu crescande ale industriei alimentare si farmace-
utice 1n utilizarea unor compusi bioactivi naturali anticancerigeni si anti-aging, ceea ce demonstreaza bene-
ficiile apreciabile ale antioxidantilor pentru sandtate [3]. Substantele antioxidative obtinute din astfel de surse
naturale, ca semintele oleagenoase, grane, boboase, legume, fructe si al., au fost studiate mai profund.

In ultimii ani atentia cercettorilor este orientata tot mai frecvent spre explorarea antioxidantilor din ciano-
bacterii si microalge. Unele studii au demonstrat ca atat spirulina, cat si extractele obtinute din spirulind pot
inhiba unele maladii de cancer la oameni i animale si contribuie la fortificarea sistemului imun. Un compo-
nent valoros al extractelor apoase obtinute din spirulina sunt ficobiliproteinele.

Ficobiliproteinele sunt proteine-pigmenti bine solubile in ap4, intens colorate in albastru, care au in com-
ponenta lor catene pirolice deschise, legate covalent cu resturile de cisteind ale catenelor polipeptidice si care
sunt pigmenti fotosintetici suplimentari la cianobacterii. Conform datelor din liteartura, ficocianina obtinuta
din cianobacterii, inclusiv din Spirulina spp., poseda proprietati antioxidante datoritd prezentei in compo-
nenta sa a gruparilor tetrapirolice, similare cu bilirubina, bine cunoscutd ca un anihilator eficient de diverse
specii reactive [4-7]. Potentialul antioxidant al ficocianinei a fost evaluat si de alti cercetdtori, utilizand ca
surse de ficocianind unele specii de cianobacterii marine, astfel ca Lyngbya si Phormidium spp., precum si
Spirulina sp. Autorii propun si mecanismul posibil al actiunii antioxidante a ficocianinei asupra radicalilor de
hidroxil si peroxil, care se datoreaza prezentei in cromoforul numit ficocianobilind a legaturilor conjugate [5].

In scopul de a proteja organismul de consecintele stresului oxidativ, o cale eficienta poate fi imbunatitirea
nutritiei antioxidante. Cercetarile stiintifice efectuate in aceasta directie au demonstrat ca actiunea sinergetica
a unui spectru larg de antioxidanti este mai semnificativd, comparativ cu actiunea unui singur antioxidant.
Antioxidantii din sursele naturale au o bioaccesibilitate mai 1nalta si au o eficientd protectiva mai majorata
comparativ cu antioxidantii sintetici, inclusiv un efect anticancer pronuntat [8].

Conform datelor obtinute la studiul in vitro, efectuat de cercetatorii chinezi, Se-ficocianina obtinutd din
biomasa de spirulind imbogétita cu seleniu manifesta o actiune antioxidativa inaltd si ea s-a dovedit a fi un
agent puternic antiproliferativ asupra celulelor de melanoma umana A375 si adenocarcinomd MCF-7 la ficat
uman [9].

S-a stabilit, de asemenea, ca si compusii organici ai germaniului au manifestat o capacitate anticancerigena
inalta la tratarea unor tumori, insa acesti compusi in unele cazuri pot avea si efecte adverse asupra organismului.
Substituirea compusilor organici ai germaniului sintetizati pe cale chimicd cu preparate naturale, obtinute in
baza biomasei de spirulind, ce contine germaniu organic legat cu componentii bioactivi, inclusiv cu ficocianina,
prezinta interes atat din punct de vedere teoretic, cat si aplicativ.
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Reiesind din cele expuse, prezintd interes largirea spectrului de preparate antioxidante cu actiune anti-
cancerigend si antibacteriana, ce au In componenta lor ficocianind cu continut de alte elemente, cum ar fi
germaniul. Scopul lucrérii a constituit In obtinerea preparatelor de ficocianind din biomasa Tmbogétitd cu
germaniu §i in determinarea activitatii lor antioxidante.

Material si metode

Obtinerea biomasei de spirulindg. Pentru a obtine biomasa de spirulind utilizatd ca sursa de ficocianina a
fost efectuata cultivarea cianobacteriei CNMN-CB-11 pe mediul modificat Zarrouk [10] in decurs de 10 zile,
la iluminarea de 2500-3500 Ix, la temperatura de 30°C. Biomasa de spirulind imbogatitd cu germaniu si,
respectiv, cu germaniu §i seleniu a fost obtinuta la cultivarea spirulinei in aceleasi conditii, dar cu suplimen-
tarea la mediul de nutritie in a 3-a zi de cultivare a GeS, In concentratie de 10-15 mg/l. La a 10-a zi de
cultivare biomasa a fost filtrata si spalatd cu 2-3 volume de sol., 1,5% acetat de amoniu, suspendati in apa
(20 mg/ml) si supusa congeldrii-decongelarii repetate pentru distrugerea peretilor celulari.

Determinarea germaniului a fost efectuatd prin reactia spectrofotometrica cu fenilfluoron [11] in proba
de biomasa supusa mineralizarii prealabile.

Determinarea cantitatii de ficocianind a fost efectuatd dupa A.Bennett si L.Bogorad [12], utilizadnd for-
mula de calcul: Phyc (mg/ml)= (Eg;¢-0,434E¢s)/5,34

Metoda de determinare a activititii antioxidante cu radicalul cationic ABTS" Activitatea antioxidanti
a extractelor a fost determinatd prin metoda de decolorare a radicalului cationic ABTS+ (2,2 azinobis
3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) elaboratd de Re si al. [13]. ABTS+ a fost generat prin oxidarea
ABTS cu persulfat de potasiu. ABTS in concentratie de 7 mM si persulfatul de potasiu (2,45 mM) au fost
dizolvati in apa deionizatd. Amestecul reactant se lasa la temperatura camerei pentru 12-16 ore la intuneric
pana la utilizare. Din solutia de ABTS+ stoc se dilueaza cu etanol pana la absorbanta 0,700 + 0,020 la 734 nm.
Apoi 1ml solutie diluatd de ABTS+ se amesteca cu 10 mcl de proba testatd (1,0 mg/ml) si dupa 6 min. se
masoara absorbanta la 734 nm. Procentul de inhibitie a absorbantei se calculeaza conform ecuatiei:

% Inhlbltle = (AbSt=0 - AbSt=60 min)/AbSt=0 . 100,

unde: Abs—omin este valoarea extinctiei solutiei de ABTS+ si Absi—g min €ste valoarea extinctiei solutiei ABTS+
dupa 6 min. incubare cu probele.
Toate determinarile au fost efectuate in 3 repetitii.

Rezultate si discutii

Cercetarea actiunii antioxidante a ficocianinei din biomasa de spirulind este precedata de extragerea si
fractionarea ei de alti componenti. Conform unor date din literatura, s-a stabilit ca randamentul ficocianinei
extrase dupa dezintegrarea biomasei suspendate in lichid cultural este mai diminuat in comparatie cu extra-
gerea din biomasa suspendatd in H,O [14]. Aceste rezultate indica la faptul ca prezenta sarurilor ar putea
influenta asupra randamentului si purititii ficocianinei extrase din biomasi. In aceasta ordine de idei, a pre-
zentat interes studiul influentei demineralizarii biomasei obtinute asupra cantitatii si calitatii ficocianinei.
Demineralizarea a fost efectuatd prin spalarea biomasei cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si H,O in raport
de 1:2.

Conform rezultatelor cercetarilor efectuate anterior, s-a stabilit ca puritatea si randamentul ficocianinei
depinde de solventul utilizat pentru extragerea ei [15-16]. Pentru a stabili influenta sarurilor restante in
biomasa de spirulind asupra puritdtii §i randamentului ficocianinei, au fost determinati acesti parametri
pentru ficocianina obtinutda din biomasa nedemineralizata si cea demineralizata la extragere cu apa, solutie
alcoolica de 10%, solutie apoasd de 1% CaCl, si solutie 1% CacCl, in alcool de 10%. Rezultatele obtinute
(Tab.1) demonstreaza ca atat randamentul ficocianinei, cat §i puritatea ei sunt mai majorate la extragerea din
biomasa supusa 1n prealabil demineralizarii. Un randament inalt (23,9-24,8%) se observa pentru toate extrac-
tele, indiferent de extragentul utilizat, insa cu inregistrarea unei valori maxime a puritatii (Agze/Azs0 =2,70)
la extragerea ficocianinei cu solutie de 1% CaCl, in alcool de 10%.
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Tabelul 1
Influenta demineralizirii biomasei spirulinei asupra puritatii si randamentului ficocianinei
la extragerea ei din biomasa cultivata in conditii industriale

Proba de extract examinata Cantitatea de Randamentul Puritatea ficocianinei
ficocianind, mg/probd ficocianinei, % (A620/A280)
Din biomasa nedemineralizata:
a) apos 2,68+0,10 13,4+0,5 1,07+0,04
b) alcoolic (10%) 2,92+0,10 14,6+0,5 1,24+0,05
¢) apos (1% CaCl,) 3,48+0,12 17,4+0,7 1,70+0,05
d) alcoolic (10%) cu 1% CaCl, 3,46+0,12 17,3£0,7 2,25+0,07
Din biomasa demineralizata:
a) apos 4,94+0,19 24,7+1,0 1,75+0,05
b) alcoolic (10%) 4,96+0,20 24,8+0,9 1,80+0,05
¢) apos (1% CaCl2) 4,78+0,18 23,9+0,9 2,08+0,06
d) alcoolic (10%) cu 1% CaCl, 4,92+0,18 24,6+1,1 2,70+0,08

In scopul stabilirii termenului optim de colectare a biomasei, care asigura valori maxime ale randamen-
tului si puritatii ficocianinei extrase din biomasa, spirulina a fost supusa cultivarii in decurs de 7, 10 si 15 zile.
Conform rezultatelor obtinute (Tab.2), termenul optim de recoltare a spirulinei ca sursa de ficocianina este la
a 10-a zi de cultivare. Totusi, comparand extractul de ficocianina apos si cel alcoolic cu 1% CaCl,, s-a
stabilit ca randamentul si puritatea ficocianinei sunt mai majorate, respectiv, de cca 1,1 si 1,3 ori la extra-
gerea cu solutie de 1% CacCl, 1n alcool de 10%, indiferent de termenul de recoltare a spirulinei.

Tabelul 2

Influenta termenului de cultivare a spirulinei asupra puritatii si randamentului ficocianinei
la extragerea ei din biomasa cu H,O si solutie de 1% CaCl, in alcool de 10%

Termenul Biomasa Caracteristica extractului de ficocianind
de de Cantitatea, mg/proba Randamentul, % Puritatea (Agz0/Azso)
cultivare a | spiruling, alcoolic alcoolic alcoolic
spirulinei mg/ml apos cu CaCl, apos cu CaCl, apos cu CaCl,
7 zile 18,5+0,7 3,40+0,1 3,83+0,1 18,32+0,7 20,72+1,1 1,70+0,05 2,20+0,1
10 zile 20,0+0,8 3,91+0,1 4,33+0,1 19,54+0,8 21,60£1,2 1,96+0,06 2,46+0,1
15 zile 20,9+0,8 4,10+0,1 4,24+0,1 19,6+0,7 21,20+1,1 1,80+0,06 2,32+0,1

Preparatele de ficocianind obtinute cu diversi solventi din biomasa cultivata in decurs de 10 zile in conditii
standard si cele obtinute din biomasa Imbogititd cu germaniu au fost supuse testarii pentru a stabili capaci-
tatea lor antioxidanti prin metoda ABTS". Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3 .

Tabelul 3

Capacitatea antioxidanta a preparatelor partial purificate de ficocianini, obtinute din biomasa
de spirulini, determinati prin metoda ABTS" (Abs 734 nm)

Proba analizata C};ggg:;zlﬁg/;n :7733 j((e?)zp_) % inhibitie
Preparate de ficocianind obtinute din biomasa de spirulind cultivata pe mediul Zarrouk
1. Extract apos 0 0,122+0,005 17,43+0,67
2. Extract cu sol. apoasa 1% CacCl, 0 0,095+0,005 13,57+0,38
3. Extract cu sol. 1% CaCl, in 10% alcool 0 0,101+0,005 14,43+0,52
Preparate de ficocianind obtinute din biomasa de spirulind imbogatita cu germaniu
1. Extract apos 0,80+0,02 0,143+0,007 20,43+0,78
2. Extract cu sol. apoasd 1% CacCl, 1,14+0,04 0,145+0,007 20,71+0,81
3. Extract cu s0l.1% CaCl, in 10% alcool 1,14+0,04 0,146+0,007 20,86+0,67
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Datele obtinute demonstreaza ci toate preparatele testate posedid capacitate antioxidantd fati de ABTS".
Studiul comparativ al capacitatii antioxidante a extractelor de ficocianina a scos in evidenta valori mai inalte
ale gradului de inhibitie 1n cazul extractelor obtinute din biomasa Imbogatitd cu germaniu (20,43-20,86%),
comparativ cu valorile evaluate pentru ficocianina extrasd din biomasa cultivata in conditii standard (13,57-
17,43%). Continutul de germaniu in preparatele de ficocianina este cuprins in limitele 0,8-1,11 mg/g de
ficocianina.

Conform unor autori, actiunea antioxidantd a ficocianinei asupra radicalilor de hidroxil si peroxil se dato-
reazd prezentei in ficocianobilind (catena tetrapirolicd) a legaturilor conjugate [5]. Nu poate fi exclus si apor-
tul la acest proces a unor resturi aminoacide din catena polipeptidica [17]. A fost demonstrat ca extractul
apos, bogat in ficocianina, obtinut din alga albastra-verzuie Aphanizomenon flos-aquae, are abilitatea de a
proteja eritrocitele normale umane de deteriorarea oxidativa in vitro. Au loc schimbari spectrale ale ficocia-
ninei induse cu AAPH - (2,2'-azobis(2-amidino-propan) dihidroclorid) sau cu CaCl,. Incubarea extractului cu
agenti oxidanti duce la o diminuare semnificativad a absorbantei la 620 nm si la disparitia rapida a coloratiei
albastre.

Valori mai inalte ale % de inhibitie, atestate in extractele de ficocianina obtinute din biomasa Imbogatita
cu germaniu, se pot datora prezentei in componenta lor a germaniului organic, care poate fi un antioxidant
potential [18]. Efecte similare au fost observate si in studiul efectuat de cercetatorii chinezi privind activitatea
antioxidantd si antiproliferativa a ficocianinei purificate ce continea seleniu (Se-PC), obtinute din Spirulina
platensis Imbogdtita cu seleniu [9]. Activitatea antioxidantd a Se-PC a fost evaluata prin 4 metode: ABTS,
DPPH, de anihilare a anionului superoxid si de himoliza a eritrocitelor. Rezultatele au scos 1n evidenta ca
Se-PC manifestd o activitate antioxidanta mai puternicd, comparativ cu ficocianina, in anihilarea radicalilor
liberi.

Putem concluziona ca toate preparatele de ficocianina testate poseda activitate antioxidanta la determinare
prin metoda ABTS", insd cu o prevalare a activititii antioxidante a preparatelor de ficocianini imbogitite cu
germaniu (% de inhibitie — 20,43-20,86). Biomasa de spirulina imbogatitd cu germaniu poate fi utilizata in
calitate de sursa de Ge-ficocianind cu proprietiti antioxidante si alte efecte curative. Termenul optim de recol-
tare a spirulinei pentru extragerea ficocianinei este de 10 zile. Extragentul care asigura un randament si o puri-
tate nalta este solutia de 1% CaCl, 1n alcool de 10%.

Concluzii

1. A fost stabilit cé etapa de demineralizare a biomasei de spirulina contribuie la majorarea puritatii i a
randamentului ficocianinei extrase cu diversi solventi. Termenul optim de cultivare a spirulinei pentru extra-
gerea ficocianinei este de 10 zile. Extractia ficocianinei cu solutie de 1% CaCl, in 10% alcool asigura un
randament (24,6%) si o puritate maxima a ficocianinei (Ago/Az80=2,6).

2. Preparatele de ficocianind manifestd capacitate antioxidantd semnificativad la determinare prin reactia
cu ABTS", % de inhibitie prevaland in probele de ficocianind obtinutd din biomasa imbogititd cu germaniu
fata de ficocianina obtinuta din biomasa standard.
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