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Rezumat
In articol sunt prezentate rezultatele cercetirilor asupra dinamicii modificarii componentei
biochimice a biomasei cianobacteriei Spirulina platensis, cultivata in conditii de laborator
in dependentd de regimul de iluminare. Au fost testate doud regimuri de iluminare -
continud si periodica (12 ore lumind :12 ore intuneric), iar in biomasa obtinutd a fost
monitorizat continutul cantitativ al proteinelor, lipidelor, glucidelor, pigmentilor
ficobilinici, carotenoizi, clorofilei. Productivitatea spirulinei in modele experimentale a
fost similara, diferentele fiind observate in componenta biomasei. Regimul de cultivare
de tip periodic poate fi considerat mai putin favorabil culturii de spirulina, chiar daca
este propriu mediului natural de crestere, fiind asociat cu reducerea cantitatii de proteina
si cresterea continutului hidratilor de carbon in biomasa, precum si cu 0 acumulare mai
pronuntata a produselor peroxidarii lipidice, in special la finele perioadei de monitorizare.
In conditiile regimului de iluminare continui se mentine un nivel stabil redus al produselor
peroxidarii pe toatd durata cultivarii, fiind o marturie a conditiei fiziologice normale in
biomasa de spirulina.
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Introducere
Cianobacteria Spirulina platensis (Arthrospira platensis) ramane a fi unul dintre
cele mai solicitate obiecte atat in aspect de producere ficologica, cat si al cercetarilor
fundamentale. Biomasa de spirulind este consumata direct sau este utilizata in calitate
de materie prima in industria alimentara, farmaceutica si cea cosmetica [2], fiind o
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sursa excelenta de proteine, aminoacizi si acizi grasi polinesaturati esentiali. Biomasa
de spirulina contine un complex de minerale necesare unei functionari metabolice
impecabile a organismului. Produsele obtinute in baza biomasei de spirulind au
demonstrat efecte imunomodulatoare, antitumorale, antioxidante, antivirale si
antibacteriene [1,2]. Biomasa de spirulina si produsele din ea au demonstrat eficienta in
tratamentul obezitatii si diabetului, in intoxicatii chimice si stari alergice [2, 7, 13, 14].
Producerea de biomasa de spirulina pentru diferite scopuri are la baza o multitudine de
tehnologii intensive care asigurd o producere cost eficienta de biomasa. La baza acestor
tehnologii stau numeroase studii ce tin de modul si conditiile de cultivare a spirulinei,
care influenteaza atat producerea de biomasa, cat si continutul ei biochimic. Regimul
termic si cel de iluminare sunt factori care regleaza acumularea biomasei si a proteinelor.
Astfel temperatura de 35°C este un factor de retinere pentru producerea de biomasa dar
sporeste acumularea hidratilor de carbon si a lipidelor, in cazul cultivarii pe un mediu
imbogatit cu azot [5]. Intensitatea luminii are influentd majora atat asupra cantitatii,
cat si asupra calitatii biomasei de spirulind. Deviatiile de la optimul de iluminare sunt
asociate cu scaderea productivitatii. Continutul biochimic de asemenea se modifica. De
exemplu, in conditii de iluminare excesiva se acumuleaza mai multi carotenoizi, care au
functie de fotoprotectie, iar in conditii iluminare redusa se mareste cantitatea pigmentilor
ficobilinici, care indeplinesc functia de antene suplimentare de captare a cuantelor de
lumina [9]. Alternarea fazelor de lumind/intuneric, de asemenea, influenteaza procesele
de acumulare a biomasei si a compusilor specifici ai acesteia. La acest capitol datele din
literatura de specialitate sunt foarte diverse si chiar contradictorii. In timp ce unii autori
afirma, ca conditiile fotoperiodismului sunt benefice pentru spirulind [12, 15], altii
afirma, ca cultivarea spirulinei in conditii naturale reduce din producerea de biomasa
si valoarea ei nutritiva [3,11]. In opinia noastrd varietatea rezultatelor este determinati
de diversitatea culturilor cianobacteriene, care sunt utilizate in cercetare. Acest lucru
sugereazd necesitatea de a efectua cercetari de stabilire a efectului fotoperiodismului
asupra proceselor de crestere §i acumularea principiilor bioactive a fiecarei culturi
ficologice in parte.

Scopul cercetarilor analizate in acest articol a prevazut determinarea dinamicii
acumularii componentelor structurale si functionale in biomasa spirulinei, tulpina
Spirulina platensis CNMN-CB-11 cultivata in conditii de laborator in regim de iluminare
continua si periodica (12/12 ore zi/noapte).

Materiale si metode

Pentru cercetare a fost selectata tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-
CB-1Icare a fost cultivata pe mediul nutritiv mineral SP -1 cu urmatoarea componenta:
macroelemente (in g/l): NaNO,-2,5; NaHCO,-2,0; NaCl-1,0; K, SO,-0,6; Na,HPO,-
0,2; MgSO,*7H,0-0,2; CaCl,-0,024; 1ml/l solufie de microelemente ce contine
(mg/l(mediu): H,BO,-2,86; MnCl,*4H,0-1,81; CuSO,*5H,0 -0,08; MoO, —0,015);
FeEDTA-1ml/l;

Au fost respectati parametrii si conditiile de cultivare in laborator: cantitatea de
cultura start (inoculum) — 0,4-0,45g/l BAU; temperatura de 23-25°C, pH-ul optim al
mediului 8-9, intensitatea iluminarii de 55 pmol fotoni/m?/s. Au fost aplicate doua
regimuri: fotoperiodism 12/12 ore zi/noapte si iluminare continua. Cultivarea a fost
efectuata in baloane Erlenmeyer, cu volum de lucru de 1 L; Cultura a fost agitata zilnic,
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timp de 2 ore pe un agitator universal de laborator tip WU-4 cu viteza de 200 rotatii/
min. Durata ciclului de cultivare a fost de 10 zile. Prelevarea probelor de biomasa au
fost efectuate zilnic la aceiasi ora

Biomasa de spirulind obtinuta a fost separatd de mediul de culturd prin filtrare,
a fost supusi deminiralizarii si standartizati. In biomasa colectati a fost efectuati
analiza biochimica. Continutul de proteine a fost determinat spectrofotometric in baza
produselor degradarii bazice a proteinelor cu utilizarea reagentului Folin-Ciocalteu
[10]. Lipidele au fost determinate cu aplicarea reagentului fosfo-molibdenic in baza
principiului degradarii acide a lipidelor [4, 8]. Continutul total al hidratilor de carbon in
biomasa algala a fost efectuata prin metoda adaptata cu antron [16].

Pigmentii, obtinuti prin extragere in apa (ficobilinele) si etanol (carotenoizii,
clorofila) au fost determinati spectrofotometric. Gradul de oxidare a lipidelor a fost
determinat in baza dialdehidei malonice (substanta reactiva a acidului tiobarbituric),
rezultatd in urma oxidarii lipidelor [6].

Rezultate si discutii

Seriile experimentale de crestere a culturii de Spirulina platensis in conditii de
iluminare continua si de fotoperiodism (12/12 ore zi/noapte) au fost efectuate in conditii
standard de laborator. Mentiondm, ca in cercetare este implicata o tulpina de importanta
biotehnologica, adaptata la conditiile de cultivare de laborator, dar si cele industriale,
iar mediul nutritiv este optimizat si asigurd producerea maximald de biomasa cu un
continut biochimic echilibrat.

Spirulina este cultivata in primul rand pentru valoarea nutritiva si terapeutica a
biomasei obtinute. Din aceste considerente monitorizarea modificarilor cantitative
ale principalelor componente, care in prezent sunt deja utilizate in diferite domenii,
poate facilita elaborarea recomandarilor, orientate spre sporirea eficientei tehnologiilor
aplicate. In cazul nostru aceste recomandari se refera la aplicarea fotoperiodismului in
fluxul tehnologic si la perioada de recoltate a biomasei in dependenta de domeniul 1n
care va fi ea utilizata. Proteina este componentul majoritar al biomasei, constituind pana
la 70% din biomasa absolut uscata (BAU). Acumularea proteinei pe durata perioadei
de cultivare in biomasa de spirulind crescutd in conditii de iluminare continua si in
conditiile fotoperiodismului 12/12 ore zi/noapte sunt prezentate in Figura 1.
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Rezultatele obtinute indica asupra unei diminudri esentiale a continutului de
proteina 1n biomasa de spirulind, crescutd in conditiile iluminarii periodice 12/12 ore.
In dependenta de etapa ciclului vital al culturii cianobacteriene aceasta diferentd este
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de 19,3-36,4%. In conditiile regimului de iluminare continud acumularea maximala
a proteinelor in biomasa spirulinei corespunde zilei a 6-ea de cultivare (74% BAU).
Biomasa de spirulina obtinuta 1n conditiile unui regim de iluminare periodica la aceiasi
etapa a ciclului vital a acumulat cu 28,4% proteind mai putin. Dinamica procesului de
acumulare a proteinei in cadrul celor doua tipuri de iluminare este de asemenea diferita.
In conditiile de iluminare continui, incepand cu ziua a doua a fost determinat un spor
continuu a acumularii proteinei in biomasi care a finalizat la ziua a 6-a. In urmatoarele
zile a avut loc o reducere a continutului de proteind, care s-a menginut pana la sfarsitul
perioadei de cultivare. Cele mai semnificative oscilari ale continutului de proteina revin
primelor zile de cultivare a spirulinei in conditiile regimului de iluminare periodica.
Cresterea continutului de proteind in biomasa cu 43% reflecta procesul de adaptare a
culturii la noile conditii, care sunt percepute de cultura ca stresante.

Astfel, pentru obtinerea biomasei de Spirulina platensis CNMN-CB-11 cu un
continut inalt de proteine este preferabil regimul de iluminare continua.

Glucidele prezinta componente valoroase ale biomasei de spiruling, fiind utilizate
in diferite domenii — de la industria alimentara pana la cea farmaceutica. Continutul de
glucide in biomasa de spirulina cultivata in conditii de iluminare continua si in conditii
de fotoperiodism sunt reflectate in Figura 2. Biomasa de spirulina, obtinuta in conditiile
regimului de iluminare periodica 12/12 ore zi/noapte acumuleaza cantitati mult mai
mari care le depasesc pe cele obtinute in conditii de iluminare continua de 2,1-3,1 ori.
Marirea nivelului de glucide are loc in cea de-a doua zi de cultivare, cand continutul
lor creste de la 17 1a 32% BAU. In conditiile unui regim de iluminare continua nivelul
glucidelorin biomasade spirulind se mentine laun nivel constant de 12-13%, caracteristic
pentru cultura tipica.
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Casi in cazul proteinelor, continutul de lipide In biomasa de spirulind este mai joasa
in cazul fotoperiodismului, dar diferenta intre cele doud regimuri nu este atat de mare,
incadrandu-se pentru majoritatea zilelor in limitele de 9-24% (Figura 3). Pentru regimul
de iluminare continud acumularea maximala a lipidelor in biomasa corespunde zilei a
6-ea de cultivare. In aceeasi zi biomasa de spirulina, obtinuti in conditiile unui regim
de iluminare periodica a acumulat lipide cu 23% mai putin, maximul de acumulare
fiind determinat la ziua a 7-ea.

Continutul de lipide nu a inregistrat oscilari mari pe durata cultivarii cu exceptia
primelor 2 zile, care corespunde perioadei de acomodare. Variatiile minore incepand cu
ziua a cincea de cultivare in cantitatea lipidelor in biomasa de spirulind crescuta in regim
de iluminare continua si de fotoperiodicitate reflecta starea de homeostazie a culturii. Cu
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toate acestea este necesar de a confirma siguranta biomasei prin cuantificarea produselor
peroxidarii lipidice. Rezultatele testului de determinare a dialdehidei malonice sunt
reflectate in figura 4.
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In cazul aplicarii regimului de iluminare continui nivelul dialdehidei malonice
DAM se mentine la un nivel stabil jos pe toati durata monitorizarii. In biomasa obtinuta
in conditii de fotoperiodicitate pe durata primelor 7 zile de cultivare se inregistreaza un
nivel stabil jos al peroxidarii lipidelor , dar incepand cu ziua a 8 de cultivare se observa
o crestere brusca a DAM cu 47,8 — 58,3%, ceea ce indica asupra unei stari de stres
oxidativ, exprimata prin degradarea oxidativa mai intensa a lipidelor.

Prin urmare cultura de spirulina nu prezinta pericolul acumulérii radicalilor liberi
in biomasa in primele 7 zile ale cultivarii, atat In regim de iluminare continud, cat
si in conditii de fotoperiodism. Cultivarea spirulinei in regim de iluminare continua,
care este specific proceselor tehnologice intensive, este sigura din punct de vedere al
pericolului de a manifesta potential prooxidant.

Pigmentii ficobilinici, caracteristici cianobacteriilor au functia de antene secundare
pentru captarea energiei luminii si de protectie antioxidanta a celulelor. in figura 5 sunt
prezentate datele cu referire la suma ficobiliproteinelor in componenta biomasei de
spirulind crescuta cu aplicarea celor 2 regimuri de iluminare.

In cazul regimului de iluminare 12/12 ore zi/noapte in primele 3 zile de cultivare
are loc cresterea pronuntatd a cantitatii de ficobiliproteine, ceea ce este firesc pentru
cultura trecutd de la iluminare continua la fotoperiodicitate. Prin acumularea accelerata
a pigmentilor ficobilinici incearcd sa compenseze deficitul de lumina prin captarea
mai intensd a acesteia pe parcursul fazei luminoase. In continuare cultura revine la
continutul normal al pigmentilor respectivi, ceea ce poate fi o dovada a adaptarii
spirulinei la noile conditii.
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Pentru biomasa cultivata in conditii de iluminare continua are loc reducerea initiala
usoard (cu 18%) a cantitatii pigmentilor. In urmatoarele zile continutul ficobilinelor
este stabil cu oscilari specifice spirulinei.

Cantitatea carotenoizilor in biomasa organismelor fotosintetizante este determinata,
in cea mai mare masurd, de intensitatea luminii si regimul de administrare a ei. Acest
fapt este determinat de functia dubla a acestora — fotosintetica si fotoprotectoare.
Rezultatele cu referire la oscilarea continutului de carotenoizi in biomasa de spirulina
sunt prezentate in figura 6. Reducerea perioadei de iluminare reduce, respectiv si
continutul de carotenoizi in biomasa (Figura 6).

Continutul de caroten in biomasa de spirulind crescuta in conditii de iluminare
periodica s-a redus cu 8,0-44,4% in dependenta de ziua colectdrii. Incepand cu ziua a
treia de cultivare oscilatiile nivelului de carotenoizi in ambele experiente sunt foarte
asemanatoare, fiind specific un nivel mai redus al pigmentilor in biomasa crescuta in
conditii de fotoperiodicitate.

Din cele mentionate mai sus putem afirma, ca iluminarea periodica reduce cantitatea
pigmentilor fotosintetici ai Spirulina platensis CNMN-CB-11.
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Continutul clorofilei In biomasd de asemenea este influentat de regimul de
iluminare. In regim de fotoperiodism continutul clorofilei s-a redus de 1,56 — 3,25 ori
(Figura 7).In regim de iluminare continua cantitatea de clorofili in biomasa variaza
in limite mai mici, decat in regim de fotoperiodicitate. Comuna este scaderea acestui
parametru la finele perioadei de monitorizare cu 25,6% in cazul ilumindrii continue si
cu 17,6 in cazul iluminarii periodice.
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Concluzii

Tulpina biotehnologica Spirulina platensis CNMN-CB-11 adaptata la regimul de
iluminare continua raspunde in cazul aplicarii regimului fotoperiodic de iluminare
(12/12 ore zi/noapte) printr-o reducere semnificativa a continutului de proteine, lipide,
carotenoizi si clorofild si crestere a continutului hidratilor de carbon.

In baza nivelului de oxidare a lipidelor putem afirma, ci biomasa obtinuta in regim
de iluminare continua este sigura pentru consum, in timp ce biomasa crescuta in condiii
de fotoperiodicitate incepand cu ziua a 9-a acumuleaza o cantitate ridicatd de produse
ale degradarii oxidative ale lipidelor si, deci, poate prezenta potential prooxidant.

Cu toate cd pentru tulpinile “salbatice” de spirulind fotoperiodicitatea este un
fenomen natural, la care pe parcursul evolutiei filogenetice acestea s-au adaptat, pentru
tulpina luata in studiu, care a fost selectatd ca obiect biotehnologic, acest regim de
iluminare este impropriu. In conditii de iluminare continui are loc producerea unei
biomase mai calitative, ceea ce se exprimd in primul rand prin continutul Tnalt de
proteine si nivelul jos de DAM.
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