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PORPHYRIDIUM CRUENTUM PHOTOSYN-
THETIC PIGMENTS UNDER THE INDUCED OX-
IDATIVE STRESS

Summary. Fe (III) coordination compounds
with Schiff bases and Fe (II) with dioxymines induce
a state of oxidative stress in culture of Porphyridi-
um cruentum expressed in a significant reduction
of biomass and accumulation of lipid peroxidation
products (malondialdehyde). In these conditions
is registered the B-carotene content fluctuation, de-
creasing of phycoerythrin and significantly increas-
ing of phycocyanin content in biomass. Correlation
analysis makes evident the phycocyanin implication
in antiradical protection of Porphyridium cruentum
in the condition of induced oxidative stress.
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Porphyridium cruentum, phycocyanin, phycoeryth-
rin, B-carotene.

Rezumat. Compusii coordinativi ai Fe(II) cu
bazele Schiff si ale Fe(Il) cu dioximinele, induc o
stare de stres oxidativ pronuntat in cultura de Por-
hyridium cruentum, exprimat prin diminuarea sem-
nificativa a biomasei si supraacumularea produselor
peroxidarii lipidelor (dialdehidei malonice). In aceste
conditii, se inregistreaza fluctuatii ale continutului
de B-caroten, diminuarea cantitatii de ficoeritrina si
cresterea semnificativa a continutului de ficocianina
in biomasa. Analiza corelationala efectuata a permis
de a evidentia implicarea ficocianinei in protectia an-
tiradicalica la Porphyridium cruentum in conditii de
stres oxidativ indus.

Cuvinte-cheie: stres oxidativ, activitate antiradi-
calica, Porphyridium cruentum, ficocianina, ficoeri-
trind, B-caroten.

Introducere

Stresul oxidativ, caracterizat prin predominarea
procesului de formare a radicalilor liberi asupra ce-
lui de anihilare a lor, constituie fenomenul care duce
in cele din urma la moartea celulelor vii. In cazul
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producerii de biomasa cu diferite utilizari practice,
stresul oxidativ este responsabil de degradarea cali-
tatii acesteia. Mai mult decat atat, in cazul acumu-
larii excesive a radicalilor liberi in produsele finite,
acestea se transforma in surse potentiale periculoa-
se de prooxidanti, capabile sa declanseze reactii de
oxidare in lant cu urmari extrem de negative asupra
organismelor — consumatoare ale acestor produse.

Biomasa microalgelor si cianobacteriilor este
tot mai solicitatd pe piatd pentru continutul biochi-
mic valoros si diversitatea produselor care pot fi
obtinute din ea. Cererea in crestere duce inevitabil
la instalarea unei tendinte de sporire a productiei fi-
cologice. Conditiile de crestere in masa a microal-
gelor sunt din start stresante pentru aceste organis-
me §i, prin urmare, exista pericolul, ca in anumite
imprejurari, biomasa obtinuta sa prezinte un poten-
tial prooxidant vadit. Astfel, studiul modificarilor
componentei calitative si cantitative a biomasei in
situatie de stres oxidativ este o conditie a elaborarii
bazelor de apreciere a sigurantei produselor ficolo-
gice.

Reactia organismelor vii la interventii xenobio-
tice si la modificarea conditiilor de viata se exprima
in modificarea statutului antioxidant, care tinde
spre mentinerea homeostaziei si eliminarea starii
de stres indus. Componentele nonenzimatice ale bi-
omasei microalgelor si cianobacteriilor au un rol
foarte important in procesul de prevenire a formarii
radicalilor liberi si de inlaturare a celor deja formati.
Din aceastd categorie fac parte ficobiliproteinele
formate prin asocierea apoproteinelor cu ficobili-
nele, care actioneaza drept cromofori (partea activa
ce captureaza lumina). Functia lor de baza consta
in absorbtia energiei solare cu lungimea de unda de
495-650 nm si transferul ei spre clorofila in centrele
reactive ale aparatului fotosintetic. In calitate de an-
tioxidanti eficienti, ficobiliproteinele se manifesta
in procesul de neutralizare a radicalilor liberi. Ast-
fel, s-a stabilit ca acesti compusi elimina radicalii
alcoxil, hidroxil si peroxil. Efectul lor protector este
exprimat prin protectia membranelor fiziologic ac-
tive de procesul de peroxidare [8, 11, 12].

Un grup important si foarte bine studiat de com-
pusi cu efect antioxidant si antiradicalic, facand
parte din biomasa microalgelor si cianobateriilor,
il constituie carotenoizii, care realizeaza stingerea
radicalilor clorofilei prin acumularea asupra lor
a energiei si eliberarea ei in forma de caldura la
relaxarea termicd [6]. Prin aceastd actiune, carote-
noizii previn formarea oxigenului singlet ori sting
oxigenul singlet format prin aplicarea mecanismu-
lui de transfer de energie. Dupa cum s-a mai stabilit,
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carotenoizii poseda capacitatea de a stinge prin in-
termediul reactiilor chimice astfel de specii reacti-
ve ale oxigenului ca superoxid radicalul si radicalii
peroxilipidici [4, 7, 9, 13].

Scopul acestei lucrdri a fost urmarirea mo-
dificarii acumularii pigmentilor ficobilinici si
-carotenului In biomasa microalgei rosii Porphyri-
dium cruentum in conditii de stres oxidativ indus
prin actiunea xenobioticelor (compusi coordinativi
cu efect potential toxic ai fierului bivalent si triva-
lent cu bazele Schiff si dioximinele).

Materiale si metode

In calitate de obiect de cercetare a servit
microalga rosie Porphyridium cruentum (Ndg)
CNM-AR-01 depozitatd in Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene, cultivarea careia s-a
efectuat timp de 14 zile pe mediul nutritiv mine-
ral VP 2 [1] cu mentinerea urmatorilor parametri:
pH-ul 6,8-7,2, temperatura de 23-25°C, ilumina-
re de 8000-12000 erg/m?s, agitare lenta periodica.
Cantitatea de inoculum a fost de 0,5-0,6 g/L bioma-
sd absolut uscata (BAU).

Determinarea productivitatii a fost efectuata fo-
tometric cu recalculul masei celulare la BAU con-
form formulei:

(g1 BAU) =A_ xnxk (1

unde: A, — densitatea optica a culturii de por-
firidium; m— dilutia probei; k — coeficient de recal-
cul pentru cultura de porfiridium in g/l BAU, con-
form curbei de calibrare (de determinare a BAU).

Determinarea produselor oxidarii lipoproteine-
lor a fost efectuata 1n baza cuantificarii substante-
lor reactive ale acidului tiobarbituric — dialdehida
malonica [5]. La probele de biomasa a fost adaugat
1 ml acid tiobarbituric de 0,67% si 1 ml acid triclo-
racetic de 15%, dupa care probele au fost supuse
incubarii pentru 1 ord la 95 °C. In continuare, pro-
bele au fost racite pe gheata timp de 5 minute si au
fost centrifugate timp del5 minute la 3000 g. Con-
centratia dialdehidei malonice a fost masurata la
535 nm, iar calculul s-a efectuat prin utilizarea co-
eficientului molar de extinctie a complexului dial-
dehidei malonice calculat la cantitatea de proteina
sau in % inhibitie fatad de proba martorului pozitiv.

Determinarea capacitatii antiradicalice cu utili-
zarea radicalului cation ABTS ™. Radicalul ABTS™
a fost generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis
3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de
potasiu. A fost preparatd solutia stoc a reagentului
ABTS de 7 mM in apa deionizata. Persulfatul de
potasiu a fost adaugat in concentratia de 2,45 mM.

Reactia de formare a radicalului ABTS ™ a de-

curs la intuneric, la temperatura camerei, timp de
cel putin 12-16 ore. Solutia de lucru a ABTS " a fost
preparata din solutia stoc de ABTS ", care a fost di-
zolvat in etanol sau apa distilata pana la stabilizarea
absorbantei de 0,700 £+ 0,020 la 734 nm.
Amestecul reagent a constat din 0,3 ml proba
si 2,7 ml solutie ABTS™*. Reactia de decolorare a
decurs la temperatura camerei timp de 6 minute, iar
procentul de inhibitie a fost calculat conform ecu-
atiei:
% Inhibifie =(Abs_, - Abs )/Abs_, * 100, (2)
unde Abs_, . este valoarea extinctiei de 0,700 +
0,020 la 734 nm a solufiei ABTS™, Abs_ . este
valoarea extinctiei dupa incubare [10].
Determinarea continutului de ficobiliproteine in
extractul hidric s-a efectuat prin aplicarea spectrome-
triei. Absorbanta extractului a fost citita la 565, 620
si 650 nm la spectofotometrul T60 PG Instruments,
iar calculul cantitativ a fost realizat prin aplicarea for-
mulelor descrise de Gantt si Lipschultz [3].
Determinarea B-carotenului in biomasa de
Porphyridium cruentum a fost efectuatd conform
schemei: la 10 mg biomasa s-a adaugat 2 ml alcool
etilic absolut. Extragerea pigmentilor a avut loc la
temperatura camerei, prin agitare timp de 30 min.
Extractul a fost separat de biomasa prin centrifugare
si apoi a fost cititd absorbanta la lungimea de unda
450 nm. Continutul B-carotenului a fost calculat
conform formulei
C=Abs, x 10° /2620 3)
unde C = concentratia B-carotenul, mg/100g;
Abs, = absorbanta extractului etanolic de B-caroten
la lungimea de unda de 450 nm; 2620 — coeficientul
de extinctie specific a B-carotenului in etanol.
Compusii coordinativiutilizati pentru inducerea
stresului oxidativ n cultura de porfiridium au fost
sintetizati de colaboratorii Laboratorului Compusi
Coordinativi, IC, ASM, sef laborator I. Bulhac.

t=6 min

Rezultate si discutii

Pentru inducerea stresului oxidativ au fost utili-
zati patru compusi coordinativi ai Fe(Ill) cu bazele
Schiff (notati in continuare prin abrevierile [Fe 1]
... [Fe 4]) si patru compusi ai Fe(Il) cu dioximi-
nele (notati in continuare prin abrevierile [Fe 5] ...
[Fe 8]). Acestia au fost introdusi in mediul nutri-
tiv destinat cresterii culturii de porfiridium pana
la inoculare in cantitate de 30 mg/L. Parametrii
monitorizati la prima etapd a experientei au fost
cantitatea de biomasa acumulata la finele ciclului
vital si nivelul dialdehidei malonice in biomasa.
Acestia permit a determina prezenta si intensita-
tea stresului oxidativ in sistemul studiat. Rezultatele
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obtinute sunt prezentate in figura 1. Biomasa in va-
riantele experimentale constituie de la 80% la 47%
din nivelul ei normal, care se inregistreaza in proba
martor, evidentiind o scadere esentiala in unele pro-
be de peste 2 ori (compusii [Fe 4], [Fe 6] si [Fe 8])
(fig-1(A)).

In acelasi timp, in  toate variantele se
inregistreaza o crestere substantiald a produselor
peroxidarii lipidelor, nivelul de dialdehida malonica
depasind valorile normale de 1,5-2,2 ori (fig.1(B)).
Corelarea negativa foarte stransad (valoarea coefici-
entului de determinare fiind de 0,943) intre cantita-
tea biomasei acumulate i nivelul DAM 1in ea este o
dovada a unui stres oxidativ pronuntat, care impie-
dica derularea normald a proceselor vitale in celule-
le de porfiridium.

In aceste imprejurdrii, supravietuirea culturii
microalgale poate fi asiguratd de mecanismele de
protectie care functioneaza in baza componentelor
nonenzimatice. In biomasa de Porphyridium cruen-
tum sunt prezenti numerosi compusi care pot reali-
za aceasta functie: compusi fenolici, polizaharide,
in special cele sulfatate, tocoferoli. Pigmentii fo-
tosintetici secundari — ficobilinele si carotenoizii
— de asemenea poseda capacitatea de a stinge ra-
dicalii liberi formati in urma reactiilor normale ori
patologice din celule. Pentru a evidentia modifica-
rile produse sub influenta compusilor fierului, in
biomasa de porfiridium a fost determinat continu-
tul de pigmenti ficobilinici si f-caroten in bioma-
sa obtinutda in conditii de stres oxidativ. La fel, in
extractele hidrice (in care trec ficobilinele) si cele
etanolice (in care trec carotenoizii) a fost evaluata
capacitatea de inhibitie a radicalului cation ABTS ™.

Rezultatele pentru B-caroten sunt prezentate in figu-
ra 2(A), iar cele pentru activitatea antiradicalica ale
extractelor etanolice — in figura 2(B).

Cantitatea de B-caroten variaza in probele ex-
perimentale in limite destul de largi, inregistrand
valori ce depasesc substantial valorile normale (cu
60% in cazul compusului [Fe 3], dar si valori in li-
mita normei ori cu o reducere nesemnificativa. In
cazurile studiate de noi nu putem evidentia o ten-
dinta sigura de implicare generalizata a carotenoi-
zilor in protectia antioxidantd a celulelor in cazul
unui stres oxidativ pronuntat. Extractul etanolic din
biomasa de porfiridium obtinuta in conditii de stres
oxidativ este mai putin activ din punct de vedere
al inhibitiei radicalului cation ABTS " fata de cel
obtinut din biomasa probei martor. Astfel, compo-
nentele liposolubile cu efecte antioxidante ale bi-
omasei de porfiridium in conditiile experimentale
analizate in aceasta lucrare sunt mai putin active si
asigura o protectie antioxidanta mai putin eficienta a
celulelor decat in conditii normale. In acelasi timp,
corelarea pozitiva destul de pronuntata (R>=0,657)
intre % de inhibitie a radicalului cation ABTS* de
catre extractul etanolic din biomasa si continutul de
caroten in ea, aratd cd in mare masurd activitatea
antioxidantd a extractelor etanolice este determinata
anume de prezenta carotenoizilor.

Culturile de microorganisme fotosintezatoare,
care au in componenta lor pigmenti ficobilinici, re-
actioneaza de obicei prompt la actiunea xenobioti-
celor prin modificari cantitative ale acestor pigmenti
[11]. In biomasa de porfiridium a fost determinata
cantitatea de ficoeritrina si de ficocianina, precum si
activitatea antiradicalicd (metoda ABTS) a extrac-
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Fig. 1. Biomasa (A), cantitatea de dialdehida
malonica (B) si corelarea nivelului de
productivitate cu continutul produselor
peroxidarii lipidice (C), la Porphyridium
cruentum in conditii de stres oxidativ indus
cu compusi coordinativi ai Fe(I11) si (I1)

(30 mg/l)
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telor hidrice care contin acesti pigmenti (figura 3).
Activitatea antiradicalica totala a extractului hidric
in cazul compusilor [Fe 1], [Fe 2] si [Fe 3] a fost
mai inaltd decat capacitatea antiradicalica a extrac-
tului din biomasa probei martor. in celelalte cazuri
avem valori similare ori mai mici ca martorul. Pen-
tru a stabili dependenta activitdfii antiradicale de
continutul ficobilinelor, in extract a fost calculatd
corelarea intre valorile testului ABTS si valorile
sumare absolute ale celor 2 pigmenti ficobilinici,
suma carora s-a calculat in % la biomasa absolut
uscatd — BAU (fig.3(D)).

Coeficientul de determinare inalt — de 0,837 —
demonstreaza ca activitatea antiradicalica a extrac-

tului hidric este determinatd in cea mai mare masu-
ra de prezenta cantitativa a pigmentilor ficobilinici.
Tendinta generald pentru continutul de ficoeritrina,
cu exceptia compusului [Fe 2], este n directia mic-
sorarii cantitatii acesteia. Astfel, o diminuare mo-
derata a cantitatii pigmentului rosu se inregistreaza
in 7 din 8 probe experimentale (fig.3(A)). In acelasi
timp, cantitatea de ficocianind creste simtitor in toa-
te variantele experimentale, valorile relative fiind cu
10-50% mai mari ca in cazul martorului (fig.3(B)).
Asemenea modificari ale continutului de pigmenti
ficobilinici au fost observate si anterior in experien-
te cu alfi compusi coordinativi ai metalelor [2, 11].
Dupa cum se observa 1n aceasta lucrare, precum si
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Fig. 3. Cantitatea de ficoeritrina (A), ficocianina (B), activitatea antiradicalica totala a extractului hidric (C) si
corelarea Intre continutul total de ficobiline si valorile testului ABTS (D) la Porphyridium cruentum in conditii de
stres oxidativ indus cu compusi coordinativi ai Fe(III) si Fe (II) (30 mg/L)
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Fig.4. Corelarea intre cantitatea pigmentilor ficobilinici (ficoeritrina (A) si ficocianina (B)) si a dialdehidei malonice
in biomasa de Porphyridium cruentum obtinuta in conditii de stres oxidativ indus.

in publicatiile anterioare, continutul de ficoeritrina
repeta fluctuatiile productivitatii, ceea ce sugereaza
ideea implicarii ei preferential in procesele fotosin-
tetice, in raport cu cele de protectie antioxidanta. In
sustinerea acestei afirmatii vine si lipsa unei corelari
intre cantitatea de DAM si cea de ficoeritrina in bi-
omasa de porfiridium obtinuta in conditii normale si
de stres oxidativ (fig. 4 (A)).

Lipsa acestei corelari ar putea insemna cé, in
pofida potentialului antioxidant inalt, acest pigment
in conditiile studiate nu se implica in procesul de
stingere a radicalilor liberi, formati ca raspuns la
actiunea compusilor introdusi in mediu. In schimb,
se observa o corelare inversa destul de stransa intre
continutul ficocianinei si cel al dialdehidei maloni-
ce In biomasd, ceea ce ar putea exprima implicarea
acestui pigment in procesele de protectie antiradi-
calica la microalga rosie Porphyridium cruentum.

Concluzii

Rezultatele expuse in aceasta lucrare demon-
streaza ca in conditii de stres oxidativ, indus de acti-
unea compusilor coordinativi ai fierului cu potential
toxic nalt, are loc o modificare pronuntatd a com-
ponentei pigmentilor (B-carotenului, ficoeritrinei si
ficocianinei). In conditiile unei diminudri esentiale
a cantitatii de biomasa, 1n diferite variante se Inre-
gistreaza atat cresterea, cat si diminuarea cantitatii
de B-caroten, o diminuare a cantitatii de ficoeritrina
si o crestere a continutului de ficocianina in bioma-
sd. Corelarea negativa Tnalta intre continutul de fi-
cocianina si produsele peroxidarii lipidelor permite
sd afirmam implicarea acestui pigment in protectia
antiradicalica a celulelor la porfiridium in conditiile
experimentale analizate.
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