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jn ultimii ani, in screeningul de noi surse terapeutice sunt incluse materiile vegetale
non-conventionale — microalgele si cianobacteriile. Cianobacteria Spirulina platensis este
un obiect biotehnologic bine cunoscut, cele circa 250 de studii cu o vasta arie de cercetare
confirmand beneficiile terapeutice pozitive inregistrate la utilizarea ei. Principiile active din
spirulina, prin efectele lor determinate, sunt eficiente in prevenirea si combaterea alergiilor,
anemiei, cancerului, hepatotoxicitatii, maladiilor cardiovasculare, hiperglicemiei, imunode-
ficientei, proceselor inflamatorii gi in terapia antiretrovirala. Din spectrul vast de substante
bioactive al spirulinei, o sectiune aparte o formeaza fosfolipidele esentiale: fosfatidilinozi-
tolul si fosfatidilcolina — principii active polifunctionale, avdnd ca proprietati forte efectele
normolipemiante si antiaterogenice. Originea non-toxica, lipsa efectelor adverse la utilizarea
compusilor activi din spirulind, precum si posibilitatea operarii cu modele biotehnologice
originale, permite procesarea biomasei in vederea obtinerii remediilor polivalente noi.

Ateroscleroza este o patologie polietiologica ce determina cardiopatia ischemica si acciden-
tele cerebrovasculare, acestea constituind consecintele cele mai grave si prezentand cea mai
frecventd cauzé a mortalitatii de pe glob. La aparitia starilor aterosclerotice contribuie esential-
mente diferitele fractii de lipoproteine. Se stie ca lipoproteinele de densitate inalta, care constau
din aproximativ 50% de fosfolipide, poseda capacitatea de a inlatura colesterolul din peretii vase-
lor sangvine si tesuturi si de a-l transporta spre ficat pentru catabolizarea lui ulterioara.

Fosfolipidele esentiale Tsi realizeaza efectul pozitiv in dinamica aterosclerozei datoritd ca-
pacitatii lor de a ameliora fluiditatea membranelor si de a activa sistemele enzimatice in reticolul
endoplasmatic si mitocondrii. Fosfolipidele previn adgezia si agregarea trombocitelor si eritroci-
telor, fenomene induse de acumulari excesive ale colesterolului in membrane si/sau ale lipidelor
oxidate. De asemenea, fosfolipidele activeaza lipoproteinlipaza, ceea ce conduce la scindarea

Intellectus 1/2010 73



TEHNOLOGII INOVATIVE

majora intravasculara a hilomicronilor si lipoproteinelor cu densitate joasa (LDL) si, in consecinta,
la scaderea nivelului colesterolului si trigliceridelor. Drept urmare, din fragmentele de lipoproteine
scindate se sintetizeaza lipoproteinele cu densitate inalta (HDL). Parte componenta a monostra-
tului superficial al HDL, fosfolipidele, amplifica proprietatile acceptoare ale acestora — capacitatea
de acaparare a colesterolului din plasma sangvina, prin care regleaza transportul invers al coles-
terolului [1, 3, 5, 9].

Terapia antisclerotica este polivalenta si actioneaza eficient asupra tuturor componentelor
de risc: dislipidemia, disfunctia endoteliala, tromboza s.a., prin reducerea nivelului de colesterol,
stabilizarea placilor aterosclerotice, prevenirea ruperii acestora, precum si prin restabilirea func-
tiei endoteliale.

Tratamentul contemporan al aterosclerozei pledeaza pentru terapia combinata cu utilizarea
remediilor care diminueaza nivelul colesterolic prin alte mecanisme decat inhibarea sintezei lui
in ficat [2, p.161-178]. Tn calitate de astfel de remedii in terapia complexa a aterosclerozei pot
interveni preparatele pe baza de fosfolipide esentiale: fosfatidilcolina si fosfatidilinozitolul, extrase
prin tehnologii originale de procesare a biomasei de spirulind, bine cunoscuta drept o sursa im-
portanta de principii active polifunctionale.

Scopul cercetarilor I-a constituit elaborarea unei tehnologii eficiente de obtinere a com-
plexului de fosfolipide esentiale: fosfatidilinozitolul si fosfatidilcolina din biomasa de spirulina in
vederea explorarii lor in calitate de principii active ale unor noi remedii medicamentoase antiate-
rogenice.

MATERIALE SI METODE

Materii prime:

1) Biomasa nativa de spirulind, cultivata in conditii de stimulare a lipidogenezei [7] si

2) Biomasa pulbere de spirulina.

Metode de cercetare:

Extragerea lipidelor din biomasa de spirulind (materia prima 1 si 2) cu utilizarea amestecului
de solventi cloroform:etanol n raport de 2:1 pentru biomasa nativa si cu amestecul de solventi
cloroform-etanol:apa in raport de 2:1:0,8 pentru biomasa liofilizata. Ulterior solventii s-au inlaturat
si s-a determinat gravimetric cantitatea de lipide [4].

Separarea fosfolipidelor cu acetona. La 1 g lipide s-a adaugat 2 ml cloroform si 200 ml
acetona. Sedimentarea lipidelor polare s-a efectuat la 4°C timp de 24 de ore. Cantitatea lor s-a
determinat gravimetric [10].

Separarea fosfolipidelor s-a realizat prin cromatografie in strat subtire pe placi de silufol cu
utilizarea amestecului eluent n-hexan: eter dietilic:acid acetic glacial in raport 35:15:2 (v/v/v).
Fosfolipidele ramase la linia de start, Rf=0, s-au resolubilizat in cloroform si cantitatea lor s-a
determinat gravimetric [12].

Determinarea fosfolipidelor prin cromatografie in strat subtire (Nzai, 1998). S-a utilizat ames-
tecul de eluare cloroform:metanol:apa 75:25:3 (v/v/v). Developarea cromatogramelor s-a efectuat
cu vapori de iod. Identificarea fosfolipidelor s-a realizat prin utilizarea standardelor de fosfatidilco-
lina P3556 SIGMA si fosfatidilinozitol P5766 SIGMA.
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REZULTATE $I DISCUTII

Pentru obtinerea complexului de fosfolipide sunt utilizate un sir de procedee tehnologice,
care prevad extragerea lor din creier de bovine sau din peliculele de inserare a icrelor de stu-
rion [11, 13].

Tn primul caz, tehnologia prevede omogenizarea materiei prime cu acetona ricita, extra-
gerea complexului cu cloroform, filtrarea extractului si resuspendarea sedimentului in acetona,
filtrarea repetata, apoi solubilizarea sedimentului in amestec de cloroform cu etanol si sedi-
mentarea ulterioara a fosfolipidelor din amestec cu acetona (in raportul de 1,5-2,0:1). Ins3,
din cauza executarii procesului tehnologic in mai multe etape, durata totala a manipularilor se
apropie de 20 de ore, iar consumul de reagenti, in special al acetonei, este mare.

Tehnologia de obtinere a complexului de fosfolipide din peliculele de inserare a icrelor de
sturion include inghetarea-dezghetarea biomasei, omogenizarea ei, extragerea cu alcool etilic,
prelucrarea extractului cu hexan, filtrarea si uscarea produsului final. Conform tehnologiei in
cauza, pentru a spori randamentul si a reduce cantitatea de impuritati, extragerea se realizea-
za la inceput cu apa fierbinte (60-80°C) in proportii de 1:2-3 timp de 1-2 ore, iar dupa racirea
acesteia pana la 2-8°C extragerea se repeta cu alcool etilic racit (4-8°C) si acidulat pana la
pH 3,0-3,5. Tehnologia poate fi utilizatad, insa, pentru materii prime ce contin cantitati inalte de
lipide (cel putin 10%).

Biomasa de spirulina contine pana la 7% lipide, dintre care pana la 5% revin fosfolipidelor.
Fosfolipidele din spirulina constau in principal din fosfatidilcolind i cantitati minime de fosfa-
tidil-etanolamina, Tnsa tulpina de spirulind selectata pentru studii contine si fosfatidilinozitol,
care de asemenea este un principiu activ normolipemiant si antiaterogen forte si care formeaza
pana la 1% din suma lipidelor determinate in biomasa [6, 8].

In vederea stabilirii tipului de materie prima destinaté valorificarii biotehnologice, au fost
selectate doua variante de biomasa de spirulina: nativa si liofilizata. Extragerea lipidelor s-a
efectuat cu amestecul extractant cloroform:etanol, iar separarea fosfolipidelor — prin croma-
tografie in strat subtire. De asemenea, prin cromatografie in strat subtire s-a realizat si identi-
ficarea fosfolipidelor, iar developarea s-a efectuat cu vapori de iod. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1
Continutul de fosfolipide in diverse variante de biomasa
a tulpinii Spirulina platensis CNM CB-01

Materia prima Continutul Fosfolipidele componente (%, lipide)

de fosfolipide | Fosfatidil- Fosfatidil-

(%, Lipide) colina (%, Lipide) | inozitol (%, Lipide)
Biomasa nativa de spirulina 4,2 —4,8% 2,6 - 3,0% 0,8-1%
Biomasa liofilizata de spirulina 3,6 —4,0% 2,8-3.2% 0,6 -0,8%
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Fig. 1. Schema fluxului tehnologic de obtinere a fosfolipidelor esentiale din biomasa de spirulind

Aplicarea tehnologiei este avantajoasa economic, datorita utilizarii principiului extragerii sol-
ventului in combinare cu temperatura inalta, ceea ce asigura extragerea eficienta a lipidelor po-
lare din materia prima. Utilizarea pentru sedimentare a acetonei racite la temperatura de 0°C
asigura obtinerea unui complex fosfolipidic lipsit de alte ingrediente, inclusiv pigmentii care se
extrag cu etanol. De asemenea, datorita unui grad facil de exploatare, tehnologia poate fi inca-
drata in fluxurile tehnologice de producere industriala farmaceutica si biotehnologica a materiilor
prime si principiilor active cu proprietati terapeutice determinate.

(Cercetarile au fost realizate in cadrul Programului de Stat ,,Elaborarea si implementarea
preparatelor farmaceutice in baza utilizarii materiei prime locale” , conducdtor: dr. hab. in
farm., prof. univ. Victor Ghicavii).
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REZUMAT

@e mai mult de doua decenii cianobacteriile si microalgele constituie un subiect de cercetare
biotehnologica. Valorificarea cu succes a biomasei microalgale in calitate de materie prima non-
conventionala pentru industria biotehnologica si farmaceutica vine cu solutii deliberate noi in crearea
remediilor cu proprietati terapeutice determinate. Sirului de principii active de origine microalgala cu
astfel de proprietati i se asociaza fosfolipidele esentiale: fosfatidilcolina si fosfatidilinozitolul, compusi
cu activitate normolipemianta si antiaterogenica. Se propune o tehnologie de obtinere a complexului
de fosfolipide esentiale pe baza biomasei native de spirulind care, datorita unui grad facil de exploa-
tare, poate fi incadrata in fluxurile tehnologice de producere industriald farmaceutica si biotehnologi-
cd a materiilor prime si principiilor active cu proprietéti terapeutice determinate.
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ABSTRACT

%r over two decades microalgae and cyanobacteria are the subject of biotechnological re-
search. Successful use of microalgal biomass as nonconventional feedstock for biotechnological and
pharmaceutical industry brings new deliberate solutions in the creation of remedies with specific thera-
peutic properties. The string of active microalgal principles with such properties is joined by the essen-
tial phospholipids: phosphatidy! cholin and phosphatidyl inositol, compounds with normolipimiant and
antiaterogenic activity. It is proposed a technology for obtaining essential phospholipid complex on
native biomass of Spirulina, which due to high level of exploitation may be placed in the technological
flows of industrial and biotechnological pharmaceutical production of raw materials and active princi-
ples with specific therapeutic properties.

PE®EPAT

gyé npomsixeHuu 6onee d8yx decamunemuli yuaHobakmepuu U MUKPO80OOPOC/IU S8/1s1om-
cs npedmemom buomexHooaudecKkux uccnedosaHul. YcrneuwHoe ocgoeHue buomacchbl MUKPOBO-
dopocrieli 8 kKayecmee HempadUUUOHHO20 Cbipbsi 8 BUOMEXHOI02UYecKoU U chapmaueemuyeckol
MPOMBbILWIEHHOCMU MPUHOCUM HOBbIE pelweHUss 8 co30aHuUU meparnesmuyeckux /1eKapCmeeHHbIX
cpedcms. [Npednazaemcsi mexHono2usi Noy4YeHusi Komrnekca obuwjux ¢pocghonunudos8 Ha 0cCHoge
buomacch! criupynuHsl, Komopasi, briazo0apsi Ne2KoMy UCrofb308aHUK, Moxem bbimb 8HedpeHa 8
mexHono2u4Yeckue MomoKuU rPOMbILIEHHO20 rpousgodcmea thapmauesmu4yeckozo u buomexHo-
J102UHECKO20 ChIPbsi U aKMUBHbIX KOMITOHEHIMO8 C meparesmu4yecKuMu ceolicmaamul.
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