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PREFATA

Asigurarea metodologicd a cercetarii constituie piatra de temelie a
succesului in stiintd. Pornind de la acest postulat, ne-am pus drept scop
inmanuncherea mai multor protocoale de investigatii intr-0 culegere, ce ar
servi drept suport cercetatorilor, care isi realizeaza activitatea in domeniul
ficobiotehnologiei, dar si pentru intreprinderile biotehnologice preocupate de
producerea biomasei de cianobacterii, microalge si a produselor obtinute din
aceasta biomasa.

Culegerea data este destinata si tineretului studios — studentilor facultatilor
de biologie si tehnologii alimentare, farmaceutice, care insusesc pe durata
studiilor cursuri de metode analitice in domeniile respective.

Metodele de determinare a biomasei de cianobacterii si microalge sunt
adaptate pentru utilizare Tn cazuri particulare, pentru speciile recunoscute in
calitate de obiecte biotehnologice valoroase atat pe plan mondial, cat si
regional. Tn cercetare aplicarea metodelor de determinare a biomasei permite
de a aprecia adecvat rezultatele obtinute prin aplicarea altor metode analitice
prin raportarea componentelor identificate la unitate de biomasa. O asemenea
abordare asigurd o estimare obiectiva a efectelor elucidate in cercetarile
fundamentale din punct de vedere aplicativ, fiind posibila compararea diferitor
producitori si calcularea eficientei tehnologiilor elaborate. In procesul de
producere aceste metode permit de a realiza controlul in timp real al evolutiei
culturilor ficologice, aprecierea si pronosticarea rapidd a cantitatii de produs
obtinut in cadrul tehnologiilor simple sau integrate.

Calitatea biomasei ficologice este o caracteristica la fel de importanta ca si
cantitatea acesteia. De aceea, in aceasta culegere se acorda o atentie aparte
metodelor de determinare a componentelor majore si a celor functionale ale
biomasei de cianobacterii si microalge. Protocoalele incluse se referd la
grupurile de substante de interes stiintific si biotehnologic, care au o vasta arie
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de utilizare in diferite domenii — de la zoo- si fitotehnie la medicina
personalizata.

Cianobacteriile si microalgele sunt privite ca surse importante de
antioxidanti, producerea acestora pe cale naturald fiind o directie prioritard a
biotehnologiei moderne. In prezenta culegere o atentie deosebitd se acorda
metodelor de determinare a activitatii antioxidante si a capacitatii de implicare
a diferitor derivate din biomasa ficologica in procesele de oxido-reducere. Ca
si 1n cazul altor categorii de metode descrise mai sus, acest grup prezintd un
interes deosebit atat pentru studenti si cercetatori, cat si pentru producatori.

Siguranta biomasei ficologice este un criteriu de baza, care determina
posibilitatea utilizérii acesteia atat in consumul direct, cat si in calitate de
materie primi pentru obtinerea diferitor produse. In culegerea dati sunt
descrise metode care permit monitorizarea acestui parametru important, astfel
fiind acoperite toate domeniile de importanta majora in cercetarea si utilizarea

n producere a obiectelor ficologice.
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1. DETERMINAREA CANTITATII DE BIOMASA
CIANOBACTERIANA ST MICROALGALA

1.1 Metoda de determinare a biomasei cianobacteriei Arthrospira

platensis (spirulina)

Principiul metodei:

Principiul metodei spectrofotometrice de determinare a continutului de
biomasa 1n suspensia de spirulind constd in determinarea absorbantei
suspensiei colorate si stabile. Stabilitatea suspensiei se obtine prin dilutii.
Metoda a fost propusda n 1993 (Rudic, 1993). In prezent, metoda
spectrofotometrica este tot mai frecvent utilizata In aprecierea cantitatii de
biomasa cianobacteriand §i microalgald. Metoda este rapida si eficienta

(Michael, 2019; Santos-Ballardo, 2018).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei. Domeniul de
masurare 400 - 750 nm;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;

3. Balantd analitica cu limita maximald de cantarire 160 g, (eroarea de
masurare £ 0,0001 g);

4. Pompa cu vid,

5. Congelator cu temperatura de congelare - 20°C;

6. Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 ul sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

7. Exicator/Desicator;

8. Dulap de uscare. Diapazonul de temperaturi de la +50°C pani la + 350°C.



Vesela de laborator:

Vas din sticla pentru colectare Kitasato;

Péalnie Buchner conectata la pompa cu vid;

Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;
Eprubete din sticla cu volumul de 10 ml;

Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,5 ml;
Cilindru gradat cu volumul de 1000 ml cu eroarea absoluta + 5,0 ml;

Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

G N o 0 B w DN P

Bagheta din sticla.

Reagenti:
1. Apa distilatg;
2. Acetat de amoniu (C2H7NOy), chimic pur.

Prepararea reagentilor:
Solutia de acetat de amoniu de 1,5%. 1,5 g de C2H7NO: se dizolva in 50 ml
de apa distilata, dupa care amestecul se trece intr-un balon volumetric de 100

ml s se aduce pana la cotd cu apa distilata.

Determinarea continutului de biomasa:

1. Determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native de
spirulina la biomasa absolut uscata:

La finalizarea unui ciclu de crestere a culturii (ziua 6 - 7), in 10 eprubete
din sticla se introduc cate 10 ml suspensie de spirulind. Pentru fiecare proba
de spirulind se Inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 680 nm. Pentru
a evita eroarea masurarii absorbantei se procedeaza in modul urmator: din
fiecare proba se extrag eprubete din sticla cate 1,0 ml de suspensie de spirulina
la care se adauga cate 2,0 ml de apa distilata (se prepara trei repetari) dupa
care se citeste absorbanta, care nu va depasi valoarea de 0,3. Apoi, fiecare
proba de spirulind se filtreaza la instalatia de filtrare cu vid, pe un filtru de
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hartie demineralizat, in prealabil uscat la temperatura de 105 + 2°C pani la
masa constanta si cantarit. Fiecare proba de biomasa nativa se spala timp de 3
- 5 min cu solutia de acetat de amoniu de 1,5%, pentru a inlatura surplusul de
saruri de pe suprafata celulelor de spirulina. Ulterior, filtrele cu biomasa se
plaseaza in dulapul de uscare la temperatura de 105+2°C si Se usuca timp de o
ora, dupd care se racesc pana la temperatura camerei si Se cantaresc la balanta
analitica.

Calculul rezultatelor se face conform formulei: (B-C)/Asso-100 g/l, unde:
B - greutatea filtrului spalat si uscat; C - greutatea filtrului cu biomasa uscat
sl racit pana la temperatura camerei; Asgo - absorbanta suspensiei de spirulina
la 680 nm; 100 - coeficientul de recalcul pentru 1,0 | suspensie spirulind. Se
calculeaza coeficientul corelarii valorilor absorbantei la valorile masei absolut
uscate de spirulind (BAU) in g, conform formulei: K=C(g/l)/Asso, unde C
masa probei; Aego - valoarea absorbantei culturii de spiruling, Tnregistrata la
lungimea de unda de 680 nm.

2. Standardizarea biomasei de spiruling: Pentru ca in testele biochimice
si in procedurile de manipulare tehnologica se utilizeaza biomasa nativa de
spirulind, aceastd biomasa se aduce la 0 anumitd concentratie, numita standard
(care se calculeaza in mg/ml). Etapele de standardizare a biomasei dupa
concentratie sunt urmatoarele:

a) Masurarea volumului §i absorbantei suspensiei de spirulind.:

La finalul ciclului de cultivare (ziua 6 - 7) suspensia de spirulina se transfera
intr-un cilindru gradat si se masoara volumul acesteia. Apoi, in eprubete din
sticla se introduc cate 1,0 ml de suspensie de spirulina la care se adauga cate
2,0 ml de apa distilata (Se prepara trei repetari). Probele se amesteca si se
inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 680 nm cu utilizarea aplicatiei
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, pentru

care In formula calculului cantitativ se introduce valoarea coeficientului,



determinat pentru biomasa de spirulina. Absorbanta inregistrata trebuie sa fie
n limita valorilor de 0,1 - 0,3.

b) Colectarea i standardizarea dupa concentratie a biomasei de
spirulind: Dupa citirea absorbantei, volumul masurat de spirulina se trece prin
sistemul de filtrare. Pentru aceasta se monteaza sistemul de filtrare, care consta
din vasul din sticla pentru colectare Kitasato si palnia Buchner, conectat la
pompa cu vid. Biomasa de spirulina colectata pe filtrul de hartie se spala cu
solutie de acetat de amoniu de 1,5%, dupa care se aduce la volumul in care
biomasa de spirulind sa respecte concentratia de 10 mg/ml. Acest volum se
determina dupa urmatoarea formula: V2 =Aggo- K - V1/C, unde A - absorbanta
suspensiei de spirulina la 680 nm; K - coeficientul de recalcul a biomasei
native la biomasa de spirulina absolut uscatd; n - dilutia; V1 - volumul
biomasei dupa filtrare, ml; V2 - volumul la care se aduce proba de spirulina cu
apa la concentratia finala de 10 mg/ml; C - concentratia la care se
standardizeaza biomasa (in cazul dat 10 mg/ml). Se obtine proba de spirulina
standardizata la concentratia de 10 mg/ml.

3. Prepararea biomasei de spirulina pentru testele biochimice:

Pentru a asigura distrugerea peretelui celular al spirulinei si accesibilitatea
continutului de masa celulard, biomasa se congeleaza timp de 24 ore la
temperatura de la minus 10 pana la minus 30°C. La expirarea timpului de
expunere congelarii biomasa se plaseaza la temperatura camerei pentru 0 durata
de timp, in care se dezgheata complet. Apoi, biomasa se agita bine si se supune

procedurii de congelare - decongelare repetata de cel putin 5 ori.
1.2 Metoda de determinare a biomasei cianobacteriei Nostoc linckia

Echipament:
1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;
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Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

Balantd analiticd cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

Congelator cu temperatura de congelare - 20°C;

Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono-canal cu volumul fixat sau variabil;

Exicator/Desicator;

Dulap de uscare. Diapazonul de temperaturd + 50°C pana la + 350°C.

Vesela de laborator:

1. Eprubete din plastic gradate pentru centrifugare cu volumul de 10 ml;
2. Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,5 ml,;
3. Cilindru gradat cu volumul de 1000 ml cu eroarea absoluta + 5,0 ml;
4,
5
6

Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

. Creuzeta din portelan.

. Bagheta din sticla.

Reagenti:

1. Apa distilata;

2. Acetat de amoniu (C2H7NO2), chimic pur.

Prepararea reagentilor:

Solutia de acetat de amoniu de 2,5%. Cantitatea de 2,5 g de C2H7NO: se

dizolva in 50 ml de apa distilata, dupa care amestecul se trece intr-un balon

volumetric de 100 ml si se aduce pana la cotd cu apa distilata.

Determinarea continutului de biomasa:

1. Determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native de nostoc la

biomasa absolut uscata:
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La finalizarea unui ciclu vital de crestere al nostocului (ziua a 12-a), in 10
eprubete pentru centrifugare se introduc cate 10 ml suspensie de nostoc.
Pentru fiecare proba de nostoc se inregistreaza (in 3 repetari) absorbanta la
lungimea de unda de 590 nm. Pentru a evita eroarea masurarii absorbantei, din
fiecare proba se extrag in alte eprubete cate 1,0 ml de suspensie de nostoc la
care se adauga cate 2,0 ml de apa distilata (se prepara trei repetari), dupa care
se citeste absorbanta, care nu va depasi valoarea de 0,3 unitati. Apoi,
eprubetele cu cultura de nostoc se plaseaza in centrifuga si se centrifugheaza
la 2200 rpm timp de 15 min. Dupa supernatantul - lichidul cultural se inlatura,
lar biomasa nativa se spald repetat cu solutia de acetat de amoniu de 2,5%,
pentru a inlatura surplusul de saruri de pe suprafata celulelor de nostoc. Apoi,
biomasa se trece cantitativ cu solutia de acetat de amoniu de 2,5% (5 ml) Tn
creuzete din portelan Tn prealabil uscate la temperatura de 105 + 2°C, racite
pana la temperatura camerei si cantarite la balanta analitica. Creuzetele cu
biomasa de nostoc se usuca in dulapul de uscare la aceeasi temperatura pana
la masa constantd, se racesc pana la temperatura camerei si Se cantaresc la
balanta analitica.

Calculul rezultatelor se face conform formulei: (B-C)/Asg-100 g/l, unde:
B - greutatea creuzetei; C - greutatea creuzetei cu biomasa uscata si racita pana
la temperatura camerei; Asg - absorbanta suspensiei de nostoc la 590 nm; 100
- coeficientul de recalculare pentru 1,0 | suspensie. Se calculeaza coeficientul
corelarii valorilor absorbantei la valorile masei absolut uscate de nostoc (g)
conform formulei: K=C(g/l)/Asg, unde C masa probei; Asqoo - valoarea
absorbantei inregistrate la 590 nm.

2. Standardizarea biomasei de nostoc:

a) Masurarea volumului si absorbantei suspensiei de nostoc: La
finalizarea ciclului de cultivare (a 12-a zi), suspensia de nostoc se transfera
intr-un cilindru gradat si se masoara volumul acesteia. Apoi, Th eprubete din
sticla (sau din plastic pentru centrifugare) se introduc cate 1,0 ml de suspensie
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de nostoc la care se adauga cate 2,0 ml de apa distilata (se prepara trei
repetari). Probele se amesteca si se inregistreaza absorbanta la lungimea de
unda de 590 nm cu utilizarea aplicatiei QUANTITATIVE WORKSPACE din
dotarea spectrofotometrului pentru care, in formula calculului cantitativ se
introduce valoarea coeficientului, determinat pentru biomasa cianobacteriana.
Limita de valori pentru absorbanta inregistrata trebuie sa fie intre 0,1 - 0,3.

€) Colectarea si standardizarea dupa concentratie a biomasei de nostoc:
Volumul suspensiei de nostoc se centrifugheaza la 2200 rpm timp de 15 min.
Biomasa se separd de supernatant, dupa care se amestecad cu apa distilata in
cantitatea care corespunde volumului suspensiei cu concentratia de 10 mg/ml,
calculat pentru fiecare proba.Volumul suspensiei pana la care trebuie adusa
biomasa de nostoc pentru a obtine concentratia de 10 mg/ml se determind dupa
urmatoarea formulad: V2 =Asgo-K-1-V1/C, unde Asgo - absorbanta suspensiei
de nostoc; K - coeficientul de recalcul al biomasei native la biomasa de nostoc
absolut uscatd; y - dilutia; Vi- volumul biomasei dupa filtrare, ml; V2 -
volumul la care se aduce proba de nostoc cu apa la concentratia finala de 10
mg/ml; C - concentratia la care se standardizeaza biomasa (in cazul dat 10
mg/ml). Se obtine proba de nostoc standardizata la concentratia de 10 mg/ml.

3. Prepararea biomasei de nostoc pentru teste biochimice

Pentru a asigura distrugerea membranei celulare a cianobacteriei si
accesibilitatea continutului de masa celulara a nostocului, biomasa se congeleaza
timp de 24 ore la temperatura de la minus 10 pand la minus 30°C. La expirarea
timpului de expunere congelarii, biomasa se plaseaza la temperatura camerei
pentru o durata de timp in care se dezgheata complet. Apoi, biomasa se agita bine,

si se supune procedurii de congelare - decongelare inca de cel putin 5 ori.
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1.3 Metoda de determinare a biomasei microalgei verzi Dunaliella salina

Echipament:

1.
2.
3.

Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

Cuve din sticld cu drumul optic de 1 cm;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

Balanta analiticd cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

Congelator cu temperatura de congelare 18 - 20°C;

Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

Exicator/Desicator;

Dulap de uscare. Diapazonul de temperatura + 50°C pana la + 350°C.

Vesela de laborator:

N g s~ wDbh e

Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;
Eprubete pentru centrifugare cu volumul de 10 ml;

Creuzete din portelan;

Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,5 ml;
Cilindru gradat cu volumul de 1000 ml cu eroarea absoluta + 5,0 ml;
Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

Bagheta din sticla.

Reagenti:

1.
2.
3.
4.

Apa distilata,
Acetat de amoniu (C2H7NO), chimic pur;
Clorura de sodiu (NaCl), chimic pur;

Bicarbonat de amoniu (NH4)2.COs, chimic pur.
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Prepararea reagentilor:

1. Solutia de acetat de amoniu de 2,0%. 2,0 g C2H7NO: se dizolva in 50 ml
apa distilata, dupa care amestecul se trece intr-un balon volumetric de 100
ml si se aduce pana la cota cu apa distilata.

2. Solutia de clorura de sodiu de 3,0%. 3,0 g NaCl se dizolva in 50 ml apa
distilata, dupa care amestecul se trece intr-un balon volumetric de 100 ml
si se aduce pana la cota cu apa distilata.

3. Solutia de bicarbonat de amoniu de 25,0%. 25 g (NH4).COs se dizolva
in 50 ml apa distilata, dupa care amestecul se trece intr-un balon volumetric

de 100 ml si se aduce pana la cota cu apa distilata.

Determinarea continutului de biomasa:

1. Determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native de
dunaliela la biomasa absolut uscata:

La finalizarea unui ciclu de crestere a culturii (a 10-a zi), Tn 10 eprubete de
centrifugare se introduc cate 10 ml suspensie de dunalield. Pentru fiecare
proba de dunaliela se inregistreaza (in 3 repetari) absorbanta la lungimea de
unda de 680 nm in dilutia care sa asigure un nivel al valorilor absorbantei intre
0,1 si 0,3. Probele se centrifugheaza la 2200 rpm timp de 6 min. Biomasa
nativa se spala timp de 3 - 5 min cu solutia de clorura de sodiu de 3%, pentru
a inldtura urmele de cationi bivalenti (Ca?*, Md?*, Fe?*), dupi care biomasa se
spala cu solutie saturata de bicarbonat de amoniu pentru inlaturarea clorurii de
sodiu. Apoi, biomasa se spala (de 3 - 5 ori) cu solutia de acetat de amoniu de
2,0 %. Folosirea solutiei saturate de bicarbonat de amoniu si de acetat de
amoniu 1n scopul inldturdrii sarurilor asigurd integritatea membranelor
celulelor, care in caz de utilizare a apei distilate sunt supuse lizarii Tn rezultatul
stresului hipoosmotic. Aceasta permite de a evita pierderile de biomasa si

asigura un nivel Tnalt de precizie a metodei.

15



Biomasa de dunaliela se trece cantitativ cu solutia de acetat de amoniu de
2,0 % (5ml) in creozete din portelan (in prealabil uscate pana la masa
constanti si cantirite), care se usuci la temperatura de 105°C + 2°C pani la
masa constanta, dupa care Se racesc pana la temperatura camerei, Se cantaresc
la balanta analitica.

Calculul rezultatelor se face conform formulei: (B-C)/Asg0-100 g/l, unde
B - greutatea creozetei de portelan cu biomasa; C - greutatea creozetei de
portelan cu biomasa uscata si racitd pana la temperatura camerei; Aego -
absorbanta suspensiei de dunalield la lungimea de undd 680 nm; 100 -
coeficientul de recalculare pentru 1,0 | suspensie dunaliela. Se calculeaza
coeficientul corelarii valorilor absorbantei la valorile masei de dunaliela (g)
conform formulei: K=C(g/l)/Asso, unde C masa probei; Aego - valoarea
absorbantei Inregistrate la lungimea de unda 680 nm.

2. Standardizarea biomasei de dunaliela:

a) Masurarea volumului si absorbantei suspensiei de dunalield: La
finalizarea ciclului de cultivare (a 10-a zi), suspensia de dunaliela se transfera
ntr-un cilindru gradat si se masoara volumul acesteia. Apoi, Th eprubete din
sticla (sau din plastic pentru centrifugare) se extrage cate 1,0 ml suspensie
biomasa la care se adauga cate 2,0 ml apa distilata pentru asigurarea unui nivel
al valorilor absorbantei Tntre 0,1 si 0,3. Se prepara trei repetari pentru fiecare
proba. Se inregistreaza absorbanta la lungimea de unda 680 nm. Poate fi
utilizata aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului, pentru care in formula calculului cantitativ se introduce
valoarea coeficientului, determinat pentru biomasa de dunaliela.

b) Colectarea si standardizarea dupda concentratie a biomasei de
dunaliela: Volumul suspensiei microalgale se centrifugheaza la 2200 rpm
timp de 6 min. Biomasa nativa se spala timp de 3 - 5 min cu solutie de clorura
de sodiu de 3%, urmatd de procedura de spalare cu solutie saturatd de
bicarbonat de amoniu si cu solutie de acetat de amoniu de 2% (de 3 - 5 ori).
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Biomasa se spald din eprubeta cu apa distilata in cantitatea care corespunde
volumului suspensiei cu concentratia de 10 mg/ml calculat pentru fiecare
proba.

Volumul suspensiei pana la care trebuie adusa biomasa microalgald la
concentratia de 10 mg/ml se determind dupd urmatoarea formula:
V2=A-K'n-V1/C, unde Asgo - absorbanta suspensiei de dunalield; K -
coeficientul de recalculare al biomasei native la biomasa absolut uscata de
dunalield; 1 - dilutia; V1 - volumul biomasei dupa centrifugare, ml; V- -
volumul la care se aduce proba cu apa la concentratia finald de 10 mg/ml. Se
obtine proba de dunalield standardizata dupa concentratia biomasei de 10
mg/ml.

3. Prepararea biomasei de spirulina pentru testele biochimice: Pentru a
asigura distrugerea peretelui celular al dunalielei si accesibilitatea continutului de
masa celulara, biomasa se congeleaza timp de 24 ore la temperatura de la minus
10 pani la minus 30°C. La expirarea timpului de expunere congelirii, biomasa se
plaseaza la temperatura camerei pentru o durata de timp in care se dezgheata
complet. Apoi, biomasa se agitd bine si se supune procedurii de congelare -

decongelare repetatd de cel putin 5 ori.

1.4 Metoda de determinare a biomasei microalgei verzi Haematococcus

pluvialis

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Cuve din sticld cu drumul optic de 1 cm;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

4. Balanta analitica cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

5. Congelator cu temperatura de congelare - 20°C;
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6. Pipete de sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;
7. Exicator/Desicator;

8. Dulap de uscare. Diapazonul de temperaturi + 50°C pani la + 350°C.

Vesela de laborator:
. Eprubete din plastic gradate pentru centrifugare cu volumul de 10 ml;
. Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,5 ml;
. Cilindru gradat cu volumul de 1000 ml cu eroarea absoluta + 5,0 ml;

1
2
3
4. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;
5. Creuzeta din portelan;

6

. Bagheta din sticla.

Reagenti:
1. Apa distilatg;
2. Acetat de amoniu (C2H7NO2) chimic pur.

Prepararea reagentilor:
Solutia de acetat de amoniu 2,5%. 2,5 g CoH7NO:> se dizolva in 50 ml apa
distilatd, dupa care amestecul se trece Intr-un balon volumetric de 100 ml si se

aduce pana la cota cu apa distilata.

Determinarea continutului de biomasa:

1. Determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native de
hematococ la biomasa absolut uscata:

Tn 10 eprubete de centrifugare se introduc cate 10 ml suspensie de biomasa
de hematococ, faza mobila (verde). Pentru fiecare proba de hematococ se
inregistreaza (in 3 repetari) absorbanta la lungimea de unda de 680 nm Tn
dilutia care sa asigure un nivel al valorilor absorbantei intre 0,1 si 0,3. Probele

se centrifugheaza la 2200 rpm timp de 10 min. Biomasa nativa se spala de 3
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ori cu solutia de acetat de amoniu de 2,5%. Dupa, biomasa de hematococ se
trece cantitativ cu solutia de acetat de amoniu de 2,5% (5ml) in creozete (in
prealabil uscate si cantarite), care se plaseaza in dulapul de uscare si Se usuca
la temperatura de 105°C + 2°C pani la masi constanti. Probele se ricesc pani
la temperatura camerei si se cantaresc la balanta analitica.

Calculul rezultatelor se face conform formulei: (B-C)/Ass0-100 g/l, unde B
- greutatea creozetei din portelan cu biomasa microalgala; C - greutatea
creozetei din portelan cu biomasa uscata si racita pana la temperatura camerei;
A - absorbanta suspensiei de hematococ la 680 nm; 100 - coeficientul de
recalcul pentru 1 | suspensie microalgala. Se calculeaza coeficientul corelarii
valorilor absorbantei la valorile masei de hematococ, faza verde (g) conform
formulei: K=C(g/l)/Asso, unde C - masa probei; Aego - valoarea absorbantei
inregistrate la 680 nm.

3. Colectarea, standardizarea dupa concentratie si prepararea pentru
testele biochimice a biomasei de hematococ, faza verde:

Suspensia de hematococ obtinuta la finalul fazei mobile se masoara pentru
a stabili volumul acesteia. Din fiecare vas cu suspensia de microalga se
prepara probele pentru inregistrarea absorbantei. In eprubete din sticla se
extrage cate 1,0 ml de suspensie de biomasa la care se adauga cate 2,0 ml de
apa distilata pentru asigurarea unui nivel al valorilor absorbantei intre 0,1 si
0,3. Se prepara trei repetari pentru fiecare proba. Se Inregistreaza absorbanta
la lungimea de unda 680 nm. Poate fi utilizatd aplicatia QUANTITATIVE
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, pentru care in formula de
calcul cantitativ se introduce valoarea coeficientului, determinat pentru
biomasa de hematococ.

Volumul suspensiei microalgale se centrifugheaza la 2200 rpm timp de 10
min. Biomasa nativa se spala cu solutie de acetat de amoniu 1,5%. Biomasa
se spald din eprubeta cu apa distilata in cantitatea care corespunde volumului
suspensiei cu concentratia de 10 mg/ml calculat pentru fiecare proba. Volumul
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suspensiei pana la care trebuie adusa biomasa microalgala la concentratia de
10 mg/ml se determind dupa urmatoarea formula: V2=Asgo-K-1-V1/C, unde
Aegsgo - absorbanta suspensiei de hematococ; K - coeficientul de recalculare a
biomasei native de hematococ la biomasa absolut uscatd; n - dilutia; Vi-
volumul biomasei dupa centrifugare, ml; V2 - volumul la care se aduce proba
cu apa la concentratia finald de 10 mg/ml. Se obtine proba de hematococ, faza
mobila, standardizata la concentratia de 10 mg/ml.

Biomasa microalgala, pentru analize biochimice, se colecteaza intr-un vas
din plastic si se supune procedurii de congelare - decongelare cel putin de 6

ori in scopul distrugerii peretelui celular.

Determinarea continutului de biomasa, faza cisti bruni, faza cisti rosii:

1. Determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native de
hematococ la biomasa absolut uscata:

Tn 10 eprubete de centrifugare se introduc cate 10 ml suspensie de biomasa
de hematococ in stadiul palmeloid (cisti bruni) sau cel de aplanospor (cisti
rosii). Pentru fiecare proba de hematococ se Inregistreaza (in 3 repetari)
absorbanta la lungimea de unda respectiva in dilutia care sa asigure un nivel
al valorilor absorbantei intre 0,1 si 0,3. Lungimea de unda pentru faza bruna
este de 480 nm si de 565 nm pentru faza de aplanospori. Se va evita
sedimentarea biomasei. Probele cu culturda microalgala se centrifugheaza la
2200 rpm timp de 5 min. Biomasa nativa se spala de 3 ori cu apa distilata.
Ulterior, biomasa de hematococ se trece cantitativ cu o cantitate (5 ml) de apa
distilata in creozete (in prealabil uscate si cantarite), se plaseaza in dulapul de
uscare si se usuci la temperatura de 105°C + 2°C pani la masi constanti, dupa
care se racesc pana la temperatura camerei Se cantaresc la balanta analitica.

Calculul rezultatelor se face conform formulei: (B-C)/A-100 g/l, unde B -
greutatea creozetei din portelan cu biomasa microalgala; C - greutatea

creozetei din portelan cu biomasa uscata si racita pana la temperatura camerei;
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A - absorbanta suspensiei de hematococ la 480 nm pentru faza bruna si 545
nm pentru faza rosie; 100 - coeficientul de recalcul pentru 1,0 | de suspensie
microalgala. Se calculeaza coeficientul corelarii valorilor absorbantei la
valorile masei de hematococ faza bruna sau faza rosie (g) conform formulei:
K=C(g/l)/A, unde C - masa probei; A - valoarea absorbantei, inregistrata la
lungimile de unda specifica fazei ciclului de dezvoltare al microalgei.

2. Colectarea, standardizarea dupa concentratie si prepararea pentru
testele biochimice a biomasei de hematococ, faza cisti bruni, cisti rosii:
Suspensia de hematococ obtinuta la finalul fazei in studiu se masoara pentru
a stabili volumul acesteia. Din fiecare vas cu suspensia microalgala se prepara
probele pentru inregistrarea absorbantei. In eprubete din sticla se extrag cate
1,0 ml de suspensie de biomasa la care se adauga cate 2,0 ml de apa distilata.
Se prepara trei repetari pentru fiecare proba. Se inregistreaza absorbanta la
lungimea de unda de 480 nm pentru cultura de hematococ colectata in faza
cisti bruni sau 565 nm pentru faza cisti rosii (intervalul de valori masurate va
fi intre 0,1 si 0,3). Poate fi utilizatd aplicatia QUANTITATIVE
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, pentru care in formula
calculului cantitativ se introduce valoarea coeficientului, determinat pentru
biomasa de hematococ.

Volumul suspensiei microalgale se centrifugheaza la 2200 rpm timp de 5
min. Biomasa nativa se spala cu apa distilata. Biomasa se trece din eprubeta
cu apa distilatd in cantitatea care corespunde volumului suspensiei cu
concentratia de 10 mg/ml calculat pentru fiecare proba. Volumul suspensiei
pana la care trebuie adusa biomasa microalgala la concentratia de 10 mg/ml
se determina dupa urmétoarea formula: V> =A-K-1-V1/C, unde A - absorbanta
suspensiei de hematococ pentru faza de cisti in studiu; K - coeficientul de
recalculare al biomasei native de hematococ la biomasa absolut uscata ; 1 -
dilutia; Vi- volumul biomasei dupa centrifugare, ml; V2 - volumul la care se
aduce proba cu apa la concentratia finala de 10 mg/ml. Se obtine proba de
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hematococ, faza brund sau faza rosie, standardizatd la concentratia de 10
mg/ml.

Biomasa standardizata de hematococ, cisti bruni sau aplanospori (10
mg/ml), se centrifugeaza timp de 5 min la 2200 rpm. La probele de biomasa,
rezultate dupa centrifugare, se adauga a cate 1,0 ml solutie de acid clorhidric
de 0,1M. Suspensia obtinuta se supune incubarii pe baia de apa la temperatura
de 90°C timp de 10 min. Probele se ricesc sub jet de api rece. Acidul se
inlatura prin decantare. Biomasa supusa hidrolizei se spala cu apa distilata.
Pentru aceasta in eprubetele cu biomasa supusa hidrolizei se adauga 6 - 7 ml
de apa distilata. Eprubeta se agitd, iar apa se elimina prin decantare (cistii
ramén in sediment). Procedura se repeta de trei ori. Dupa a treia spalare,
biomasa se separa prin centrifugare la 2400 rpm timp de 3 min. Biomasa poate

fi utilizata in continuare pentru testele biochimice.

1.5 Metoda de determinare a biomasei microalgei rosii Porphyridium

cruentum

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantet,

2. Cuve din sticld cu drumul optic de 1 cm;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

4. Balanta analitica cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de

masurare + 0,0001 g;

o

Congelator cu temperatura de congelare - 20°C;

6. Pipete de sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

7. Exicator/Desicator;

8. Dulap de uscare. Diapazonul de temperaturd + 50°C pani la + 350°C.
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Vesela de laborator:
. Eprubete din plastic gradate pentru centrifugare cu volumul de 10 ml;
. Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta & 0,5 ml;
. Cilindru gradat cu volumul de 1000 ml cu eroarea absoluta + 5,0 ml;

1
2
3
4. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;
5. Creuzeta din portelan;

6

. Bagheta din sticla.

Reagenti:
1. Apa distilata;
2. Acetat de amoniu (C2H7NOz), chimic pur.

Prepararea reagentilor:
Solutia de acetat de amoniu de 2,0%. Cantitatea de 2,0 g C2H/NO; se
dizolva in 50 ml de apa distilata, dupa care amestecul se trece intr-un balon

volumetric de 100 ml si se aduce pana la cotd cu apa distilata.

Determinarea continutului de biomasa:

1. Determinarea coeficientului de recalcul al biomasei native de
porfiridium la biomasa absolut uscata:

Tn 10 eprubete pentru centrifugare se introduc cate 10 ml suspensie de
porfiridium (varsta culturii - 14 zile). Pentru fiecare proba de porfiridium se
inregistreaza (in 3 repetari) absorbanta la lungimea de unda de 545 nm in
dilutia, care s asigure un nivel al valorilor absorbantei intre 0,1 si 0,3. Probele
se centrifugheaza la 2200 rpm timp de 10 min. Biomasa nativa se spala de 3
ori cu solutie de acetat de amoniu de 2,0% pentru a inlatura surplusul de saruri
de pe suprafata celulelor. Apoi biomasa de porfiridium se trece cantitativ, cu
o cantitate (5ml) de solutie de acetat de amoniu de 2,0%, in creozete (in

prealabil uscate si cantarite), care se plaseaza in dulapul de uscare si se usuca
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la temperatura de 105°C + 2°C pani la masi constanti, dupi ce se ricesc pani
la temperatura camerei si se cantaresc la balanta analitica.

2. Calcularea rezultatelor se face conform formulei: (B-C)/Asas100 g/l,
unde B - greutatea creuzetei; C - greutatea creuzetei cu biomasa uscata si racita
pana la temperatura camerei; Asss - absorbanta suspensiei de porfiridium la
545 nm; 100 - coeficientul de recalcul pentru 1,0 | de suspensie microalgala.
Se calculeaza coeficientul corelarii valorilor absorbantei la valorile masei de
porfiridium (g) conform formulei: K=C(g/l)/Asss, unde C - masa probei; Asas
— valoarea absorbantei inregistrata la 545 nm.

2. Colectarea, standardizarea dupa concentratie si prepararea pentru
testele biochimice a biomasei de porfiridium. Suspensia de porfiridium,
obtinutd in rezultatul experientelor, se madsoara pentru a stabili volumul. Din
fiecare vas cu suspensia de porfiridium se prepara probele pentru inregistrarea
absorbantei. In eprubete de sticla se iau a cate 1,0 ml suspensie de biomasi la
care se adauga 2,0 ml apd distilatd. Se prepard trei repetdri pentru fiecare
proba. Se inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 545 nm cu utilizarea
aplicatieit QUANTITATIVE WORKSPACE din dotatia spectrofotometruluti,
pentru care in formula calculului cantitativ se introduce valoarea
coeficientului determinat pentru biomasa microalgala.

Volumul suspensiei de porfiridium se centrifugheaza la 2200 rpm timp de
10 min. Biomasa se separa de supernatant si se spala cu apa distilata in
cantitatea care corespunde volumului suspensiei cu concentratia de 10 mg/ml
calculat pentru fiecare proba.

Volumul suspensiei pana la care trebuie adusa biomasa de porfiridium la
concentratia de 10 mg/ml se determinda dupa urmatoarea formula:
V2=Ass5-K-1-V1/C, unde Asss - absorbanta suspensiei de porfiridium; K -
coeficientul de recalculare al biomasei de porfiridium la biomasa absolut
uscatd; 1 - dilutia; V1 - volumul biomasei dupa filtrare, ml; V2 - volumul la
care se aduce proba cu apa la concentratia finald de 10 mg/ml. Se obtine proba
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de porfiridium standardizata la concentratia biomasei de 10 mg/ml.

Pentru a asigura distrugerea peretelui celular al porfiridiumului si
accesibilitatea continutului de masa celulara, biomasa se congeleaza timp de 24
ore la temperatura de la minus 10 pana la minus 30°C. La expirarea timpului de
expunere congelarii, biomasa se plaseaza la temperatura camerei pentru o durata
de timp in care biomasa se dezgheata complet. Dupa, biomasa se agita bine, si se
supune procedurii de congelare - decongelare de cel putin 5 ori. Biomasa

prelucrata se utilizeaza pentru efectuarea testelor biochimice.
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2. DETERMINAREA COMPONENTELOR BIOLOGIC ACTIVE IN
BIOMASA CIANOBACTERIILOR S1 MICROALGELOR

2.1  Determinarea continutului de proteine

Principiul metodei:

Se utilizeaza Metoda Lowry, care are la baza doua reactii diferite. Tn mediu
alcalin ionii Cu?* formeazi un complex cu legiturile peptidice reducandu-se
la Cu™. Tonii de cupru monovalenti reactioneaza cu reagentul Folin - Ciocalteu
(acid fosfomolibdenic cu fenol) formand un produs instabil, care se transforma
in albastru de molibden cu o absorbtie maximald la 750 nm. Cresterea
absorbtiei la 750 nm este proportionala cu concentratia de proteine. Metoda
este foarte sensibild la prezenta agentilor reducatori straini in solutie. Prima
reactie constd in formarea complexului cuprului cu legaturile amidice
(peptidice), urmatd de reducerea cuprului in conditii alcaline. Produsul
rezultat se numeste cromofor biuret, care este stabilizat prin adaugarea de
tartrat (Gornall, 1949). A doua reactie este reducerea reactivului Folin -
Ciocalteu de catre complexul cuprului redus (obtinut in prima reactie) cu
legdturi amidice, precum si cu reziduuri de aminoacizii tirozina si triptofanul.
Reactivul Folin - Ciocalteu in forma redusa are o culoare albastra (violet), prin
urmare, este detectat spectrofotometric. Conform intensitatii culorii solutiei se
determina concentratia proteinelor (Lowry, 1951). Sensibilitatea metodei este

de 2 pg/ml. Limitele concentratiilor determinate sunt de la 5 la 500 pg/ml.

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei. Domeniul de
masurare 400 - 750 nm. Principiul spectrofotometriei VIS se bazeaza pe legea
Lambert - Beer (Marczenco, 2000). Aceasta lege prevede, ca cantitatea de

lumina absorbitd de catre o solutie coloratd este expresia unei functii
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exponentiale a concentratiei si a lungimii de unda in raport cu acea solutie.

Calibrarea metodei pentru o anumita substanta implica douad etape distincte:

a) Se determind maximul de absorbtie al substantei respective efectuand

un scanning al lungimilor de unda in concordanta cu culoarea acesteia;

b) Se determina relatia dintre concentratia substantei luata pentru analiza

(sau a produsului rezultat, daca este vorba de o reactie de culoare) si absorbtie.

Aceasta determinare se face la lungimea de unda ce corespunde maximului de

absorbtie, determinat la prima etapa.

1.
2.
3.

Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

Balanta analitica cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

Balanta analitica cu limita maximald de cantarire 500 g, eroarea de
masurare + 0,001 g;

Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

Vortex mixer de laborator.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 50 ml cu eroarea absoluta = 0,05 ml;

2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml cu capace;

3. Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,5 ml;

4. Cilindru gradat cu volumul de 20 ml cu eroarea absoluta + 0,2 ml,;

5. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

6. Bagheta din sticla.

Pregatirea vaselor:

Toate vasele se spala bine cu o perie moale cu bicarbonat de sodiu si se clatesc

cu apa distilata. Vasele sunt uscate intr-un dulap de uscare. n lucru se folosesc

numai vase uscate.
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Reagenti:

1.
2.

Sulfat de cupru pentahidrat (CuSO4-5H20), chimic pur;
Tartrat de sodiu si potasiu tetrahidrat (C4HsO¢KNa-4H.0), chimic pur.
Poate fi utilizat tartratul de potasiu sau de sodiu. Tartratul poate fi substituit

cu citrat de sodiu NasCsHsO7, chimic pur;

. Carbonat de sodiu (Na2COs), chimic pur;
. Hidroxid de sodiu (NaOH), chimic pur.

. Reagent Folin - Ciocalteu 2N, Merck. Reactivul fenol genereaza cromogeni

care dau absorbantdi maximald Tntre 550 - 750nm. Tn mod normal,
absorbanta la 750 nm sau la 660 nm (doua maxime de absorbtie) sunt
utilizate pentru a cuantifica concentratiile de proteine intre 1 - 100 mg/ml,
in timp ce absorbanta la 550 nm este utilizatd pentru a cuantifica

concentratiile mai mari de proteine;

. Albumina serica bovina, grad puritate >99,8%;
. Apa distilatg;

. Alcool etilic de 96% pentru prelucrarea cuvelor.

Prepararea reagentilor:

1. Reagentul A:

Se prepara solutia de 0,1N hidroxid de sodiu. Pentru aceasta 0,4 g NaOH

se dizolva in apa distilata intr-un balon cotat cu volumul de 100 ml.

Se prepara solutia de carbonat de sodiu de 2%. Pentru aceasta 2 g Na,CO3

se dizolva intr-un volum mic de hidroxid de sodiu de 0,1N, dupa care volumul

solutiei se aduce la 100 ml cu aceeasi solutie de hidroxid de sodiu. Solutia este

valabila timp de 30 zile.

2. Reagentul B:
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Se prepara solutia de sulfat de cupru de 0,5% 1in tartrat de sodiu si/sau de
potasiu de 1%. 1 g tartrat de sodiu si/sau potasiu se dizolva in 40 ml apa
distilata. 0,5 g sulfat de cupru se dizolva in 40 ml apd distilatd. Solutiile
obtinute se amestecd si se aduce volumul la 100 ml cu apa distilata. Solutia
obtinutd este transparentd. Solutia este valabild timp de 60 zile.

3. Reagentul C:

Reagentul C se obtine prin amestecarea a 49 ml reagent A cu 1 ml reagent
B. Solutia este utilizatd in aceeasi zi. Cantitatea de lucru a reagentului C se
determina in dependentda de numarul probelor supuse analizei.

4. Reagentul D:

Se prepara solutia reagent Folin - Ciocaleu de 0,1 N. Se dizolva reagentul
Folin - Ciocalteu cu apa distilata in raport de 1/3 v/v. Solutia este utilizatd in
aceeasl zi.

5. Solutia stoc de albumina serica bovina:

Se cantaresc 25 mg albumina serica bovina si se trec cantitativ intr-un balon
cotat cu volumul de 50 ml. Albumina se dizolva treptat, prin agitare lenta in
0,1N hidroxid de sodiu.

Comentariu. Nu este necesar sa se prepare proba exact din 25 mg.
Concentratia solutiei stoc poate fi diferita, dar de preferinta aproape de 500
ug/ml. De obicei, concentratia solutiei initiale este selectata in dependenta de
materialul cantarit si continutul de proteine Th materialul biologic luat pentru
analiza.

Prepararea reagentului Folin - Ciocalteu: Se cantaresc 10 g de
Na;WQO4-2H20 (recristalizat) si 2,5 g de NazM0O4-2H>0. Reagentii se trec
intr-un balon cu fund rotund de 200 - 250 ml, se adauga 70 ml apa distilata si
se amesteca bine. La solutia rezultata se adauga 5 ml de solutie de acid fosforic
de 85% si 10 ml de HCI concentrat. Balonul este conectat la un condensator
cu reflux pentru 10 ore. La solutia rezultata se adauga 15 g de Li>SO4, 5 ml de
apd Cu o picatura de brom. Solutia obtinuta se agita si se Incalzeste timp de 5
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min pentru a indeparta bromul. Procedura decurge in conditii de ventilare.
Dupa racire amestecul se completeaza pana la 100 ml cu apa, se filtreaza si se
dilueaza de doua ori cu apa distilata, astfel incat sa se obtina o solutie de acid

IN. Reactivul se pastreaza intr-un vas din sticla intunecata mai mult timp.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic al rezultatului
privind continutul de proteine din esantion, se efectueaza 3 masurari. Prin
urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare 3 eprubete pentru
hidroliza alcalina si 3 eprubete pentru reactia directa pentru proteine. In plus,
sunt necesare trei eprubete pentru proba control sau oarba. Eprubetele sunt in
prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor pentru hidroliza alcalina. Biomasa standardizata
(10 mg/ml) este supusa procedurii de congelare - decongelare cel putin de 6
ori pentru a distruge peretele celular. Din fiecare proba, pentru analiza (in trei
eprubete), se colecteaza cate 0,1 ml biomasa.

3. Hidroliza alcaling. La fiecare dintre eprubetele numerotate cu biomasa
deja turnatd se adaugda 0,9 ml solutie de NaOH 0,1N, se amestecd pe un

agitator si se lasa pentru 30 min la temperatura camerei.

Determinarea continutului de proteine:

1. Reactia Biuret + reactivul Folin - Chocalteu. Dupa expirarea a 30 min,
din hidrolizatul alcalin se iau 0,2 ml si se introduc intr-o eprubetd pentru
reactia directd la proteind. La volumul de 0,2 ml hidrolizat se adauga 0,8 ml
apa distilata. Volumul de lucru este de 1 ml la care se adauga 1,5 ml solutie
C. Amestecul obtinut se agita si este expus pentru 10 min la temperatura
camerei. Dupa expirarea a 10 min se adauga 0,5 ml solutie D. Amestecul
obtinut se agitd intens cu ajutorul unui vortex dupa care se expune pentru 45 -

50 min la intuneric la temperatura camerei. Dupd expirarea timpului se
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masoara absorbanta probelor la lungimea de unda de 750 nm fata de proba
oarba.

2. Proba oarba. La 1 ml apa distilata se toarnd 1,5 ml reactiv C, amestecul
se agita, dupa 10 min de expunere la temperatura camerei se adauga 0,5 ml
reactiv D si se agitd energic. Dupa 45 - 50 de min de expunere in conditii
identice probelor, aceastda proba este utilizatd ca referinta la masurarea
probelor care contin proteine.

3. Construirea curbei de calibrare. Curba de calibrare se construieste in
baza unor dilutii succesive (in trei repetari) ale solutiei stoc de albumina serica
bovina. Se iau cate 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml...0,9 ml din solutia standard de
albumina serica bovina. Volumul probelor se aduce la 1,0 ml cu apa distilata.
La 1 ml solutie rezultata se adauga 1,5 ml solutie C, se agitd si dupa 10 min
de expunere la temperatura camerei se adauga 0,5 ml solutie D. Amestecul se
agita energic. Dupa 45 - 50 de min de expunere la intuneric la temperatura
camerei se inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 750 nm Tn raport
Cu proba oarba. Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din
dotarea spectrofotometrului. Se verifica r?, pentru care valoarea acceptati este
de 0,99. Dupi fixarea valorii r’=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K,
utilizat in calculul cantitativ al proteinei.

Formula de calcul este K=C/E7s0, unde C este concentratia proteinei mg/ml,
E - absorbanta probei la 750 nm. Curba de calibrare se construieste la fiecare
determinare sau o data la trei luni.

4. Calculul continutului cantitativ de proteine in probe se efectueaza:

a) In baza coeficientului determinat din curba de calibrare, se aplica
formula de calcul: C = A750-K-1-100/m, unde C — continutul de proteina in
biomasa (%); Arso - absorbanta la 750 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg
proteina/ml probad) determinat din curba de calibrare; n - dilutia; 100 -
coeficientul de trecere la %; m - masa probei pentru analiza, mg. In cazul dat,
absorbanta probelor experimentale se inregistreazd cu aplicatia

31



PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar
calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt
program de calcul,

b) Absorbanta probelor experimentale se poate inregistra, utilizand
aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului,
unde valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului.
Se obtin valorile continutului de proteine in probe. Calculul statistic este

realizat in baza programelor de calcul existente.

2.2  Determinarea continutului de glucide cu utilizarea reagentului

antron

Principiul metodei:

Metoda are la baza descompunerea carbohidratilor in monozaharide intr-
un mediu puternic acid, urmatd de deshidratarea lor si formarea de
hidroximetilfurfural, care formeaza in reactia cu reagentul antron (9(10H)-
antracenona, C14H100) un compus complex verde - albastrui. Dependenta
corelationald a intensitatii culorii de continutul de glucide din proba analizata
este observata in intervalul concentratiei de monozaharide 0,02 - 0,20 mg/ml.

(Hedge, 1962). Metoda este utilizata in algologie (Fiset, 2017).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei. Domeniul de
masurare 400 - 750 nm;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;

3. Balantd analitica, cu limita maximala de cantarire 160 g, eroarea de
masurare = 0,0001 g;

4. Balanta analitica, cu limita maximalad de cantarire 500 g, eroarea de

masurare + 0,001 g;
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5. Baie de apa;
6. Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 ul sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

7. Vortex mixer de laborator;

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 50 ml cu eroarea absoluta + 0,05 ml;

2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml. Pentru a
exclude evaporarea apei din eprubetd in timpul hidrolizei, se folosesc
capace speciale pentru procesul de fierbere;

Cilindru gradat cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,5 ml,;
Cilindru gradat cu volumul de 20 ml cu eroarea absoluta + 0,2 ml;

Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

o g bk~ w

Bagheta din sticla.

Reagenti:

1. Acid sulfuric concentrat (H2SO4), chimic pur;
2. Reagent antron (9(10H) - antracenona, C14H100), chimic pur;
3. D - glucoza, grad puritate > 98%;

4. Apa distilata,

5. Alcool etilic de 96% pentru prelucrarea cuvelor.

Prepararea reagentilor:

1. Reagentul Antron: 50 mg antron se dizolva in 100 ml acid sulfuric de
66%. Solutia obtinuta se expune la intuneric pentru 4 ore.

2. Solutia stoc de glucoza: 0,01 g D - Glucoza se trec intr-un balon cotat cu
volumul de 100 ml si se dizolva in 50 ml apa distilata la agitare lenta timp
de 10 - 20 min. Dupa dizolvarea completa a glucozei, volumul este adus la

cota.
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Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statisticd a rezultatului
privind continutul de glucide din esantion, se efectueaza 3 masurari paralele.
Prin urmare, pentru fiecare proba analizatd sunt necesare 3 eprubete pentru
hidroliza acida si 3 eprubete pentru proba control. Eprubetele sunt in prealabil
numerotate.

2. Pregatirea probelor pentru hidroliza acida. Biomasa standardizata (10
mg/ml) este supusa procedurii de congelare - decongelare cel putin de 6 ori
pentru a distruge peretele celular. Biomasa supusa analizei este diluata de 10
ori. Din fiecare proba se colecteaza volumul de 0,2 ml biomasa care este

introdus in eprubeta (trei eprubete).

Determinarea continutului de glucide:

1. Pregatirea probelor experimentale. La 0,2 ml biomasa diluata de 10 ori
se adaugad cu precautic 2,0 ml de reagent antron. Procedura se efectucaza
foarte precaut pe gheatd. Amestecul se supune agitarii timp de 10 min la
temperatura camerei. Probele obtinute in asa fel se plaseaza pe baia de apa la
100°C pentru 10 min. Probele sunt acoperite cu cipicele pentru fierbere.
Probele se racesc sub apa curenta rece si Se expun la intuneric, la temperatura
camerei pentru 30 min. Dupa expunere, se inregistreaza absorbanta probelor
la lungimea de unda de 620 nm Tn raport cu proba oarba.

2. Pregatirea probei oarbe. Se amesteca 0,2 ml apa distilata cu 2,0 ml
reagent antron. Procedura se efectueaza foarte precaut pe gheata. Amestecul
se expune la temperatura camerei pentru 10 min. Proba obtinuta in asa fel se
plaseaza pe baia de api la 100°C timp de 10 min. Dupa, proba se riceste sub
apa curenta rece si se expune la intuneric, la temperatura camerei pentru 30
min. Dupa expunere proba este utilizata in calitate de referinta la masurarea

probelor experimentale.
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3. Construirea curbei de calibrare. Curba de calibrare se construieste in
baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de glucoza. Probele sunt
preparate corespunzator in triplicat. Se iau 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml....0,9 ml din
solutia standard de glucoza. Volumul probelor se aduce la 1 ml cu apa distilata.
Din fiecare proba de glucoza se iau 0,2 ml la care se adaugd 2,0 ml solutie
antron. Amestecul se agita si se expune la temperatura camerei pentru 10 min.
Probele se expun la fierbere pe baia de apa la 100°C pentru 10 min. Dupa
hidroliza si racirea probelor pand la temperatura camerei, se inregistreaza
absorbanta la lungimea de unda de 620 nm in raport cu proba oarba.

Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului. Se verifica r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99.
Dupi fixarea valorii r’=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat
n calculul cantitativ al glucidelor. Formula de calcul este K=C/As20, unde C -
concentratia glucozei n probe, mg/ml, A - absorbanta probei la 620 nm. Curba
de calibrare se construieste de fiecare data cand sunt preparati reagentii.

4. Calculul continutului cantitativ de glucide Tn probe se efectueaza:

a) In baza coeficientului determinat experimental, se aplica formula de
calcul: C=Ag20-K-1n-100/m, unde C - continutul de glucide Tn biomasa (%);
As20 - absorbanta la 620 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg glucide/ml
proba) determinat din curba de calibrare; 1 - dilutia; 100 - coeficientul de
trecere la %; m - masa probei pentru analizi, mg. In cazul dat, absorbanta
probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si
calculul statistic este realizat in Excel sau ntr-un alt program de calcul;

b) Absorbanta probelor experimentale Se poate inregistra si cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile continutului de glucide in probe. Calculul statistic este realizat in baza
programelor de calcul existente.
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2.2.1 Determinarea continutului de polizaharide sulfatate

Principiul metodei:

Metoda este bazata pe legarea gruparilor anionice carboxil si gruparilor

ester sulfatate a polizaharidelor acide algale cu colorantul alcian - blue si

formarea unui precipitat insolubil (Pasow, 1995; Ramus, 1977). Se determina

diferenta dintre absorbanta colorantului la 610 nm (proba oarba) si absorbanta

colorantului ramas in solutie dupa precipitare care este proportionala cu

continutul de polizaharide in proba. La valoarea pH-ului 2,5 are loc legarea

colorantului albastru alcian cu toate gruparile anionice (carboxil si gruparilor

ester sulfatate) a polizaharidelor acide algale, iar la pH-ul 1,0 - 1,5 colorantul

se leaga doar cu polizaharidele sulfatate (Bulimaga, 2010).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru Tinregistrarea absorbantei. Domeniul de
masurare 400 - 750 nm;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

4. Centriguga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

5. Balantd analiticd, cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

6. Balanta analitica, cu limita maximala de cantarire 500 g, eroarea de
masurare = 0,001 g;

7. Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

8. Agitator orbital.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absolutd + 0,1 ml;

2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml;
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3.
4.
5.

Eprubete Eppendorf din plastic cu volumul de 2 ml
Pahar chimic cu volumul de 100 ml;
Bagheta din sticla.

Reagenti:

o~ w b oE

Acid acetic (CH3COOH) concentrat, chimic pur;

Albastru alcian (CsgHessClaCuN16S4), grad puritate > 98%;

Clorura de calciu (CaCly), chimic pur;

Alcool etilic de 96%;

Acid clorhidric (HCI) concentrat de 37%, densitatea 1,19 g/cm?®, chimic
pur;

Caragenan, produs din alge.

Prepararea reagentilor:

1.

Solutia de acid acetic de 7%. Se masoara cu pipeta 7 ml CH3COOH
concentrat, se trec cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml si se aduce

volumul cu apa distilata pana la cota.

. Solutia stoc de albastru alcian de 0,02%. 20 mg albastru alcian se dizolva

in 100 ml solutie CH3COOH de 7%. Amestecul reagent se obtine prin
agitare la agitator. Apoi, solutia obtinuta este supusa centrifugarii la 2200
rpm timp de 20 min pentru inlaturarea sedimentului insolubil.

Supernatantul obtinut (solutia stoc) este pastrat la loc ferit de lumina.

. Solutia de cloruri de calciu de 10%. 10 g CaCl; anhidru se dizolva in 90

ml apa distilata. Solutia se agita pe un agitator pana la dizolvarea completa.

. Alcool etilic de 85% ce contine 0,05M CaClz. Solutia se prepard prin

transferarea a 0,555 g CaCl» intr-un balon cotat de 100 ml, care se dizolva
in 1 -2 ml apa distilata. Volumul solutiei se aduce la cota cu alcool etilic
de 85%.
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5. Solutia de lucru de albastru alcian in 7% CH3COOH cu pH 2,5. Din
solutia stoc prin diluare cu sol. 7% CH3COOH se prepara solutia de lucru,
care are absorbanta la 610 nm mai mica sau egala cu 1,0.

6. Solutia de acid clorhidric 0,1N. 2,07 ml acid clorhidric de 37% se dizolva
in 80 ml apa distilata. Dupa racire acidul clorhidric se trece intr-un balon
cotat de 100 ml si volumul se aduce la cota cu apa distilata.

7. Solutia stoc de caragenan cu concentratia 0,5 mg/ml. 50 mg caragenan
se transfera cantitativ intr-un balon cotat de 100 cm?®, se adauga 50 ml apa
distilata si se lasa timp de 30 min pentru umectare. Amestecul se incalzeste
pe baia de apa péna la dizolvarea completa. Se aduce volumul pana la cota
cu apa distilata si se agita. Se obtine solutia standard ce contine caragenan

n cantitate de 0,5mg/cm?.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statistica a rezultatelor
probelor din esantion, se efectueaza 3 masurari paralele. Prin urmare, pentru
fiecare proba analizata sunt necesare 3 eprubete pentru hidroliza acida si 3

eprubete pentru proba control. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor.

a) Biomasa standardizata (10 mg/ml) este supusa procedurii de congelare -
decongelare cel putin de 6 ori pentru a distruge peretele celular. Biomasa
supusa analizei este diluata de 10 ori. Din fiecare proba, in eprubeta se
colecteaza cate 0,5 ml biomasa (in total trei eprubete).

b) Separarea exopolizaharidelor din mediul cultural (Arthrospira platensis
(spirulina), Nostoc linckia, Porphyridium cruentum): Suspensia de

cianobacterii sau microalge se separa de lichidul cultural prin filtrare
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(spirulina) sau centrifugare (nostoc, porfiridium). Lichidul cultural se

colecteaza si este supus analizei.

Determinarea continutului de polizaharide sulfatate:

1. Pregdtirea probelor experimentale. Tn eprubete Eppendorf cu volumul
de 2 ml se iau céte 0,5 ml proba (lichid cultural sau biomasa nativa diluata),
se adaugi 1,25 ml acetona ricitd la temperatura de 4°C pentru precipitarea
exopolizaharidelor si se lasa la rece pentru 30 min. Probele se centrifugheaza
la 11000 rpm timp de 15 min. Supernatantul se inlatura, iar precipitatul se
spala cu 2,0 ml solutie de CaCl, 0,05M in alcool etilic de 85%. Probele sunt
incubate pentru 30 min la temperatura camerei, dupa care se supun
centrifugarii la 11000 rpm timp de 15 min. Supernatantul se inlatura, iar
precipitatul este supus analizei.

2. Pregatirea probei de referinta. Apa distilata este utilizata in calitate de
referinta la masurarea probelor experimentale.

3. Pregatirea solutiei de lucru de albastru alcian cu pH-ul 1,0 - 1,5. La 50
ml solutie stoc de albastru alcian se adauga 150 ml solutie HCI de 0,1N, se
agita si se centrifugheaza la 2400 rpm timp de 10 min. Se masoara absorbanta
la 610 nm, valoarea careia este mai mica sau egala cu 1,0.

4. Construirea curbei de calibrare. Curba de calibrare se construieste in
baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de caragenan ce contine 0,01
- 0,Amg/ml (sau 10 — 100 pg/ml) caragenan. Dilutiile sunt preparate
corespunzator in triplicat.

Pentru construirea curbei de calibrare se iau cate 0,5 ml solutie standard de
caragenan la care se adauga 1,5 ml alcool de 85%, ce contine CaCl, 0,05M.
Probele astfel preparate se agita si se lasd pentru 60 min la temperatura
camerei pentru precipitarea polizaharidelor, dupa care se centrifugheaza la
11000 rpm timp de 10 min. Se inlatura supernatantul, dupa care la precipitat

se adaugd 2,0 ml solutie de lucru de albastru alcian in 7% CH3COOH. Probele
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Se agita bine timp de 20 min si se lasa la temperatura camerei pentru 60 min.
Dupa expirarea timpului de incubare, probele se centrifugheaza la 11000 rpm
timp de 10 min si se colecteaza supernatantul pentru care se inregistreaza
absorbanta la 610 nm. Tn mod analog se procedeazi cu proba control pentru
care in eprubetd se iau 2,0 ml solutie de lucru de albastru alcian in 7%
CH3COOH. Se masoara absorbanta la 610 nm in cuve de lcm (fatd de H20)
si se determind diferenta dintre absorbanta probei control si a celei analizate.
Se determina coeficientul de recalcul.

Se utilizeaza aplicatia. QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului. Se verifica r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99.
Dupi fixarea valorii r>=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat
in calculul cantitativ al polizaharidelor sulfatate. Formula de calcul este
K=C/As10, unde C - concentratia caragenanului in probe, mg/ml, Asio -
absorbanta probei la 610 nm. Curba de calibrare se construieste de fiecare data
cand sunt preparati reagentii.

4. Calculul continutului cantitativ de polizaharide sulfatate in probe se
efectueaza :

1) Tn baza coeficientului determinat experimental, cu aplicarea formulei de
calcul: C = Ag10-K:1-100/m, unde C - continutul de polizaharide sulfatate in
proba, %; As1o - absorbanta la 610 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg
polizaharide sulfatate/ml) determinat din curba de calibrare; n - dilutia; 100 -
coeficientul de trecere la %; m - masa probei pentru analizi, mg. In cazul dat,
absorbanta probelor experimentale se 1Inregistreazd cu aplicatia
PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar
calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt
program de calcul,

2) Absorbanta probelor experimentale se Inregistreaza si cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
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valorile continutului de polizaharide sulfatate in probe. Calculul statistic este

realizat in baza programelor de calcul existente.
2.3 Determinarea continutului de ficobiliproteine

Principiul metodei:

Metoda spectrofotometrica de determinare a ficobiliproteinelor are la baza
determinarea valorilor maximale ale absorbantei, specifice pentru extractul
hidric de C - ficocianina la lungimea de unda de 620 nm (610 - 620 nm); pentru
extractul hidric de aloficocianina - la 650 nm (650 - 655 nm) si pentru extractul
hidric de R - ficoeritrind - la 562 nm (540 - 570 nm). Se va tine cont de

ficobiliproteinele specifice cianobacteriilor si microalgelor.

Echipament:

[EEN

. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

4. Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

5. Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete

mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil.

Vesela de laborator:
1. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml;

Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

2
3. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;
4

Bagheta din sticla.

Pregatirea pentru analiza:
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1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statistica a rezultatelor se
efectueaza 3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata
sunt necesare cate 3 eprubete.

2. Pregdtirea probelor experimentale. Tn eprubete Eppendorf se ia cate 1,0
ml biomasa standardizatd la 10 mg/ml, care a fost supusd procedurii de
congelare - decongelare cel putin de 8 ori. Probele se centrifugheaza la un
regim de 11000 rpm, timp de 10 min. Supernatantul se colecteaza in eprubete

de centrifugare din sticla.

Determinarea ficobiliproteinelor:

1. Pregatirea probelor experimentale:

Supernatantul colectat se dilueaza cu apa distilata, astfel incat absorbanta
la lungimea de unda de 620 nm sa fie sub unitate. Probele diluate se agita lent
si se Inregistreazd absorbanta probelor la lungimile de unda de 620 nm si 650
nm in raport cu proba oarba (apa distilatd) in cazul cianobacteriei spirulinei si
la lungimile de unda de 565 nm, 620 nm si 650 nm Tn raport cu proba oarba
(apa distilata) in cazul porfiridiumului.

2. Calculul continutului cantitativ de ficobiliproteine se efectueaza in baza
ecuatiilor:

I. Siegelman & Kycia (1978):

1) C - ficocianina: PC = (Ae20-0,474-Aes0) 1-100/(5,34-m), unde PC -
continutul de ficocianina, % biomasa; As2o - absorbanta la 620 nm; Aeso -
absorbanta la 650 nm; 1) - dilutia, ml; 100 - coeficientul de trecere la %; m
- masa probei pentru analiza, mg.

2) Aloficocianina: APC = (Aes0-0,208-As20)-1-100/(5,09-m), unde APC -
continutul de aloficocianind, % biomasa; Aezo - absorbanta la 620 nm; Asso
- absorbanta la 650 nm; 1, - dilutia, ml; 100 - coeficientul de trecere la
100%; m - masa probei pentru analiza, mg.

3) R - ficoeritrina (Porphyridium cruentum, Nostoc linckia)
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PE = (Ases-2,41-(PC)-0,849-(APC))-1n-100/9,62-m, unde PE - continutul de
ficoeritrina, % biomasa; Ases - absorbanta la 565 nm; PC - concentratia
ficocianinei; APC - concentratia aloficocianinei; n - dilutia, ml; 100 -
coeficientul de trecere la %; m - masa probei pentru analiza, mg.
I1. Bennet and Bogorad, 1973; Bryant 1979.
1) C - ficocianina: PC (mg/ml) = (As20-0,7-Ass0)/7,38;
2) Aloficocianina: APC (mg/ml) = (Aes0-0,19-As20)/5,65;
3) R - ficoeritrina: PE (mg/ml) = (Ases-2,8:[PC]—1,34-[APC])/12,7.
Continutul in % biomasa a ficobiliproteinelor se calculeaza in baza
valorilor masei probei (10 mg) si dilutia, asemanator calculului anterior
(n-100/m). Valorile absorbantei probelor experimentale se inregistreaza cu
aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului,
iar calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt

program de calcul.

2.4  Determinarea continutului de clorofila si caroten

Principiul metodei:

Metoda spectrofotometrica are la baza determinarea valorilor maximale ale
absorbantei, specifice pentru extractul etanolic de pigmenti (clorofila,
carotenul) cu calculul cantitativ Tn baza formulei (Sukenik et al., 1989,
Liebenberg, 2004) si pentru B - caroten - cu aplicarea coeficientului de

extinctie (Rodriguez - Amaya, 2001) sau in baza curbei de calibrare.

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru Tnregistrarea absorbantei;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm cu capac;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;
4. Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;
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5. Baie de apa;
6. Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete

mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

Vesela de laborator:
1. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml. Pentru a
exclude evaporarea alcoolului, se folosesc capace din plastic.

2. Bagheta din sticla.

Reagenti:
1. Alcool etilic de 96%;
2. Metanol, grad puritate >99.8;

3. B - caroten, grad puritate >98,8 cu specificatia solubil in etanol.

Prepararea reagentilor:

1. Solutia stoc de p-caroten cu concentratia de 0,1 mg/ml. 2,5 mg p -
caroten se dizolva in 1 ml metanol si Se trece cantitativ cu alcool etilic intr-un
balon cotat de 25 ml.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statistica a rezultatelor probelor
din esantion, Se efectueaza 3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare
proba analizata sunt necesare 3 eprubete pentru extragerea pigmentilor.
Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor pentru extragerea pigmentilor. Biomasa
standardizata (10 mg/ml) este supusa procedurii de congelare - decongelare
cel putin de 8 ori pentru a distruge peretele celular. Din fiecare proba, in
eprubete se colecteaza cate 1,0 ml biomasa (trei eprubete) si se centrifugheaza
la 11000 rpm timp de 10 min. Supernatanul se inlatura. La sedimentul obtinut
se adauga 1,0 ml etanol de 96%. Extragerea pigmentilor se efectucaza la
temperatura camerei prin agitare timp de 120 min. Probele se supun
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centrifugarii la 11000 rpm timp de 10 min. Extractele obtinute (supernatantul)
sunt supuse analizei.

3. Pregatirea probelor pentru extragerea pigmentilor din biomasa de
hematococ, cisti bruni. Biomasa standardizata de hematococ colectata in faza
de cisti bruni (10 mg/ml) se centrifugeaza timp de 5 min la 2200 rpm.

4. Hidroliza acida a biomasei de cisti bruni. La probele de biomasa de
hematococ cisti bruni rezultate dupa centrifugare se adauga 1,0 ml acid
clorhidric de 0,1M. Suspensia obtinutd se supune incubarii pe baia de apa la
temperatura de 90°C timp de 10 min. Probele se ricesc sub jet de api rece.
Acidul se Inlatura prin decantare. Biomasa supusd hidrolizei se spala cu apa
distilata. Pentru aceasta 1n eprubetele cu biomasa supusa hidrolizei se adauga
6 - 7 ml apa distilata. Eprubetele se agita, iar apa se elimina prin decantare
(cistii ramén in sediment). Procedura se repeta de trei ori. Dupa a treia spalare
biomasa se separa prin centrifugare la 2200 rpm timp de 3 min. Sedimentul

este utilizat pentru extragerea carotenului.

Determinarea continutului de pigmenti in baza formulelor de calcul:

1. Pregatirea probelor experimentale. La volumul de 0,1 ml extract
alcoolic se adauga 3 ml alcool etilic de 96%. Se obtine dilutia de 31 ori. Pentru
probele obtinute in asa fel se inregistreaza absorbanta la lungimile de unda de
470 nm si 665 nm in raport cu proba oarba (alcool etilic).

2. Calculul continutului cantitativ al pigmentilor se efectueaza in baza
formulelor (Sukenik, 1989):

Clorofila a (mg/ml) = 13,15-Ages-10, unde Ases - absorbanta la 665 nm;

Caroten total (mg/ml) = 4,4:As70-10, unde Ao - absorbanta la 470 nm.

Pentru determinarea continutului de 3 - caroten se inregistreaza absorbanta
extractului etanolic la lungimea de unda de 450 nm.

Continutul B-carotenului se calculeaza conform formulei:
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C = Au50-103/2620, unde C - concentratia 3 - carotenului, mg/100g; Asso =
absorbanta extractului etanolic de f - caroten la lungimea de unda de 450 nm;

2620 - coeficientul de extinctie specifica a 3 - carotenului in etanol.

Determinarea continutului de B - caroten n baza curbei de calibrare:

1. Construirea curbei de calibrare. Pentru curba de calibrare se utilizeaza
solutia etanolica de B - caroten cu concentratia de 0,1 mg/ml. Dilutiile sunt
preparate in triplicat. Se iau céate 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml....0,9 ml din solutia
standard de caroten. Volumul probelor se aduce la 1 ml cu alcool etilic si se
inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 450 nm in raport cu proba
oarba (etanol).

Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului. Se verifici r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99.
Se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat in calculul cantitativ al B -
carotenului. Formula de calcul este K=C/Ass0, unde C - concentratia f -
carotenului Tn probe, mg/ml, Asso - absorbanta probei la 450 nm.

2. Calculul continutului cantitativ de f - caroten in probe se efectueaza:

a) Tn baza coeficientului determinat experimenal cu aplicarea formulei de
calcul: C = Ass0-K, unde C - continutul de [ - caroten in proba, mg/ml; Asso -
absorbanta la 450 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg - caroten/ml)
determinat din curba de calibrare; Tn cazul dat, absorbanta probelor
experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE
din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si calculul statistic este
realizat in Excel sau ntr-un alt program de calcul;

b) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile continutului de 3 - caroten in probe. Calculul statistic este realizat in

baza programelor de calcul existente.
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Pentru determinarea continutului de B - caroten In % biomasa sau mg/g

biomasa in calculul respectiv se introduc valoarea dilutiei si masa probei.

2.5 Determinarea continutului de astaxantina

Principiul metodei:

Metoda spectrofotometrica are la baza determinarea valorilor maximale ale

absorbantei, specifice pentru extractul etanolic de astaxantind cu calculul

cantitativ Tn baza curbei de calibrare.

Echipament:

1
2
3
4.
5
6

. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;
. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm cu capac;

. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;

. Baie de apa,

. Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete

mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil.

Vesela de laborator:

1.

N o g ok~ DN

Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml dotate cu
capac;

Balon cotat cu volumul de 100 ml;

Pahar gradat din sticla cu volumul de 25 - 50 ml;

Pipete gradate din sticla cu volumul de 1,0 ml;

Pipete gradate din sticla cu volumul de 0,1 ml;

Pipete gradate din sticla cu volumul de 10 ml,;

Bagheta din sticla.

Reagenti:

1.

Acid clorhidric (HCI) concentrat, chimic pur;
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2. Alcool etilic (C2HsOH) de 96%;
3. Cloroform (CHCIs) distilat;
4. Astaxantina sintetica (CsoHs204), grad puritate > 98,8.

Prepararea reagentilor:

1. Solutia de acid clorhidric de 0,1M. Tn 60 ml apa distilatd se dizolva
cantitatea de 3,14 ml acid clorhidric concentrat (densitatea 1,16 g/cmq).
Solutia obtinuta se trece intr-un balon cotat de 100 ml si se aduce volumul
la cotd cu apad distilata.

2. Solutia stoc de astaxantina cu concentratia de 0,01 mg/ml. 1,0 mg
astaxantina se dizolva in 1 ml cloroform si se trece cantitativ cu alcool etilic

Tntr-un balon cotat de 100 ml.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statistica a rezultatelor se
efectueaza 3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata
sunt necesare 3 eprubete pentru extragerea pigmentului. Eprubetele sunt in
prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor pentru extragerea astaxantinei. Biomasa
standardizata de hematococ, aplanospori (10 mg/ml) se centrifugeaza timp de
5 min la 2200 rpm.

3. Hidroliza acida a biomasei de hematococ (cisti rosii si cisti bruni). La
probele de biomasa rezultate dupa centrifugare se adauga 1 ml acid clorhidric
de 0,1M. Suspensia obtinuta se supune incubarii pe baia de apa la temperatura
de 90°C timp de 10 min. Probele se ricesc sub jet de api rece. Acidul se
inlatura prin decantare. Biomasa supusa hidrolizei se spala cu apa distilata.
Pentru aceasta in eprubetele cu biomasa supusa hidrolizei se adauga 6 - 7 ml

apa distilata. Eprubetele se agita, iar apa se elimina prin decantare (cistii raman
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in sediment). Procedura se repeta de trei ori. Dupa a treia spalare biomasa se
separa prin centrifugare la 2200 rpm timp de 3 min.

4. Extragerea astaxantinei. La biomasa supusa procedurii de hidroliza
acida si spalata se adaugd 5 ml alcool etilic. Extragerea are loc la temperatura
camerei prin agitare timp de 120 min. Dupa separarea extractului etanolic prin
decantare se repeta procedura de extragere cu etanol. La biomasa de cisti se
adauga 5 ml etanol. Timpul de extragere prin agitare este de 60 min. Ambele
extracte de astaxantina se amesteca si se verifica puritatea astaxantinei in baza
spectrului de absorbtie.

5. Verificarea puritdtii astaxantinei in extractul etanolic. Intr-o eprubeti
se ia 0,1 ml extract astaxantind la care se adaugd 3,0 ml alcool etilic. Se
inregistreaza spectrul de absorbtic a probei in diapazonul 400 - 700 nm.
Maximul de absorbtie specific pentru astaxantina in alcool etilic este

determinat la 478 nm. Se determina un singur maximum de absorbtie.

Determinarea continutului de astaxantina in baza curbei de calibrare:

1. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare se
utilizeaza solutia etanolica de astaxantind de 0,01 mg/ml. Concentratiile sunt
preparate corespunzator in triplicat. Se iau 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml....0,9 ml din
solutia standard de astaxantina. Volumul probelor se aduce la 1,0 ml cu alcool
etilic si se Inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 478 nm in raport
cu proba oarba (etanol). Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului. Se verifica 12, pentru care
valoarea acceptatd este de 0,99. Se obtine valoarea pentru coeficientul K
utilizat in calculul cantitativ al astaxantinei, determinat conform formulei:
K=C/Auzs, unde C - concentratia astaxantinei in proba, pg/ml, A - absorbanta
probei la 478 nm.

2. Calculul continutului cantitativ de astaxantina in probe se efectucaza:
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a) In baza coeficientului determinat experimental cu aplicarea formulei de
calcul: C = As7s-K, unde C - continutul de astaxantina in proba, pg/ml; Aszs -
absorbanta la 478 nm; K - coeficientul de recalcul (in pg astaxantind/ml)
determinat din curba de calibrare. In cazul dat, absorbanta probelor
experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE
din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si calculul statistic este
realizat in Excel sau intr-un alt program de calcul;
b) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile continutului de astaxantina in probe. Calculul statistic este realizat in
baza programelor de calcul existente.

Pentru calculul valorilor continutului de astaxantina in % biomasa, mg/g
biomasa sau mg/l cultura microalgala se tine cont de valoarea dilutiei si masa

probei.

2.6 Determinarea continutului de lipide

2.6.1 Metoda spectrofotometrica de determinare a lipidelor

Principiul metodei:

Metoda are la baza reactia de culoare dintre produsele degradarii lipidelor
cu componentele reagentului fosfo-vanilinic. Intensitatea culorii obtinute
depinde de cantitatea lipidelor in proba. Lipidele sunt supuse hidrolizei acide.
Produsele hidrolizei lipidelor formeaza cu reagentul fosfo - vanilinic culoarea
roza.

Reactia sulfo — fosfo - vanilinica (SPV) a fost introdusa pentru prima data
de Chabrol si Charonnat in 1937 si a fost folosita ca test de rutina pentru
estimarea lipidelor totale din lichidul cefalorahidian uman cu un continut

redus de lipide (Vatassery si colab., 1981). Pentru biomasa algala metoda data
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se aplica tot mai frecvent, inlocuind metoda gravimetrica Folch (Bligh, 1959).

Avantajul metodei constd in rapiditatea efectudrii, posibilitatea testelor

repetate, sensibilitatea inalta, adaptarea materialului biologic utilizat. Metoda

este utilizata frecvent in cercetarile ficologice (Park, 2016)

Echipament:

1.

o

Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Cuve din sticla cu drumul optic de 1 cm;
3.
4

. Balanta analitica cu limita maximala de cantarire 160 g, eroarea de

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

masurare + 0,0001 g;

Baie de ap3;

Pipete din sticla analitice cu volumul de 1 - 5 ml si 100 - 1000 pl sau pipete
mecanice mono - canal cu volumul fixat sau variabil;

Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm,;

Vortex mixer de laborator.

Vesela de laborator:

1.

Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml

2. Balon volumetric cu volumul de 500 ml cu eroarea absoluta + 0,05 ml
3.
4

. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml. Pentru a

Eprubete din plastic cu dop pentru centrifugare;

exclude evaporarea apei din eprubeta in timpul hidrolizei, se folosesc
capace speciale pentru procesul de fierbere;

Pahar chimic cu volumul de 200 ml;

Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

Bagheta din sticla.
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Pregatirea vaselor: Toate vasele sunt spalate bine cu o perie de bicarbonat de
sodiu si clatite cu apa distilata. Vasele sunt uscate in dulap de uscare. In lucru

se folosesc doar vase uscate.

Reagenti:

Cloroform (CHClIs) distilat;

Acid sulfuric concentrat (H2SOa), chimic pur;

Acid orto - fosforic 85% (H3zPO4), chimic pur;

Vanilina (4-(HO)CeH3-3-(OCH3)CHO), grad puritate > 98%
Clorura de sodiu (NaCl), chimic pur;

Acid oleic;

Apa distilatg;

Alcool etilic de 96%.

L N o g s~ w D e

Prepararea reagentilor:

1. Amestecul extractant Folch se prepara prin amestecarea a 2,0 ml
cloroform distilat cu 1,0 ml alcool etilic 96% (in original metanol).
Volumul final al amestecului se calculeaza Tn dependentd de numarul
probelor. Procedura se efectueaza in conditii de ventilare.

2. Reagentul fosfo - vanilinic: Se cantaresc 0,75 g vanilina si se trec intr-un
pahar din sticla de 200 ml. Vanilina se dizolva in 125 ml apa distilata.
Amestecul obtinut se trece intr-un balon volumetric cu volumul de 500 ml,
la care se adauga acid fosforic concentrat pana la cota. Reagentul fosfo -
vanilinic contine 1,2 mg vanilina in 1,0 ml acid fosforic 68%. Reagentul se
trece intr-un vas din sticla intunecata si poate fi utilizat dupa 48 ore de
expunere la Tntuneric la temperatura camerei. Reagentul este valabil timp
de 30 zile.

3. Solutia de clorura de sodiu de 0,9%: Se cantaresc 0,9 g NaCl si se trec

ntr-un pahar din sticla de 100 ml. Clorura de sodiu se dizolva in 50 ml apa
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distilatd. Amestecul se trece intr-un balon cotat de 100 ml si se aduce

volumul la cota cu apa distilata.

Pregitirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statisticad a rezultatatelor
probelor din esantion se efectueaza 3 masurari paralele. Prin urmare, pentru
fiecare probd analizata sunt necesare 3 eprubete pentru hidroliza acida si 3
eprubete pentru proba control. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Extragerea lipidelor. La sedimentul rezultat din centrifugarea a 1,0 ml
biomasa se adauga 1 ml amestec extractant. Eprubetele sunt inchise cu dop si
supuse agitarii la temperatura camerei timp de 120 min.

Dupa expirarea timpului, din eprubete se colecteaza extractul lipidic
(amestecul extractant) si se transfera in eprubete din sticla. La continutul
eprubetei se adauga 1,0 ml NaCl 0,9%. Amestecul se agitd si se centrifugheaza
la 2200 rpm. Supernatantul (alcoolul etilic cu clorura de sodiu) este inlaturat.
Extractele cloroformice sunt plasate sub nisa de ventilare pana la evaporarea
completa a amestecului (12 ore).

3. Pregatirea probelor pentru hidroliza acida. La continutul eprubetelor
(extractul lipidic) se adauga 1,0 ml acid sulfuric concentrat. Eprubetele se
agiti putin si se plaseazi pe baia de api cu temperatura de 90°C pentru 20 min.
Dupa expirarea timpului probele sunt racite sub jet de apa curentd pana la

temperatura camerei.

Determinarea lipidelor:

1. Pregdtirea probelor experimentale. In eprubete pentru centrifugare
din sticla uscate se iau 0,1 ml hidrolizat, la care se adauga 3,0 ml reagent fosfo
- vanilinic. Amestecul reactant este agitat si expus la intuneric, la temperatura
camerei pentru 30 min. Dupa expirarea timpului de incubare se Inregistreaza

absorbanta probelor la lungimea de unda de 520 nm Tn raport cu proba oarba.
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2. Pregatirea probei oarbe. Se amesteca 0,1 ml acid sulfuric concentrat
cu 3,0 ml reagent fosfo - vanilinic. Proba se expune la intuneric, la temperatura
camerei pentru 30 min. Dupa expunere, proba este utilizata in calitate de
referinta la masurarea probelor experimentale.

3. Pregatirea probelor standard de lipide. In calitate de standard lipidic se
utilizeaza amestecul constituit din acid oleic in etanol cu concentratia lipidelor
de 0,1 mg/ml. Se prepara 3 - 5 probe cu concentratii diferite n alcool. La 0,1
ml proba acid oleic preparata se adaugd 1,0 ml acid sulfuric concentrat.
Probele se supun hidrolizei pe baia de apa la 100°C pentru 30 min. Dupa
expirarea timpului probele se racesc sub apa curgatoare pana la temperatura
camerei. La 0,1 ml hidrolizat se adaugda 3,0 ml reagent fosfo - vanilinic.
Amestecul reactant este agitat si expus la intuneric, la temperatura camerei
pentru 30 min.

Dupa expirarea timpului de incubare se inregistreaza absorbanta probelor
la lungimea de unda de 520 nm Tn raport cu proba oarba.

3. Calculul continutului cantitativ de lipide in probe se efectueaza in baza
coeficientului, cu aplicarea formulei de calcul: C = As2o-Cst-100/Ast-m, unde
C - continutul lipidelor in biomasa, %; Aszo - absorbanta la 520 nm; Ast -
absorbanta probei standard; Cst - concentratia lipidelor in proba standard,
mg/ml; 100 - coeficientul de trecere la %; m - masa probei pentru analiza, mg.
Tn cazul dat, absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar
calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt

program de calcul.
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2.6.2 Metoda gravimetrica de determinare a continutului de lipide

Principiul metodei:

Aplicarea metodei gravimetrice de determinare a lipidelor presupune initial
extragerea lor din biomasa luata in analiza. Extragerea lipidelor din microalge
si cianobacterii se efectueazd in dependenta de clasele de lipide prezente in
biomasa. Prepararea biomaseli, ca etapa premergatoare extragerii propriu-zise,
prin uscare, liofilizare sau inghetare mareste durata si costul extragerii. Din
acest motiv, extragerea lipidelor din biomasa nativa simplifica mult acest
proces si reduce din costul produsului finit.

Criteriul, in baza caruia are loc selectarea sistemelor de extractie, este
natura substantei/substantelor care urmeaza a fi extrase. Se aplica de obicei
doud abordari: extragerea lipidelor totale si extragerea acizilor grasi, cand
avem nevoie sa monitorizam suma lor, raportul dintre acizii saturati si
nesaturati. Un alt criteriu este natura materialului din care se efectueaza
extragerea. Experienta aratd, ca sistemele eficiente de extractie sunt specifice
(determinate de apartenenta la specie a materialului) si din aceasta cauza, orice
metodad de extragere foarte eficienta pentru o culturd, poate da rezultate mai
joase pentru o alta cultura, ceea ce solicitd o implicare creativa a cercetatorului
in scopul adaptarii procedeelor deja elaborate pentru necesitatile propriilor
investigatii. Anume din acest punct de vedere este foarte dificil de a face o
comparatie intre datele cu referire la lipidele totale extrase.

Una din abordarile reusite din punct de vedere practic este selectarea
sistemului de extragere in conformitate cu unele criterii utile ce ofera in primul
rand facilitati tehnice. Atunci cand se va efectua extragerea lipidelor totale,
cerintele fatd de metoda ,,ideald” de extragere a lor sunt urmatoarele:

a) sd asigure cantitatea maximald a produselor extrase, preferential lipidice;

b) sd nu afecteze structura nativd a produselor extrase pentru a nu

compromite utilizarea lor Tn continuare;
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¢) sa reduca maximal timpul util cheltuit;

d) sa reduca maximal volumul solventilor si implicit, nivelul cheltuielilor.

Pentru extragerea completd a lipidelor, este necesar de a rupe legaturile
dintre lipide si compusii non - lipidici celulari (legaturile Van — der - Waals,
de hidrogen, electrostatice si covalente). Este important ca radicalii obtinuti in
Urma acestor reactii sa nu provoace degradarea lipidelor, iatd de ce se cere
reducerea timpului contactului biomasei cu solventii. Alcoolul din
componenta sistemelor de extragere inactiveaza lipazele din biomasa
microalgelor si cianobacteriilor, inlesneste ruperea complexului lipoproteic al
aminoacizilor, glucidelor, proteinelor hidrofobe si a pigmentilor.

Metodele de purificare a extractelor lipidice se bazeaza pe afinitatea diferita
a lipidelor polare si a reziduului fata de unii solventi. Extractele lipidice pot fi
tratate cu solventi nepolari cum ar fi cloroformul, hexanul sau eterul dietilic
in cazul reziduurilor putin solubile Tn apd. Nici una din sistemele extractante
nu garanteazd obtinerea extractului complet, fiecare din ele presupunand
anumite pierderi calitative si cantitative.

Cele mai eficiente sisteme de extragere a lipidelor din microorganisme,
elaborate pana in prezent sunt: 1) amestecul de 2:1 (v/v) cloroform - metanol
(Kates, 1988); 2) amestecul 1:2:0,8 (v/v/v) cloroform — metanol - apa utilizat
de Bligh si Dyer pentru extragerea intr-o singura faza (Bligh, 1959) si 3)
modificarea amestecului Folch: cloroform — etanol in raport 2:1 (v/v) (Folch,
1957). Unicul dezavantaj al sistemelor de mai sus este toxicitatea
cloroformului si metanolului, substituirea lor prezentand insa unele deficiente,
ca de exemplu cresterea cantitdtii impuritatilor din extractul lipidic, pentru
inlaturarea carora Kates a propus spalarea extractului lipidic obtinut cu solutie
izotonica de clorura de sodiu (Kates, 1988).

Compararea eficientei metodelor de extragere a lipidelor din
microorganisme si a eficacitatii solventilor indica asupra faptului ca pentru
microalge si cianobacterii cele mai biocompatibile sisteme extractante sunt
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etanolul (96%) si sistemele: hexan - etanol 96% (1:2,5 v/v), cloroform - etanol
- apa (2:1:0,8 v/v). Tn cazul unui continut inalt de acizi grasi polienici, alcoolul
etilic de 96% este mult mai eficient datorita polaritatii sale ridicate, iar in cazul
unor cantitati relativ mici de lipide cea mai eficienta metoda ramane a fi cea
clasica cu utilizarea cloroformului (Kates 1988).

Pentru a obtine lipidele totale din biomasa de dunaliela este utilizata
metoda adaptatd, la baza careia se afld metodele traditionale. Se aplica
sistemul de solventi care consta din cloroform — etanol - apa in raport de
2:1:0,8, care permite de a micsora durata extragerii la 60 min. Reducerea
timpul de contact al solventilor cu biomasa diminueaza posibilitatea
emulsionarii extractului si reactiile de oxidare. Extragerea lipidelor din

biomasa are loc in doua etape:

Extragerea lipidelor:

1. Pregatirea probelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza 3
masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare 3
variante de biomasa. In experienta de extragere se respectd raportul dintre
cantitatea de biomasa si volumul amestecului extractant. Pentru 1,0 g biomasa
se iau 76 ml sistem extractant care consta din cloroform — etanol - apa in raport
de 2:1:0,8 viviv.

2. Extragerea lipidelor. La prima etapa, biomasa nativd se separa de
mediul de cultivare prin filtrare (spirulina) sau centrifugare (microalgele),
sarurile din mediul de cultivare se elimina prin spalarea repetata a biomasei
cu solutia de acetat de amoniu. Se determind gradul de umiditate care nu va
depisi 30%. In cazul biomasei native se elimina apa din amestecul extractant,
suficient fiind continutul de apa din biomasa.

In scopul maririi vitezei de contact dintre solvent si membrane biomasa se
spala cu apa distilata, procedura fiind urmata de liza celulelor, ceea ce

favorizeaza extragerea lipidelor. Pentru extragerea lipidelor se utilizeaza
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volumul total de alcool si doar o treime din volumul de cloroform, prin urmare
la etapa datd se extrag majoritatea lipidelor polare. Amestecul reactant se
plaseaza intr-un vas din sticla cu slif. Extragerea se efectueaza la temperatura
camerei prin agitare continua timp de 30 min.

La etapa a doua a extragerii, se utilizeaza restul volumului de cloroform
pentru extragerea lipidelor nepolare, care se adauga la amestecul reactant.
Extragerea se efectueaza la temperatura cameri, prin agitare continua timp de
30 min.

3. Obtinerea extractului cloroformic de lipide. Din amestecul reactant se
elimina, prin decantare, impuritatile nelipidice si etanolul. Pentru aceasta,
extractul cloroform - etanolic de lipide obtinut, se spala de cinci ori cu 1/5
volum (din volumul extractului) solutie de 0,9% clorura de sodiu. Urmele de
apa se inlatura prin filtrarea extractului cloroformic prin sulfat de sodiu
anhidru. Solutia cloroformica rezultata contine lipidele extrase. Cloroformul
se inldturd prin distilare la evaporatorul cu vid la temperatura de 40°C.

4. Determinarea cantitatii de lipide. Masa lipidica obtinuta se usuca la
temperatura 105 + 2°C pani la masa stabild, pentru care se Cantireste cel putin
de 3 ori. Prin utilizarea raportului dintre cantitatea lipidelor obtinute si

biomasa utilizata la extragere se determind continutul lipidelor in biomasa.

2.7. Determinarea produselor degradarii oxidative a lipidelor, testul

TBARS

Principiul metodei:

Determinarea produselor degradarii oxidative a lipidelor in biomasa
cianobacteriand si microalgala prin calculul continutului de dialdehida
malonici (DAM) in baza substantelor reactive ale acidului tiobarbituric
(ATB) - testul TBARS - este 0 metoda indirecta de stabilire a acumularii

radicalilor liberi in biomasa. Rezultatele testului continutului de dialdehida
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malonica pot fi anuntate cu specificarea timpului de incubare si a lungimii de
undid pentru produsele nespecifice colorate (600 nm). In conditii de
temperatura inaltd in mediul acid, dialdehida malonica reactioneaza cu acidul
tiobarbituric cu formarea produsului colorat in roz cu maximul de absorbtie la
532 nm (Heath, 1968).

Este una din metodele de determinare a statutului oxidativ al biomasei, care
demonstreaza in mod indirect deplasarea statutului redox in favoarea
proceselor de reducere sau a proceselor de oxidare cu acumularea radicalilor
liberi, care induc oxidarea lipidelor. Tn cazul biomasei cianobacteriene si
microalgale, culoarea produselor nespecifice (ficobiliproteinele) se exclude

prin inregistrarea absorbantei la 600 nm.

Echipament:

1. Balanta analitica cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;
Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei,

a > w DN

Baie de apa.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta = 0,02 ml;

2. Eprubete gradate din plastic cu dop pentru centrifugare cu volumul de 10
ml;

3. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml cu capace
speciale;

4. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

5. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

6. Bagheta din sticla.
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Reagenti:
1. Acid tricloracetic (CCIsCOOH), grad puritate >99%
2. Acid tiobarbituric (C4HsN20.S), grad puritate 98%

Prepararea solutiilor:

1. Solutia de acid tricloracetic de 10%. 20 g (masa uscatd) CCI3COOH se
trece intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml si se dizolva in apa
distilata. Volumul solutiei se aduce la cota cu apa.

2. Solutia de acid tiobarbituric de 0,76%. 760 mg acid tiobarbituric se trece
intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml. Se adauga circa 50 ml acid
tricloracetic de 10% si se plaseazi pe baia de api (90°C) pani la dizolvarea
completd, apoi volumul se aduce la cota cu acid tricloracetic 10%. Solutia
se prepara in ziua utilizarii. Volumul de lucru a acidului tiobarbituric se

calculeaza In baza numarului de probe.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare
3 eprubete. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor experimentale. 1,0 ml proba de biomasa (10 mg/ml)
se centrifugheaza la 11000 rpm in eprubete Eppendorf (2,0 ml). Dupa
centrifugare supernatantul se inlatura. Biomasa sedimentata se amesteca cu
3,0 ml acid tiobarbituric (0,76%) si se trece in eprubete din sticla.

3. Pregatirea probelor pentru hidroliza acida. Amestecul reactant care
consti din biomasi si acid tiobarbituric se incubeazi pe baia de api la 95°C
timp de 40 min. In continuare, probele se ricesc sub jet de apd rece si se

centrifugheaza la 11000 rpm.
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Determinarea continutului de dialdehida malonica

1. Pregatirea probelor. In eprubete din sticla se transferd supernatantul
obtinut in rezultatul centrifugarii probelor supuse hidrolizei. Se Inregistreaza
absorbanta probelor la doua lungimi de unda 535 nm si 600 nm. in calitate de
proba oarba se utilizeaza amestecul din care lipseste materialul biologic.
Pentru calculul specific al dialdehidei malonice se face diferenta dintre
valorile absorbantei determinata la 534 nm si la 600 nm.

2. Pregatirea probei oarbe. Se amesteca 0,1 ml apa distilata cu 3,0 ml
acid tiobarbituric. Se utilizeaza in calitate de referinta la masurarea probelor
experimentale.

3. Calculul continutului cantitativ al dialdehidei malonice. Absorbanta
probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului. Continutul cantitativ de
dialdehida malonica in probe se calculeaza cu utilizarea coeficientului de
extinctie a produsului complexului DAM - ATB: DAM echivalent (nM cm™)
= 1000[(As23-As00)/155], unde Aszs - absorbanta probei la 523 nm; Asoo -
densitatea optica a probei la 600 nm; 155 - coeficientul molar de extinctie al
DAM la 523 nm; 1000 - coeficientul de recalcul pentru nM. Calculul cantitativ

si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt program de calcul.

2.8 Determinarea continutului de fenoli

Principiul metodei:

Metoda are la baza transferul de electroni produs in mediul alcalin cu
reducerea complexului acid fosfomolibdenic - fosfovolframic cu formarea
cromogenului, care se determind spectrofotometric (Magalhaes, 2008;
Singleton, 1965;).

Echipament:
1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;
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Balanta analitica cu limita maximald de cantarire 160 g, eroarea de
masurare = 0,0001 g;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;
Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

Baie de apa.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absolutd = 0,02 ml;

2. Eprubete gradate din plastic cu dop pentru centrifugare cu volumul 10 ml;
3. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml;

4. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

5. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

6. Bagheta din sticla.

Reagenti:

1. Reagent Folin - Ciocalteu 2N, Merck;

2. Bicarbonat de sodiu (NaHCO3), chimic pur;

3. Acid galic C7HsOs, grad puritate >98.

Prepararea solutiilor:

1.

Solutia de lucru Folin - Ciocalteu. 10 ml reagent Folin-Ciocaleu se trec
ntr-un balon cotat cu volumul de 100 ml. Solutia se aduce la cotd cu apa
distilata. Se obtine dilutia de 10 ori a reagentului. Volumul solutiei de lucru
Folin-Ciocalteu se calculeaza in baza numarului de probe.

Solutia de bicarbonat de sodiu de 7,5%. 7,5 g bicarbonat de sodiu se
dizolva in 50 ml apa distilata. Solutia se trece intr-un balon cotat de 100 ml
si se aduce volumul la cota cu apa distilata.

3. Solutia stoc de acid galic cu concentratia de 1 mg/ml. 10,0 mg acid

galic se dizolva in 50 ml apa distilata si se trece intr-un balon cotat de 100 ml.

Volumul solutiei se aduce la cota cu apa distilata.
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Pregitirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statistica se efectueaza 3
masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare 3
eprubete. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Prepararea extractelor hidrice. In eprubete Eppendorf cu volumul de
20 ml se iau cate 1,0 ml biomasa standardizata (10 mg/ml) si se
centrifugheazd la 11000 rpm timp de 10 min. Supernatantul obtinut se
colecteaza in alte eprubete Eppendorf. Extractul hidric obtinut este de culoarea
specificd continutului pigmentilor hidrosolubili. Se péstreaza sub forma

congelata.

Determinarea continutului de fenoli:

1. Pregdtirea probelor experimentale. In eprubete din sticli se transfera
0,3 ml extract biomasa la care se adauga 1,5 ml reagent Folin - Ciocalteu,
solutia de lucru si 1,2 ml solutie de bicarbonat de sodiu de 7,5%. Amestecul
obtinut se agitd si se incubeazi la 50°C timp de 30 min (parametri stabiliti
experimental, care pot fi modificati). Se determind absorbanta la 760 nm.

2. Pregatirea probei oarbe. Se amesteca 0,3 ml apa distilata cu 1,5 ml
reagent Folin - Ciocalteu, dilutia 10 ori si cu 1,2 ml solutie de bicarbonat de
sodiu. Proba este utilizata in calitate de referinta la masurarea probelor
experimentale.

3. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare se
prepari solutii cu concentratii diferite de acid galic in apa. In eprubete gradate
cu volumul de 10 ml se prepara amestecurile de solutie stoc trolox 1 mM si

apa distilata (Tabelul 1).
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Tabelul 1. Prepararea solutiilor de acid galic pentru curba de calibrare

Volumul solutiei de acid galic Apd distilata, | Concentratia acid
(cu concentratia de 0,1 mg/ml), ml ml galic, mg/ml
0,1 0,9 0,01
0,2 0,8 0,02
0,3 0,7 0,03
0,4 0,6 0,04
0,5 0,5 0,05
0,6 0,4 0,06
0,7 0,3 0,07
0,8 0,2 0,08
0,9 0,1 0,09
10,0 0 0,1

Se prepara amestecurile reactante. In eprubete din sticla cu volumul de 10
ml se amesteca 0,3 ml solutie de acid galic, la care se adauga 1,5 ml reagent
Folin - Ciocalteu, solutia de lucru si 1,2 ml solutie de bicarbonat de sodiu de
7,5%. Amestecul obtinut se agiti si se incubeazi la 50°C timp de 30 min. Se
determind absorbanta probelor la 760 nm. Se utilizeazd aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului. Se
verificd r?, pentru care valoarea acceptatd este de 0,99. Se obtine valoarea
pentru coeficientul K utilizat Tn calculul cantitativ al acidului galic, determinat
conform formulei K=C/A7e, unde C - concentratia acidului galic in proba,
mg/ml, Azeo - absorbanta probei la 760 nm. Curba de calibrare este lineara in
intervalul 0,01 - 0,1 mg/ml acid galic.

5. Calculul continutului fenolilor in probe se efectucaza:

1) Tn baza coeficientului determinat experimental, cu aplicarea formulei de
calcul: C = Areo-K, unde C - concentratia de acid galic in proba, mg/ml; Azeo
- absorbanta la 760 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg acid galic/ml)
determinat din curba de calibrare. In cazul dat, absorbanta probelor
experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE
din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si calculul statistic este
realizat in Excel sau intr-un alt program de calcul;
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2) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile activitatii antioxidante in mM trolox echivalent in 1 ml proba sau 10
mg biomasa. Calculul statistic este realizat in baza programelor de calcul
existente.

Continutul fenolilor se exprima in mg echivalent acid galic la ml extract
sau mg, g, biomasa. Calculul se efectueaza in baza continutului de biomasa in
probele experimentale (10 mg) si cantitatea de biomasa initiala a culturilor

cianobacteriene sau microalgale.
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3. DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE SI PUTERI| DE
REDUCERE A BIOMASEI DE CIANOBACTERII $1 MICROALGE

3.1 Determinarea activititii antioxidante cu aplicarea radicalului ABTS

Metoda de determinare a activitatii antioxidante cu aplicarea radicalului
cation ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) este un test
simplu si rapid si este utilizat intens pe scara larga in screening-ul biomasei
vegetale n calitate de antioxidant, precum si pentru determinarea calitatii
antioxidante a produselor alimentare. Are cost redus, radicalul este stabil
(Rudi, 2013, 2010; Re, 1999).

Principiul metodei:

ABTS radical cation este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de potasiu. Radicalul cation
ABTS este de culoare albastra, fiind utilizat Tn calitate de substrat, este redus
prin aditionari de electroni. Solutia de ABTS redus se decoloreaza.
Absorbanta maximala a solutiilor radical si radical redus se determina la 734
nm. Intensitatea culorii coreleaza invers cu valorile antioxidante.

Metoda data se aplicd pentru determinarea activitatii antioxidante a
extractelor hidrice, hidro - etanolice si etanolice din biomasa cianobacteriilor

si microalglor.

Pregatirea pentru analiza:

1. Prepararea extractelor hidrice. in eprubete Eppendorf cu volumul de
2,0 ml se introduc cate 1,0 ml biomasa standardizata (10 mg/ml) si se
centrifugheaza la 11000 g timp de 10 min. Supernatantul obtinut se colecteaza
n alte eprubete Eppendorf. Extractul hidric obtinut este de culoarea specifica

continutului pigmentilor hidrosolubili. Se pastreaza sub forma congelata.
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2. Prepararea extractelor etanolice. In eprubete Eppendorf cu volumul
de 2,0 ml se introduc cate 1,0 ml biomasa standardizata (10 mg/ml) si se
centrifugheaza la 11000 rpm timp de 10 min. Supernatantul obtinut se inlatura,
lar la biomasa sedimentata se adauga 2 ml alcool etilic. Concentratia
alcoolului etilic poate varia in dependenta de scopul cercetarilor. Amestecul
obtinut se agitd. Durata timpului de agitare depinde de biomasa si scopul
cercetarilor. Eprubetele se centrigugheaza la 11000 g timp de 5 min. Extractul
obtinut este de culoarea specifica continutului pigmentilor solubili in etanol.
Se pastreazi la temperatura de + 4°C.

3. Prepararea extractului etanolic de astaxantind (Miscu et al., 2010). Tn
eprubete cu volumul de 10 ml se introduc cate 1,0 ml biomasa standardizata
(10 mg/ml) de Haematococcus pluvialis in faza de cisti bruni si cisti rosii.
Probele se centrifugheaza timp de 5 min la 2200 rpm si supernatantul se
elimina. La probele de biomasa rezultate dupa centrifugare se adauga 1,0 ml
acid clorhidric de 0,1M. Suspensia obtinuta se supune incubarii pe baia de apa
la temperatura de 90°C timp de 10 min. Probele se ricesc sub jet de api rece.
Acidul se inlatura prin decantare. Biomasa supusa hidrolizei se spald cu apa
distilata. Pentru aceasta, in eprubetele cu biomasa supusa hidrolizei se adauga
6 - 7 ml apa distilata. Eprubetele se agita, iar apa se elimina prin decantare
(cistii raman in sediment). Procedura se repeta de trei ori. Dupa a treia spalare,
biomasa se separa prin centrifugare la 2200 rpm timp de 3 min. La biomasa
supusd procedurii de hidroliza acida si spalata se adaugd 5 ml alcool etilic.
Extragerea are loc la temperatura camerei prin agitare timp de 120 min. Dupa
separarea extractului etanolic prin decantare se repeta procedura de extragere
cu etanol. La biomasa de cisti se adaugd 5 ml etanol. Timpul de extragere prin
agitare este de 60 min. Ambele extracte de astaxantina se amesteca si se
verific puritatea astaxantinei in baza spectrului de absorbtie. In eprubeti se
introduc 0,1 ml extract astaxantina la care se adauga 3,0 ml alcool etilic. Se
inregistreaza spectrul de absorbtie a probei in diapazonul 400 - 700 nm.
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Maximul de absorbtie specific pentru astaxantina in alcool etilic este
determinat la 478 nm. Se determina un singur maximum de absorbtie.

4. Prepararea extractului uleios de astaxantina (Miscu et al., 2010)
Biomasa de Haematococcus pluvialis cu varsta de 20 zile, ce consta din cisti
rosii este separata de lichidul cultural prin centrifugare timp de 5 min la 2200
rpm. Sedimentul celular este supus hidrolizei acide cu solutie de 0,1N HCI
timp de 5 min, dupd care se spalda abundent cu apd distilatd pand la
neutralizarea pH-ului. Tn continuare, la biomasa de hematococ (0,1 g
recalculat la biomasa absolut uscatd) se adauga 15 ml de ulei vegetal.
Amestecul se pune pentru 3 ore pe un agitator orbital §i se agita cu viteza de
800 rot/min. Dupa aceasta reziduul de biomasa decolorat complet se separa
prin decantare. Preparatul uleios de astaxantina este examinat pentru a stabili
puritatea lui si concentratia produsului activ (astaxantina). In acest scop se
inregistreaza spectrele de absorbtie ale uleiului si a preparatului uleios de
astaxantind in baza de ulei vegetal in intervalul de masurare de la 400 la 530
nm si se fixeaza maximumul de absorbtie. Prezenta unui singur maximum de
absorbtie 1n spectrul preparatului uleios de astaxantina, necaracteristic uleiului
pur in domeniul lungimii de unda de 482...486 nm, indicd asupra gradului
Tnalt de puritate al produsului obtinut. Concentratia astaxantinei se determina
conform curbei de calibrare construita pentru solutii standard de astaxantina

pura.

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Balanta analiticd cu limita maximala de cantarire 160 g, eroarea de
masurare +0,0001 g;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500-5000 RCF;

4. Centriguga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

5. Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30-500 rpm.
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Vesela de laborator:

1.

Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;

2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml;
3. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

4,
5

Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

. Bagheta din sticla.

Reagenti:

1.

2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), grad puritate
>97%;

Persulfat de potasiu K2S20s, grad puritate 97%;

Trolox - Acid 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic ((x)-6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid), grad puritate
>97%;

Metanol, grad puritate >98%;

Alcool etilic de 96%;

Apa distilata.

Prepararea solutiilor:

1. Solutia de persulfat de potasiu de 2,45 mM. Se cantaresc 33 mg K2S>0s,

care se trec intr-un pahar de 100 ml si se dizolva in 20 ml apa distilata.
Solutia se trece intr-un balon cotat de 100 ml, volumul se aduce la cota cu

apa distilata.

2. Solutia stoc a reagentului ABTS de 7mM. Tntr-un balon cotat de 50 ml se

dizolva 192 mg ABTS si se aduce volumul la cota. Persulfatul de potasiu
se amesteca cu solutia ABTS in proportie de 1:1. Solutia ABTS se expune
la intuneric, la temperatura camerei pentru 12-16 ore (timpul necesar

formarii radicalului ABTS).
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3. Solutia standard de trolox 1 mM. Pentru aceasta intr-un balon cotat de
100 ml, se dizolva 25 mg reagent in 1 ml metanol. VVolumul se aduce pana

la cotd cu api distilat. Solutia se pastreazi la + 4°C.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare
3 eprubete pentru testul antioxidant si 3 eprubete Eppendorf pentru obtinerea
extractelor. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Prepararea probelor (Vezi Prepararea probelor pentru testele

antioxidante).

Determinarea activitatii antioxidante:

1. Prepararea solutiei de lucru ABTS. Solutia de lucru ABTS se prepara
din solutia stoc de ABTS, care se dizolva in apa distilata pana la stabilizarea
absorbantei de 0,700 £+ 0,020 la 734 nm. Proba oarba este apa distilata. Se
utilizeaza aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului.

2. Pregatirea probelor de lucru. Se prepara amestecul reagent in eprubete
din sticla cu volumul de 10 ml. Amestecul reagent consta din 3,0 ml solutie
de lucru radical ABTS la care se adauga 0,1 ml proba. Probele se agita si la
intervalul de 6 min se inregistreaza absorbanta la 734 nm.

3. Prepararea probei oarbe. Se prepara amestecul din 0,1 ml extract in care
se determina activitatea antioxidanta si 3,0 ml apa distilata sau alcool etilic, Tn
dependenta de tipul extractului. Proba obtinuta este utilizata in calitate de
referinta la masurarea probelor experimentale.

4. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare se
prepara (in triplicat) solutii de concentratii diferite de trolox de 1 mM 1in apa
(Tabelul 2).
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Tabelul 2. Prepararea solutiilor trolox pentru curba de calibrare

Solutie trolox 1 mM, ml | Apa distilatd, ml Concentratia trolox, mM/ml
0,1 0,8 0,01
0,2 0,8 0,02
0,3 0,7 0,03
0,4 0,6 0,04
0,5 0,5 0,05
0,6 0,4 0,06
0,7 0,3 0,07
0,8 0,2 0,08
0,9 0,1 0,09

10 ml 0 1,0

Se prepard amestecurile reactante. in eprubete din sticld de 10 ml se
amesteca 3 ml solutie de lucru ABTS si 0,1 ml solutie trolox Tn concentratiile
de la 0,01 mM/ml la 1,0 mM/ml. Probele se agita si la expirarea a 6 min se
inregistreaza absorbanta la 734 nm. In calitate de proba oarba se utilizeaza apa
distilata. Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului. Se verifici r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99.
Dupa fixarea valorii 1>=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat
in calcularea cantitativa. Formula de calcul este K=C/A73s, unde C este
concentratia trolox n probe, mM/ml, A7ss4 - absorbanta probei la 734 nm.
Curba de calibrare se construieste de fiecare data cand sunt preparati reagentil.
Intervalul liniar pentru curba de calibrare este de 0,2 - 10,0 mM Trolox.

5. Calculul activitatii antioxidante in probe se efectueaza:

1) Tn baza coeficientului determinat experimental, cu aplicarea formulei de
calcul: C = A7z4-K, unde C - concentratia trolox in proba, mM/ml; A7z -
absorbanta la 734 nm; K - coeficientul de recalcul (in mM trolox/ml)
determinat din curba de calibrare. In cazul dat absorbanta probelor
experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE
din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si calculul statistic este

realizat in Excel sau intr-un alt program de calcul;
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2) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile activitatii antioxidante in mM trolox echivalent Tn 1 ml proba sau 10
mg biomasa. Calculul statistic este realizat in baza programelor de calcul
existente.

3) Activitatea antioxidanta se exprima in valoarea coeficientului TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity) in mM Trolox la g, mg biomasa, care
este reprezentativa in cazul cercetdrilor in scopul propunerii biomasei in
calitate de antioxidant sau ml pentru aprecierea activitatii antioxidante a
extractelor.

Activitatea antioxidantd poate fi exprimata in % inhibitie ABTS care se
calculeaza conform formulei: % Inhibitie = (At=0-At=emin)/At=0-100, unde
Absi=o - absorbanta reagentului ABTS de lucru, AbSi=emin - absorbanta

amestecului reactiv dupa expirarea timpului de 6 min.

3.2 Determinarea activititii (antioxidante) antiradicalice cu aplicarea
radicalului DPPH

Metoda de determinare a activitatii antiradicalice cu aplicarea radicalului
DPPH (1,1-difenil-2-picrililhidrazil) este un test rapid, simplu, precis si ieftin
pentru a evalua capacitatea diferitor compusi de a actiona in calitate de
captatori ai radicalilor liberi sau donatori de hidrogen. Metoda DPPH este
descrisa ca fiind cea mai simpla si convenabila metoda antiradicalica, care nu
depinde de polaritatea probelor (Sharma, 2008; Marxen et al., 2007; Brand-
Williams, 1995).

In scopul determindrii activitatii antiradicalice a diferitor probe (alimente,

materie prima vegetala sau microalgald) au fost elaborate un sir de variante
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care difera dupa concentratia radicalului DPPH, solventul aplicat, continutul
amestecului reactant, durata reactiei de reducere a radicalului.

Marea diversitate de modificéri este confirmata prin multimea denumirilor
atribuite testului DPPH: activitatea de reducere a radicalilor, activitatea
antioxidanta,  activitatea  antiradicalicd, capacitatea  antioxidanta/
antiradicalica, DPPH metodd/test, continutul antioxidant, decolorarea
radicalului DPPH. Cele mai uzuale denumiri pentru testul dat sunt
determinarea activitatii antioxidante sau antiradicalice, iar denumirea corecta
a testului este cea care corespunde mecanismului de reactie. Valorile testului
DPPH depind de natura probelor, solventul utilizat la extragere, temperatura
si durata extragerii. Solventii frecvent utilizati la extragere sunt metanolul si
etanolul. Concentratia radicalului DPPH este cuprinsa in limitele 0,05mM -
1,5M (Gupta 2013, 2007; Rudi 2010; Kim, 2002; Miller, 2000), iar durata
reactie de reducere a radicalului DPPH variaza intre 1 min (Sroka, 2005) si
240 min (Miller, 2000). Activitatea antiradicalica este exprimata in % inhibitie

radical sau echivalent acid ascorbic, tocoferol, trolox, BHA.

Principiul metodei:

Radicalul DPPH (1,1-difenil-2-picrililhidrazil) de culoare violeta, utilizat
in calitate de substrat, este redus prin aditionare de atomi de hidrogen cu
obtinerea de 1,1 difenil-2-picrilhidrazina de culoare galbena. Densitatea optica

maximald a solutiilor radical si radical redus se determind la 517 nm.

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Balantd analiticd cu limita maximala de cantdrire 160 g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;

4. Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;
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5. Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;
6. Termostat cu intervalul de temperaturi de +5°C peste temperatura mediului
...+100°C.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;
2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml;

3. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

4. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

5. Bagheta din sticla.

Reagenti:

1,1-difenil-2-picrililhidrazil (DPPH), grad puritate >97%;
Etanol absolut 96% pentru uz extern;

Metanol, grad puritate >99,8%;

Acid ascorbic, CeHgOs, grad puritate >99%;

Solvent (alcool etilic de 55%; alcool etilic de 96%; acetona (CsHs0)).

o~ w0 NP

Prepararea reagentilor:

1. Solutia etanolici DPPH radical de 0,05 mM. 2 mg reagent DPPH
(masa uscatd) se dizolva in 1 ml metanol. Se adauga solventul corespunzator
si amestecul se trece cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml. Volumul se
aduce la cota cu solventul selectat. Solutia DPPH este transparenta si de
culoare violeta. Tn cazul aplicarii acetonei in calitate de solvent se omite etapa
de solubilizare (prealabild) Tn metanol a radicalului DPPH.

Tn calitate de solvent se utilizeaza alcoolul etilic de 55% pentru probele
hidrice si hidro - etanolice; alcoolul etilic de 96% pentru probele etanolice;

acetona pentru uleiuri.
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Standardizarea reagentului DPPH radical:

Se determina absorbanta solutiei DPPH radical la 517 nm. Pentru a obtine
absorbanta de 0,64-0,66 se utilizeaza etanolul. In calitate de proba oarba se
utilizeaza etanolul. Reagentul DPPH se standardizeaza in dependenta de tipul

probelor.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare
3 eprubete pentru testul antioxidant si 3 eprubete Eppendorf pentru obtinerea
extractelor. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Prepararea extractelor (In mod similar procedurii descrise pentru
Testul ABTS).

Determinarea activititii antioxidante (antiradicalice):

1. Prepararea solutiei de lucru DPPH. Solutia de lucru DPPH se prepara
in ziua realizdrii testului. Se utilizeazd aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului.

2. Pregatirea probelor de lucru. Se prepard amestecul reagent in eprubete
din sticld cu volumul de 10 ml. Amestecul reagent consta din 3,0 ml solutie
de lucru radical DPPH Ia care se adauga 0,1 ml proba. Probele se agita si se
supun incubarii la Tntuneric la temperatura camerei, timp de 30 - 60 min, in
dependentd de natura lor. Timpul se determina experimental.

Se determina densitatea optica a probelor la 517 nm.

3. Prepararea probei oarbe. Se prepara amestecul din 0,1 ml extract in care
se determina activitatea antioxidanta si 3,0 ml solvent, in dependenta de tipul
extractului. Probele obtinute sunt utilizate in calitate de referinta la masurarea

probelor experimentale.
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4. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare se
prepara (in triplicat), in eprubete gradate de 10 ml se prepara amestecurile de
solutie acid ascorbic cu concentratia de 0,01 mg/ml si apa distilata (Tabelul
3).

Tabelul 3. Prepararea solutiilor de acid ascorbic
pentru realizarea curbei de calibrare

Solutie de acid ascorbic cu Apda distilatd, Concentratia acidului
concentratia de 0,01mg/ml, ml ml ascorbic, mg/mi
0,1 0,8 0,001
0,2 0,8 0,002
0,3 0,7 0,003
0,4 0,6 0,004
0,5 0,5 0,005
0,6 0,4 0,006
0,7 0,3 0,007

Se prepard amestecurile reactante. In eprubete din sticld de 10 ml se
amesteca 3 ml solutie de lucru DPPH si 0,1 ml solutie acid ascorbic de
concentratiile de la 0,001 mg/ml pana la 0,07 mg/ml. Probele se agita si se
supun incubirii la ntuneric la temperatura camerei, timp de 30 min. Tn calitate
de proba oarba se utilizeaza apa distilata. Se masoara absorbanta la 517 nm.
Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului. Se verifica r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99.
Dupi fixarea valorii r’=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat
in calculul cantitativ. Formula de calcul este K=C/Azss, unde C este
concentratia acidului ascorbic Tn probe, mg/ml, A - absorbanta probei la 517
nm. Curba de calibrare se construieste de fiecare datd cand sunt preparati
reagentii. Intervalul liniar pentru curba de calibrare este de 0,01 - 0,07 mg acid
ascorbic.

5. Calculul activitatii antioxidante In probe se efectucaza :

1) Tn baza coeficientului determinat experimental, cu aplicarea formulei de

calcul: C = As17:K, unde C - concentratia de acid ascorbic in proba, mg/ml;
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As17 - absorbanta la 517 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg acid
ascorbic/ml) determinat din curba de calibrare. In cazul dat absorbanta
probelor experimentale se Inregistreazd cu aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si
calculul statistic este realizat in Excel sau ntr-un alt program de calcul;

2) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile activitatii antioxidante Th mg acid ascorbic la 1 ml proba sau mg, ¢
biomasa. Calculul statistic este realizat Tn baza programelor de calcul
existente.

3) Activitatea antioxidanta poate fi exprimata in % inhibitie DPPH, care se
calculeaza conform formulei: % Inhibitie =(At=0 - At=x min)/At=0-100, unde
Absi=o - absorbanta reagentului DPPH, ADSt=x min - absorbanta amestecului

reactiv dupa expirarea timpului de incubare, in min.

Raportarea testului:

Testul de determinare a activitatii antiradicalice cu aplicarea radicalului
non - biologic DPPH in calitate de substrat este utilizat pentru aprecierea
capacitdtii antiradicalice in baza extractelor din biomasa cianobacteriilor si
microalgelor sau a unor produse. Capacitatea antiradicalica a extractelor
etanolice depinde de continutul Tn biomasa a componentelor capabile sa
reduca radicalul non - biologic DPPH in baza mecanismului donor de protoni.
Rezultatele testului antiradicalic DPPH pot fi anuntate numai cu specificarea
procedurii de determinare. Testul antiradicalic DPPH este considerat a fi

pentru uz intern.
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3.3 Determinarea activitatii antioxidante prin metoda reducerii

reagentului fosfomolibdenic

Metoda data se utilizeazd pentru compararea activitdfii antioxidante a
complexelor de antioxidanti naturali liposolubili si hidrosolubili, obtinuti prin
extragerea lor 1n diferiti solventi. Utilitatea metodei date consta in posibilitatea
testarii antioxidantilor solubilizati in solventi foarte variati cu grad diferit de

polaritate.

Principiul metodei:

Activitatea antioxidanta a probei se determind indirect, spectrofotometric,
in baza reactici de oxido - reducere cu reducerea Mo(VI) in Mo(V) cu
formarea complexului PO4*/Mo(V) de culoare verde si are la bazi transferul

de electroni produs in mediul acid (Prieto, 1999).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei,

2. Balantd analiticd cu limita maximald de cantarire 160g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;
Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;

S e

Termostat cu intervalul de temperaturi de +5°C peste temperatura
mediului......+100°C.,

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absolutd = 0,02 ml;
2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml;

3. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

4. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;
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5.

Bagheta din sticla.

Reagenti:

a ~ w N

Amoniu heptamolibdat tetrahidrat, (NH4)sM07024-4H,0, chimic pur;
Fosfat de sodiu (NasPQOs), cimic pur;

Acid sulfuric concentrat (H2SO4), chimic pur;

Acid ascorbic, CsHsOs, grad puritate >99%;

Solvent (alcool etilic de 55%); alcool etilic de 96%; acetona (CsHgO)).

Prepararea reagentilor:

1.

Solutia de acid sulfuric de 0,6M. 33 ml acid sulfuric concentrat (94,6%)
se dizolva in 80 ml apa distilatd. Dupa racirea amestecului solutia Se trece
intr-un balon cotat de 100 ml. Volumul solutiei se aduce la cota cu apa
distilata.

. Solutia de fosfat de sodiu de 28 mM. 1,148 g fosfat de sodiu se amesteca

cu 60 ml apa distilata. Solutia se trece intr-un balon cotat de 100 ml si

volumul se aduce la cota cu apa distilata.

. Solutia de molibdat de amoniu de 4 mM. 1,236 g molibdat de amoniu se

amesteca cu 60 ml apa distilata. Solutia se trece intr-un balon cotat de 100

ml si volumul se aduce la cota cu apa distilata.

. Reagentul fosfomolibdenic se prepara din acid sulfuric de 0,6 M, fosfat de

sodiu de 28 mM si molibdat de amoniu de 4 mM. Reagentul
fosfomolibdenic se formeaza prin amestecarea solutiei de molibdat de
amoniu cu acidul sulfuric, la care se adauga fosfatul de sodiu. Volumul se
aduce cu apa la 500 ml. Se obtine 0 solutie transparenta lipsitd de careva

sediment. Termenul de valabilitate este nelimitat.

5. Solutia de acid ascorbic cu concentratia de 10 mg/ml. 100 mg acid

ascorbic se dizolva in 50 ml apa distilata. Solutia se trece Tntr-un balon cotat

de 100 ml si volumul se aduce la cota cu apa distilata.
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Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare
3 eprubete pentru testul antioxidant si 3 eprubete Eppendorf pentru obtinerea
extractelor. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Prepararea extractelor hidrice. In eprubete Eppendorf cu volumul de
2,0 ml se introduc cate 1,0 ml biomasa standardizata (10 mg/ml) si se
centrifugheaza la 11000 g timp de 10 min. Supernatantul obtinut se colecteaza
n alte eprubete Eppendorf. Extractul hidric obtinut este de culoarea specifica

continutului pigmentilor hidrosolubili. Se pastreaza sub forma congelata.

Determinarea activitatii antioxidante:

1. Pregatirea probelor de lucru. Se prepara amestecul reagent in eprubete
din sticla cu volumul de 10 ml. Amestecul reagent consta din 2,7 ml solutie
reagent fosfomolibdenic la care se adauga 0,3 ml proba. Probele se agita si se
supun incubirii la temperatura 95°C, timp de 90 min.

Dupa expirarea timpului de incubare, probele se racesc pana la tempetatura
camerei si se determina absorbanta la 695 nm.

2. Prepararea probei oarbe. In calitate de proba oarba se utilizeazi
reagentul fosfomolibdenic.

3. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare in
eprubete gradate de 10 ml se prepara (in triplicat) amestecurile de solutie de

acid ascorbic cu concentratia de 10 mg/ml si apa distilata (Tabelul 4).

80



Tabelul 4. Prepararea solutiilor de acid ascorbic
pentru realizarea curbei de calibrare

Solutie de acid ascorbic cu | Apda distilatd, | Concentratia acid ascorbic,
concentratia de 10 mg/ml, ml ml mg/ml
0,1 0,9 1,0
0,2 0,8 2,0
0,3 0,7 3,0
0,4 0,6 4,0
0,5 0,5 5,0
0,6 0,4 6,0

Se preparid amestecurile reactante. In eprubete din sticla de 10 ml se
amesteca 2,7 ml solutie reagent fosfomolibdenic si 0,3 ml solutie acid ascorbic
de concentratiile de la 1,0 mg/ml pana la 6,0 mg/ml. Probele se agita, dupa
care se supun incubdrii la temperatura 95°C timp de 90 min. Dupi expirarea
timpului de incubare probele se racesc pand la tempetatura camerei si se
determina absorbanta la 695 nm.

Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului. Se verifica r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99,
Dupi fixarea valorii r’=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat
Tn calcularea cantitativd. Formula de calcul este K=C/Aggs, unde C este
concentratia acidului ascorbic in probe, mg/ml, Aegs - absorbanta probei la 695
nm. Curba de calibrare se construieste de fiecare datd cand sunt preparati
reagentii. Intervalul liniar pentru curba de calibrare este de 1,0 la 6,0 mg/ml

acid ascorbic.

4. Calculul activitatii antioxidante in probe se efectueaza:

1) Tn baza coeficientului determinat experimental cu aplicarea formulei de
calcul: C = As17-K, unde C - concentratia de acid ascorbic in proba, mg/ml,;
Agos - absorbanta la 695 nm; K - coeficientul de recalcul (in mg acid
ascorbic/ml) determinat din curba de calibrare. Tn cazul dat, absorbanta
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probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si
calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt program de calcul;

2) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile activitatii antioxidante in mg acid ascorbic la 1,0 ml proba sau mg, g
biomasa. Calculul statistic este realizat in baza programelor de calcul

existente.

3.4 Metoda reducerii complexului ferocianurii ferice in ferocianura

feroasa

Metoda de determinare a puterii de reducere cu utilizarea
hexacianoferatului de potasiu in calitate de indicator si a clorurii de fier (II)
in calitate de substrat este un test analitic simplu si usor de realizat. Unul din
factorii care poate fi considerat ca dezavantaj este adaptarea metodei date la
materialul biologic testat. Se va lua in consideratie, in primul rand, raportul
dintre volumul substratului FeCls si volumul probelor biologice, care sunt
active din punct de vedere a puterii de reducere.

Metoda determinarii puterii de reducere este similara testului antioxidant
cu utilizarea radicalului ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic
acid) dupa mecanismul reactiei redox. Se considera, ca in cazul reactivitatii
joase a unor componente fenolice, pentru care durata reactiei este peste 6 min,
testul de reducere a Fe(lll) este mai avantajos. in cazul cianobacteriilor si
microalgelor, capacitatea de reducere a fierului este dependenta de

componentele biomasei si nu a extractelor din biomasa.
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Principiul metodei:

Metoda are la baza reducerea complexului ferocianurii ferice in ferocianura
feroasa de albastru de Berlin. Hexacianoferatul de potasiu formeaza cation
stabil [Fe(CN)s]*", care poate detecta fierul (11). Reducerea Fe(l11) se produce
de catre componentele biomasei de spirulina si forma redusd a fierului este
detectata de cationii stabili de [Fe(CN)6]3~ cu formarea complexului
Fe3[Fe(CN)s]2 de culoare verde albastra (Dorman, 2003; Oyaizu, 1987).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei,

2. Balantd analiticd cu limita maximald de cantarire 160g, eroarea de
masurare + 0,0001 g;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;
Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;

o o > w

Termostat cu intervalul de temperatura de + 5°C peste temperatura
mediului......+ 100°C.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;
2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul 10 ml;

3. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

4. Pahar chimic cu volumul de 100 ml,

5. Bagheta din sticla.

Reagenti:

1. Fericianura de potasiu [KsFe(CN)s], grad puritate >99%;

2. Sodiu fosfat dibazic dihidrat Na2HPO4-2H-0, grad puritate 98%;

3. Sodiu fosfat monobazic monohidrat NaH2PO4-H20, grad puritate 98%;
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4. Clorura de fier FeCls, grad puritate >99%;
5. Acid tricloracetic CCI3COOH, grad puritate >99%;

6. Acid ascorbic, grad puritate >99%.

Prepararea solutiilor:

1. Solutia de sodiu fosfat dibazic dihidrat de 0,2M (Solutia A). Intr-un balon
cotat de 100 ml se introduc 17,8 g Na2HPO4-2H>0. Volumul se aduce la
cota cu apa.

2. Solutia de sodiu fosfat monobazic monohidrat de 0,2M (Solutia B). Tntr-
un balon cotat de 100 ml se introduc 13,8 g NaH2PO4-H20. Volumul se
aduce la cota cu apa.

3. Solutia tampon fosfat de 0,1M, pH 6,6 se obtine prin amestecul solutiilor
sodiu fosfat dibazic dihidrat 0,2M (solutia A) si sodiu fosfat monobazic
monohidrat 0,2M (solutia B). Tntr-un balon cotat de 100 ml se amesteca
18,75 ml solutie A cu 31,25 ml solutie B cu diluarea ulterioara pana la
volumul de 100 ml cu apa distilata.

4. Solutia de hexacianoferat de potasiu de 1%. Pentru aceasta intr-un balon
cotat cu capacitatea de 100 ml se dizolva 1 g [KsFe(CN)e] cu apa distilata.
Volumul se aduce la cota cu apa.

5. Solutia de cloruri de fier (IIT) 0,1%. Intr-un balon cotat de 100 ml se
dizolva 100 mg FeCls cu apa distilata si volumul se aduce la cota cu apa.

6. Solutia de acid tricloracetic de 10%. Intr-un balon cotat cu capacitatea de
100 ml se dizolva 10 g CCIsCOOH cu apa distilata. Volumul se aduce la
cota cu apa.

7. Solutia stoc de acid ascorbic cu concentratia de 0,01%. Intr-un balon
cotat cu capacitatea de 100 ml se introduc 10 mg acid ascorbic si se aduce

volumul la cota cu apa distilata.
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Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizatd sunt necesare
cate 3 eprubete. Eprubetele sunt in prealabul numerotate.

2. Pregdtirea probelor experimentale. Proba de biomasa standardizata (1
ml, 10 mg/ml) se centrifugheaza la 11000 rpm Tn eprubete Eppendorf (2,0 ml).

Dupa centrifugare supernatantul se inlatura.

Determinarea puterii de reducere:

1. Pregitirea probelor de Iucru. In eprubete se mixeaza 10 mg biomasa cu
5 ml solutie tampon fosfat 0,1M, pH 6,6 si cu 0,5 ml solutie hexacianoferat de
potasiu 0,1%. Amestecul reactant se incubeazi la 50°C timp de 20 min. Dupi
incubare la amestec se adauga 0,5 ml acid tricloracetic de 10%. Amestecul se
centrifugheaza la 2200 rpm.

Se colecteaza 1,5 ml supernatant si se adauga 0,2 ml solutie clorura de fier
0,1% si 2 ml apa distilatd. Se masoara absorbanta la 700 nm.

2. Pregatirea probei de referinga. Se amesteca 5 ml solutie tampon fosfat
0,1M, pH 6,6 si cu 0,5 ml solutie hexacianoferat de potasiu 0,1%. Amestecul
se incubeazi la 50°C timp de 20 min. Dupi incubare se adauga 0,5 ml acid
tricloracetic 10%. La 1,5 ml amestec se adauga 0,2 ml solutie de clorura de
fier 0,1% si 2 ml apa distilatd. Proba obtinuta este utilizata in calitate de
referintd la masurarea probelor experimentale.

3. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare, in
eprubete gradate de 10 ml se prepara amestecurile de solutie de acid ascorbic
de 0,01% si apa distilata (Tabelul 5).

In eprubete din plastic de 10 ml se mixeaza 0,1 ml solutie de acid ascorbic
de 0,01% cu 0,5 ml solutie tampon fosfat de 0,1M, pH 6,6 si 0,5 ml solutie de
hexacianoferat de potasiu de 0,1%. Amestecurile se incubeaza la temperatura

de 50°C timp de 20 min.
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Tabelul 5. Prepararea solutiilor acid ascorbic pentru curba de calibrare

Solutia de acid ascorbic Apda distilatd, Concentratia acidului
de 0,01%, pl pl ascorbic, pg/ml
100 900 10
200 800 20
300 700 30
400 600 40
500 500 50
600 400 60
700 300 70
800 200 80
900 100 90
1000 0 100

Dupa perioada de incubare, la probe se adauga 0,5 ml acid tricloracetic de
10%, 0,2 ml solutie de clorura de fier de 0,1% si 2 ml apa distilata. Se masoara
absorbanta la 700 nm. Intervalul liniar pentru curba de calibrare este de 10 -
100 pg/ml acid ascorbic. Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului. Se verifici r?, pentru care
valoarea acceptati este de 0,99. Dupi fixarea valorii r’=0,99 se obtine valoarea
pentru coeficientul K, utilizat in calculul cantitativ. Formula de calcul este
K=C/A1o0, unde C este concentratia acidului ascorbic in probe, pg/ml, Azoo -
absorbanta probei la 700 nm. Intervalul liniar pentru curba de calibrare este de
10 - 100 pg acid ascorbic.

4. Calculul puterii de reducere se efectuecaza:

1) Tn baza coeficientului determinat experimental, cu aplicarea formulei de
calcul: C = A700-K, unde C - concentratia acidului ascorbic in proba, pg/mi;
Azo - absorbanta la 700 nm; K - coeficientul de recalcul (in pg acid
ascorbic/ml) determinat din curba de calibrare. Tn cazul dat, absorbanta
probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si

calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt program de calcul;
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2) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile echivalentului acidului ascorbic in pg/ml. Calculul statistic este

realizat in baza programelor de calcul existente

Exprimarea rezultatelor:
Puterea de reducere poate fi exprimata in valori relative (absorbanta) sau

n echivalent acid ascorbic in pg/g, mg/ml, mg/mg biomasa.

Raportarea testului:

Metoda de determinare a puterii de reducere a biomasei cu utilizarea
hexacianoferatului de potasiu in calitate de detector al ionilor de Fe(ll),
rezultati prin reducerea Fe(Ill) de catre componentele biomasei poate corela
cu continutul proteinelor si a hidratilor de carbon din biomasa. Rezultatele
testului de determinare a puterii de reducere pot fi anuntate numai cu

specificarea procedurii de determinare.

3.5 Determinarea continutului peroxidului de hidrogen in biomasa
cianobacteriilor si microalgelor prin metoda oxidarii iodurii de potasiu

cu peroxid de hidrogen

Peroxidul de hidrogen este produs in mod normal in rezultatul proceselor
biochimice in celuld, dar si in rezultatul unui stres oxidativ. Cuantificarea
continutului de peroxid de hidrogen este importanta pentru numeroase studii
de stimulare a proceselor biosintetice si de acumulare a metalelor in biomasa.
Sunt aplicate metode spectrofotometrice, de chemiluminiscenta si
electrochimice care au la baza reactii enzimatice si de oxido - reducere.
Metoda datd are la baza reactia de oxidare a iodurii de potasiu cu formarea
iodidului care da o nuanta galbuie solutiei. Absorbanta sistemului reactant
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poate fi masurata la lungimile de unda de 285 nm, 350 nm sau 390 nm. Pentru
materialul biologic luat in studiu se determina in mod particular maximumul

de absorbtie.

Principiul metodei:
Metoda are la baza principiul oxidarii iodurii de potasiu cu peroxid de
hidrogen Tn mediu acid cu formarea iodului triiodid (I3 ) care se determini la

lungimea de unda 350 nm (Junglee, 2014).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Balanta analiticd cu limita maximala de cantarire 160 g, eroarea de
masurare = 0,0001 g;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

4. Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;

5. Termostat cu intervalul de temperaturi de + 5°C peste temperatura
mediului......+ 100°C.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;
2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul 10 ml;

3. Eprubete Eppendorf cu volumul de 2,0 ml;

4. Pahar chimic cu volumul de 100 ml;

5. Bagheta din sticla.

Reagenti:
1. Acid tricloracetic CCIsCOOH (TCA), grad puritate >99%;
2. Sodiu fosfat dibazic dihidrat Na2HPO4-2H20, grad puritate 98%;
3. Sodiu fosfat monobazic monohidrat NaH>PO4-H20, grad puritate 98%;
4. lodura de potasiu KI, grad puritate 98%;
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5. Peroxid de hidrogen, solutie 3%, farmaceutic.

Prepararea solutiilor:

1. Solutia de acid tricloracetic de 0,1%. 100 mg (masa uscata) CCIsCOOH
se trece Tntr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml si se dizolva in apa

distilata. Volumul solutiei se aduce la cotd cu apa.

2. Solutia de sodiu fosfat dibazic dihidrat de 0,2 M (Solutia A) 100 ml. Tntr-
un balon cotat de 100 ml se dizolva 17,8 g Na;HPO4-2H20. Volumul

solutiei se aduce la cota cu apa.

3. Solutia de sodiu fosfat monobazic monohidrat de 0,2 M (Solutia B) 100
ml. Tntr-un balon cotat de 100 ml se dizolva 13,8 g NaH2POs-H,O.

Volumul solutiei se aduce la cota cu apa.
4. Solutia tampon fosfat de 0,1 M, pH 7,0. Intr-un balon cotat de 100 ml se
amesteca 30,5 ml solutie A cu 19,5 ml solutie B. Volumul solutiei se aduce

la cota cu apa.

5. Solutia de ioduri de potasiu de 1 M. Tntr-un balon cotat de 100 ml se

dizolva 16,6 g Kl cu apa distilata. Volumul solutiei se aduce la cota cu apa.

6. Solutia standard de apa oxigenata. Cantitatea de 1 pul solutie peroxid de

hidrogen (3%, farmaceutic) se amesteca cu 10 ml apa distilata.
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Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare
3 eprubete. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor experimentale. Proba de biomasa standardizata (1
ml, 10 mg/ml) se centrifugheaza la 11000 rpm Tn eprubete Eppendorf (2,0 ml).
Dupa centrifugare supernatantul se inlatura, iar biomasa sedimentata se

congeleaza. In mod identic se prepara biomasa pentru proba oarba.

Determinarea peroxidului de hidrogen in probe:

1. Pregatirea probelor de lucru. In eprubete pentru centrifugare biomasa
congelata (10 mg) se amesteca cu 1,0 ml solutie acid tricloracetic (0,1%), 1,0
ml solutie tampon fosfat (0,1M, pH-7,0) si 1,0 ml solutie iodura de potasiu
(1M). Proba se riceste la 4°C timp de 10 min, dupi care se centrifugheazi la
2100 rpm timp de 15 min. Dupa centrifugare supernatantul este colectat si se
incubeaza la 22°C timp de 20 min. Se masoar absorbanta la lungimea de undi
350 nm.

2. Pregatirea probei de referinta. Proba de biomasa standardizata (1 ml, 10
mg/ml) se centrifugheaza la 11000 rpm n eprubete Eppendorf (2,0 ml). Dupa
centrifugare supernatantul se inlatura, iar biomasa sedimentata se congeleaza.
Biomasa congelata (10 mg) se amesteca cu 1 ml solutie acid tricloracetic
(0,1%), 1 ml solutie tampon fosfat (0,1M, pH-ul 7,0) si 1 apa distilata. Proba
se riceste la 4°C timp de 10 min, dupi care se centrifugheazi la 2200 rpm 15
min. Dupi centrifugare supernatantul este colectat si se incubeazi la 22°C
timp de 20 min. Proba obtinutd este utilizatd in calitate de referinta la
madsurarea probelor experimentale.

3. Construirea curbei de calibrare. Pentru a construi curba de calibrare, in
eprubete gradate de 10 ml se prepard amestecurile de solutie standard de
peroxid de hidrogen si apa distilata (Tabelul 6).
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Tabelul 6. Prepararea solutiilor de peroxid de hidrogen
pentru curba de calibrare

Solutie de peroxid Apd distilatd, Concentratia peroxidului
de hidrogen, ul ul de hidrogen,ug/ml
500 500 1500
330 670 1000
250 750 750
200 800 600
167 833 500
143 857 429
111 889 333
100 900 300
90 910 273

La solutiile de peroxid de hidrogen, preparate din solutia standard de
peroxid de hidrogen se adaugd solutie acid tricloracetic (1,0 ml, 0,1%).
Amestecurile obtinute se agita. In continuare, la 1 ml amestec se adauga 1 ml
solutie tampon fosfat (0,1M, pH 7,0) si 1 ml solutie iodura de potasiu (1M).
Proba oarba consta din amestecul de acid tricloracetic (1,0 ml, 0,1%) cu solutia
tampon fosfat (1 ml, 0,1M, pH-7,0) si apa distilata (2 ml).

Se masoara absorbanta la lungimea de unda de 350 nm. Se utilizeaza
aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului.
Se verifici r?, pentru care valoarea acceptati este de 0,99. Dupi fixarea valorii
r’=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K utilizat in calculul cantitativ.
Formula de calcul este K=C/Asso, unde C este concentratia peroxidului de
hidrogen in probe, pg/ml, Aasso - absorbanta probei la 350 nm. Intervalul liniar
pentru curba de calibrare este de 273 - 1500 pg H20-.

4. Calculul continutului de HO2 Tn probe se efectueaza:

1) Tn baza coeficientului determinat experimental cu aplicarea formulei de
calcul: C = Ass0-K, unde C - concentratia H202 in proba, pg/ml; Asso -
absorbanta la 350 nm; K - coeficientul de recalcul (in pg H202/ml) determinat
din curba de calibrare. Tn cazul dat, absorbanta probelor experimentale se
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inregistreaza cu aplicatia. PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea
spectrofotometrului, iar calculul cantitativ si calculul statistic este realizat Tn
Excel sau intr-un alt program de calcul,

2) Absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, unde
valoarea coeficientului de calcul se introduce in formula programului. Se obtin
valorile continutului de peroxid de hidrogen in pg/ml. Calculul statistic este

realizat in baza programelor de calcul existente.

Exprimarea rezultatelor:
Continutul peroxidului de hidrogen in biomasa se calculeaza cu utilizarea
coeficientului de extinctie a peroxidului de hidrogen si se exprima in pg/g

biomasa; Pug/mg biomasa.

Raportarea testului:

Determinarea acumularii peroxidului de hidrogen este 0 metoda indirecta
in stabilirea nivelului radicalilor liberi in biomasa. Rezultatele testului
continutului peroxidului de hidrogen pot fi anuntate cu specificarea procedurii

de determinare si a lungimii de unda pentru spectrofotometrie.

3.6 Determinarea capacititii de reducere a radicalului oxidului nitric

Oxidul nitric fiind produsul proceselor vitale este omniprezent. Astfel,
oxidul nitric este un radical specific si utilizarea lui in calitate de substrat
pentru reactiile antioxidante faciliteaza demonstrarea utilitatii antioxidantului

testat pentru uzul farmaceutic si nutraceutic.

Principiul metodei:
Metoda constda in determinarea nivelului de producere a radicalului

oxidului nitric generat de nitroprusiatul de sodiu. Oxidul nitric interactioneaza
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cu oxigenul si formeaza nitriti, care sunt determinati spectrofotometric cu
utilizarea reagentul Griess. Formarea cromoforului are loc in rezultatul
diazotizarii nitritului cu sulfanilamida si cuplarea lui cu naftiletilenediamina

(Marcocci, 1994).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei,

2. Balantd analiticd cu limita maximald de céantdrire 160g, eroarea de
masurare de pand la 0,0001 g;

3. Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

5. Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm.

6. Termostat cu intervalul de temperatura de + 5°C peste temperatura
mediului......+ 100°C.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml
2. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul 10 ml;

3. Pahar chimic cu volumul de 200 ml;

4. Bagheta din sticla.

Reagenti:

1. Nitrofericianid de sodiu dihidrat (Na2[Fe(CN)sNO]-2H20), grad puritate
>99%0;

2. Dihidrofosfat de potasiu KH2POs, chimic pur;

3. Hidroxid de sodiu, chimic pur:

4. Reagentul Griess (1% sulfanilamida, 2% acid fosforic si 0,1%

naftiletilenediamina dihidroclorid).
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Prepararea solutiilor

1. Solutia de dihidrofosfat de potasiu de 0,1M. 1,36 g KH2PQOj4 se dizolva in
50 ml apa distilata. Solutia obtinutd se trece ntr-un balon cotat cu
capacitatea de 100 ml. Volumul solutiei se aduce la cota cu apa.

2. Solutia de hidroxid de sodiu de 0,1M. 0,4 g NaOH se dizolva in 50 ml apa
distilata. Solutia obtinuta se trece intr-un balon cotat cu capacitatea de 100
ml. Volumul solutiei se aduce la cota cu apa.

3. Solutia tampon fosfat, pH 7,4. Intr-un pahar de 200 ml se amesteci 100
ml 0,1M KH2PO4 cu 78,2 ml 0,1M NaOH. Se obtine solutia tampon cu pH-
ul 7,4.

4. Solutia de nitroprusiat de sodiu de 10mM. Solutia de nitroprusiat de
sodiu se prepara imediat inaintea efectuarii testului, prin dizolvarea a 0,262
g nitrofericianid de sodiu dihidrat Tn 60 ml solutie tampon fosfat, pH 7.,4.
Solutia se trece ntr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml. Volumul

solutiei se aduce la cotd cu solutia tampon fosfat.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru a asigura calculul statistic se efectucaza
3 masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare
3 eprubete. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Pregatirea probelor experimentale. Capacitatea de a reduce radicalul
oxidului nitric se determina in extractele hidrice si hidro - etanolice.

a) Prepararea extractelor hidrice. Tn eprubete Eppendorf cu volumul de
2,0 ml se iau cate 1,0 ml biomasa standardizatda (10 mg/ml) si se
centrifugheaza la 11000 rpm timp de 10 min. Supernatantul obtinut se
colecteaza in alte eprubete Eppendorf. Extractul hidric obtinut se dilueaza cu
apa de 10 ori;

b) Prepararea extractelor hidro - etanolice. Tn eprubete Eppendorf cu
volumul de 2,0 ml se iau a cate 1,0 ml biomasa standardizata (10 mg/ml) si se
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centrifugheaza la 11000 rpm timp de 10 min. Supernatantul obtinut se inlatura.
La biomasa sedimentata se adauga 1 ml alcool etilic de 50%. Amestecul
obtinut se agita timp de 120 min. Eprubetele se centrigugheaza la 11000 rpm

timp de 5 min. Extractul obtinut se dilueaza de 10 ori cu alcool etilic de 50%.

3. Pregarirea probei oarbe. In calitate de proba de referinta este utilizata

apa distilata.

Determinarea capacitatii de reducere a radicalului oxidului nitric:

1. Pregdtirea probelor de lucru. In eprubete din sticla se introduc 0,5 ml
extract diluat, la care se adauga 0,5 ml solutie nitroprusiat de sodiu 10mM.
Probele se incubeazi la 25°C timp de 150 min. Dupi expirarea perioadei de
incubare la probe se adauga 2,0 ml reagent Griess (1% sulfanilamida, 2% acid
fosforic si 0,1% naftiletilenediamina dihidroclorid). Se masoara absorbanta la
542 nm.

2. Pregdtirea probei control. In calitate de proba control se foloseste
amestecul din 0,5 ml nitroprusiat de sodiu 10mM si 0,5 ml apa distilata.
Probele se incubeazi la 25°C timp de 150 min. Dupi expirarea perioadei de
incubare la probe se adauga 2,0 ml reagent Griess. Se masoard absorbanta la
542 nm.

Tn cazul dat, absorbanta probelor experimentale se inregistreaza cu aplicatia
PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului, iar
calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt
program de calcul;

Reducerea formarii oxidului nitric se exprima in % inhibitie NO si se
calculeaza conform formulei: % Inhibitie =(Acontr-Apr)/Acontr-100, unde Acontr

- absorbanta probei control, Apr - absorbanta probei experimentale.
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3.7 Deteminarea capacitatii antioxidante in baza metodei TBARS

Capacitatea complexelor antioxidante de a reduce radicalii si de a preveni
oxidarea poate fi verificata prin aplicarea metodei de determinare a produselor
degradarii acidului tiobarbituric. In acest scop, in calitate de substrat usor
oxidabil se utilizeaza cateva tipuri de uleiuri vegetale lipsite de adaos
antioxidant. In calitate de antioxidant se utilizeaza extractul etanolic obtinut

n baza biomasei cianobacteriilor si microalgelor.

Principiul metodei:

Produsele degradarii oxidative a acizilor grasi sunt stabilite prin metoda
determinarii cantitatii dialdehidei malonice acumulate, in baza substantelor
reactive ale acidului tiobarbituric (TBARS).

Echipament:

1. Spectrofotometru VIS pentru inregistrarea absorbantei;

2. Balanta analiticd cu limita maximald de cantarire 160g, eroarea de
masurare +0,0001 g;

Centrifuga de laborator cu factorul de separare 1500 - 5000 RCF;
Centrifuga de laborator cu factorul de separare < 31,514 RCF;

Agitator orbital cu intervalul de viteza de 30 - 500 rpm;

o g ok~ w

Termostat cu intervalul de temperaturi de + 5°C peste temperatura
mediului......+ 100°C.
7. Baie de apa.

Vesela de laborator:

1. Balon volumetric cu volumul de 100 ml cu eroarea absoluta + 0,02 ml;

2. Eprubete pentru centrifugare gradate din plastic cu dop, cu volumul de 10
ml;

3. Eprubete pentru centrifugare din sticla cu volumul de 10 ml. Pentru a
exclude evaporarea apei din eprubetd in timpul hidrolizei, se folosesc

capace speciale pentru procesul de fierbere;
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4., Pahar chimic cu volumul de 100 ml;
5. Bagheta din sticla.

Reagenti:
1. Acid tricloracetic (CCIsCOOH), grad puritate >99%;
2. Acid tiobarbituric (C4sHsN20,S), grad puritate 98%;

3. Uleiuri vegetale.

Prepararea solutiilor:

1. Solutia de acid tricloracetic de 10%. 20 g (masa uscatda) CCIsCOOH se
trece intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml si se dizolva in apa
distilata. Volumul solutiei se aduce la cota cu apa.

2. Solutia de acid tiobarbituric de 0,76%. 760 mg acid tiobarbituric se trece
intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml. Se adauga circa 50 ml acid
tricloracetic de 10% si se plaseazi pe baia de api (90°C) pani la dizolvarea
completa, apoi volumul se aduce la cotd cu acid tricloracetic de 10%.
Solutia se prepara 1n ziua utilizarii. Volumul de lucru al acidului

tiobarbituric se calculeaza in baza numarului de probe.

Pregatirea pentru analiza:

1. Pregatirea eprubetelor. Pentru veridicitatea statistica se efectueaza 3
masurari paralele. Prin urmare, pentru fiecare proba analizata sunt necesare 3
eprubete. Eprubetele sunt in prealabil numerotate.

2. Prepararea extractelor etanolice. In eprubete cu volumul de 10 ml se
introduc céte 5,0 ml biomasa standardizata (10 mg/ml) si se centrifugheaza la
11000 rpm timp de 10 min. Supernatantul obtinut se inlatura, iar la biomasa
sedimentata se adauga 5,0 ml alcool etilic. Amestecul obtinut se agita timp de
120 min. Eprubetele se centrigugheaza la 11000 rpm timp de 10 min. Extractul
obtinut este de culoarea specificd continutului pigmentilor solubili in etanol.

Se pastreazi la temperatura + 4°C.
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3. Pregdtirea probelor experimentale. In eprubete se iau cate 6 ml ulei
vegetal la care se adauga 3 ml extract etanolic. Pentru a spori incorporarea
antioxidantilor, amestecul obtinut se emulsioneaza prin agitare timp de 60
min. Amestecurile obtinute se incubeaza la intuneric, la temperatura camerei
pentru 24 ore. Restul de etanol se inlatura prin decantare.

4. Pregatirea probei de referingd. In eprubete se introduc cate 6 ml ulei
vegetal utilizat in varianta experimentala.

5. Oxidarea uleiurilor. Probele experimentale de ulei cu complex
antioxidant si proba control de ulei sunt supuse oxidarii in dulap la 100°C timp
de 60 min. Dupa expirarea timpului, probele se racesc pana la temperatura
camerei.

6. Pregatirea probelor pentru testul TBARS. Din probele experimentale
si proba control se iau cate 0,1 ml ulei la care se adauga 3,0 ml acid
tiobarbituric (0,76%). Amestecul reactant se incubeaza pe baia de apa la 95°C
timp de 40 min. Tn continuare, probele se ricesc sub jet de apa rece si la
necesitate se centrifugheaza la 11000 rpm timp de 7 min.

Determinarea continutului de dialdehida malonica:

1. Pregatirea probelor experimentale. In eprubete de sticla se transfera
supernatantul obtinut in rezultatul centrifugarii probelor supuse hidrolizei. Se
inregistreazi absorbanta probelor la lungimea de unda 535 nm. In calitate de
proba oarba se utilizeazd amestecul din care lipseste materialul biologic.

2. Calculul continutului cantitativ de dialdehida malonica:

Absorbanta probelor experimentale se inregistreazd cu aplicatia
PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului. Continutul
de dialdehida malonica Tn proba se calculeaza cu utilizarea coeficientului de
extinctie a produsului complexului DAM-ATB: DAM echivalent (nM cm™) =
1000(As23/155), unde Asps - absorbanta probei la 523 nm; 155 - coeficientul
molar de extinctie al DAM la 523 nm; 1000 - coeficientul de recalcul pentru
nM. Calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt
program de calcul.
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