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Este prezentata o sinteza a rezultatelor cercetarilor din ultimele decenii, cu tangenta la algele cianofite producétoare
de metaboliti secundari bioactivi. Sunt descrise clasele principale de metaboliti secundari produsi de cianofite cu acti-
une toxica asupra omului §i animalelor. Sunt evaluate tulpinile de alge cianofite producatoare de microcistine, nodulari-
ne, anatoxine, saxitoxine, cilindrospermopsine, lingbiatoxine, lipopolizaharide etc. si analizati unii factori care influen-
teaza asupra producerii lor, precum si perspectiva de utilizare a lor in farmaceutica, fitotehnie, zootehnie.
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BLUE-GREEN ALGAE (CYANOPHYTA) — THE SOURCE OF THE SECONDARY
BIOACTIVE METABOLITES

The review of research results in recent decades connected to cyanobacteria as the sources of bioactive secondary
metabolites. The main classes of secondary metabolites produced by cyanobacteria with toxicity to humans and animals
are presented. Some cyanobacteria strains producing microcystins, nodularins, saxitoxins, cylindrospermopsins, lyngby-
atoxins and lipopolysaccharides are evaluated and some factors that influence on the secondary metabolites production
and prospective of its application in pharmaceutical or agriculture are described.
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Introducere

Algele cianofite reprezinta relicve din cele mai vechi organisme fotoautotrofe din lume, raspandite atat in
apele dulci, cat si in habitatele marine si terestre. Cianofitele au atras atentia deosebita a specialistilor in ulti-
mii ani datorita aplicarii lor potentiale in diverse ramuri ale biotehnologiei. Actualmente, ele reprezinta unul
dintre cele mai promitatoare grupuri de microorganisme explorate in domeniul biotehnologiei servind drept
surse importante de noi principii bioactive, inclusiv metaboliti secundari [5,49,52,61,62,64,86,69,71]. Algele
cianofite sunt cunoscute si pentru capacitatea de a produce metaboliti cu diverse activitati biologice, cum ar fi
activititatea antibacteriana [28], antifungica [31], antivirala [56], anticancerigena [45], algicida [57], antimi-
crobiana [59], antiagreganta si imunosupresiva [50].

Studiile ce tin de identificarea si evaluarea in habitatele terestre si acvatice locale a unor noi tulpini de ciano-
fite producdtoare de substante bioactive capatd in prezent o importantd teoreticd si aplicativd Tnaltd. La
momentul actual, studiile efectuate in acest context la nivel mondial sunt axate pe izolarea de noi tulpini de alge
cianofite producatoare de substante bioactive de mare valoare si pe modificarea genetica a tulpinilor existen-
te pentru a asigura productia maxima a substantelor bioactive dorite. Productia industriald pe scara larga a
metabolitilor bioactivi necesita optimizarea conditiilor de sinteza, extragere si purificare a substantelor bioac-
tive in scopul eficientizarii proceselor de obtinere si cresterii ratei de producere a lor.

Metabolitii secundari produsi de cianobacterii

Metabolitii secundari intra- sau extracelulari sintetizati de catre cianobacterii pot fi divizati In compusi
alelopatici, cu efect inhibitor asupra unor pradatori, precum si toxine care pot fi toxic letale pentru animalele
salbatice, animalele domestice si chiar pentru om [41,72]. Compusii alelopatici includ alcaloizi, peptide cicli-
ce, terpene i compusi organici volatili. Ei au diverse moduri de actiune: de la inhibarea fotosintezei pana la
stresul oxidativ sau paralizia celularda. Conform efectelor fiziologice manifestate de toxinele cianobacteriene
asupra mamiferelor, ele se Tmpart in hepatotoxine (actioneaza asupra ficatului), dermatotoxine (provoaca iri-
tatii exeme, tumori ale pielii) si neurotoxine (actioneaza asupra sistemului nervos) (Fig.1).

Dupa structura chimicad, cianotoxinele se impart in trei grupe mari: peptide ciclice, alcaloizi si lipopoliza-
haride [72] (a se vedea Tabelul).
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Fig.1. Calsificarea cianotoxinelor dupa modul de actiune asupra mamiferelor.

Tabel

Cianotoxine produse de diverse tulpini de alge cianofite

Denumirea toxinelor | Natura chimica Alga cianofita Referinte bibliografice
producitoare
Microcistine Heptapeptide Anabaena sp, Namikoshi et.al., 1990
ciclice Aphanocapsa sp., Sivonen et.al., 1990
Nostoc sp., Sivonen et.al., 1992
Hapalosiphon sp, Mundt et.al., 2001
Microcystis sp., Oksanen et.al., 2004
Oscillatoria sp. Schatz et.al., 2007
Jiang et.al., 2008
Kim et.al., 2009
Kurmayer et.al., 2011
Nodularine Pentapeptide Nodularia sp., Pearson, 2010
ciclice Rinehart et.al., 1988
Mazur et.al., 2001
Cilindrospermopsina Alcaloid Aphanizomenon sp., Harada et al., 1994
Cylindrospermopsis sp., Pearson, 2010
Umezakia sp., Kinnear, 2010
Raphidiopsis sp.,
Anabaena sp.,
Lyngbya sp.
Anatoxina —a Alcaloid Anabaena sp., Edwards et al., 1992
Aphanizomenon sp., Araoz et al., 2005
Cylindrospermum sp., Carrasco et al., 2007
Oscillatoria sp., Oswald et al., 2009
Planktothrix sp. Gagnon et.al., 2012
Harland et al., 2013
Hardi, 2008
Botana, 2007, Botana, 2008
Anatoxina —a (S) Alkaloid Anabaena sp. Matsunaga et al., 1989
Watanabe et al., 1996
Whitton et. al, 2002
Wood etal., 2010
Wood etal., 2012
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Homoanatoxina — a Alcaloid Anabaena sp., Chorus et.al, 1999
Aphanizomenon sp., Araoz et al., 2005
Oscillatoria sp., Aréoz et.al., 2010,
Planktothrix sp., Wood et.al., 2010,
Phormidium sp. Wood et al., 2012
Kelman etal., 2013
Whitton et.al., 2002
Saxitoxina Alcaloid Anabaena sp., Negri et al., 1995.
Lyngbya sp., Maier R. et al., 2009
Aphanizomenon sp., Callow, 1997
Cylindrospermopsis sp., Onodera et al., 1997
Oscillatoria sp. Thacker, 2008
Lajeunesse et al., 2012
Neosaxitoxina Alcaloid Aphanizomenon sp. Barceloux D.,2008
Aplisiatoxina Alcaloid Lyngya sp., De Leén, 2002
Oscillatoria sp., Bhakuni et.al., 2005
Schizothrix sp.
Debromoaplisiatoxina | Alcaloid Lyngya sp., Singh et al., 2010
Oscillatoria sp., Bhakuni et al., 2005
Schizothrix sp.
Lingbiatoxina- A Alcaloid Lyngbya sp. Chorus et al., 1999
Lipopolizaharidele Lipopolizaharide | Toate cianobacteriile Stewart et al., 2006
(endotoxine)

Peptidele cu greutate moleculara mica, care contin o serie de aminoacizi proteinogeni si nonproteinogeni, sunt
o clasd importanta de compusi bioactivi produsi de cianobacterii [10]. O serie de peptide mici ciclice sau liniare cu
un nivel surprinzator de mare de variatii structurale au fost depistate, de asemenea, la algele cianofite [71,78].
Aceste peptide sunt produse de ciamofite atat nonribozomal, cat si pe cai biosintetice ribozomale [70]. Ele includ
compusi cu proprietati anticancerigene, inclusiv criptoficina, care prezinta interes din punct de vedere biomedical
[45], dar si alte peptide hepatotoxice problematice pentru mediu [58]. Cele mai pe larg raspandite toxine cianobac-
teriene sunt heptapeptidele ciclice, cunoscute sub numele de microcistine, care pot fi izolate de la mai multe specii
de alge cianofite de apa dulce, cum sunt Microcystis sp., Planktothrix sp. (Oscillatoria), Anabaena sp. si Nostoc
sp. ([71]. Sunt cunoscute peste 70 de variante structurale de microcistine. O structura ciclica similara are si nodu-
larina, pentapeptid ciclic hepatotoxic, intalnit la cianobacteria Nodularia sp. Multi dintre acesti compusi sunt pep-
tide care contin aminoacizi nonproteinogenici, produse prin sinteza nonribozomala [71,78] . Recent au fost desco-
perite si peptide modificate, produse prin cai ribozomale — cianobactinele [17,67,42,70].

Cianobactinele sunt peptide mici ciclice produse de un sir variat de cianobacterii care habiteaza in simbio-
ze in sol, in mari sau in apa dulce. Acestea includ compusi cu activitate antimalarie, antitumorala si alte activi-
tati si care pot fi utilizate ca remedii farmaceutice. Cianobactinele sunt produse prin clivajul proteolitic si cicli-
zarea peptidelor precursoare, cuplate cu alte modificari post-translationale, cum ar fi heterociclizarea, oxidarea
sau prenilarea de aminoacizi. Recenta descoperire a procesului de biosinteza a cianobactinelor in algele cianofite
extinde cunostintele noastre referitoare la potentialul lor in calitate de producatori de metaboliti de interes far-
maceutic. Denumirea de cianobactine a fost propusa ca un nume comun pentru peptidele ciclice care contin
aminoacizi heterociclizati sau derivati izoprenici ai aminoacizilor [17,67]. Cianobactinele au fost definite initial
substante cu continut de oxazoline, tiazoline sau derivatii lor oxidati — oxazolii si tiazolii. Aceasta definitie a
fost extinsa recent pentru a include si peptidele ciclice care constau exclusiv din aminoacizi proteinogeni [42].

Printre cianofitele intalnite in sol se evidentiazd Nostoc sp. care reprezintd o sursa bogata de componente
naturale cu potential valoros [15]. Saisprezece metaboliti cu proprietdti bioactive, cum ar fi anticancerigene,
antibacteriene, antifungice si antivirale, au fost identificate in 7 tulpini de Nostoc [9,52,54]. Semnificatia
ecologica a speciei Nostoc se datoreaza faptului cd multe dintre aceste organisme sunt capabile sa modifice
habitatele lor, prin sinteza produsilor biologic activi. Acesti compusi, care cuprind o gama diversa de structuri
chimice, inclusiv noi peptide ciclice si liniare, acizi grasi, alcaloizi si alte substante organice, demonstreaza
activitati biologice importante [39]. Un numar mare de noi agenti antimicrobieni au fost identificati in bio-
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masa speciilor de Nostoc cu urmatoarele proprietati: citotoxice [9], antifungice [32], antibacteriene [28],
imunosupresive [49], inhibitoare asupra enzimelor [14] si antivirale.

S-a stabilit, de asemenea, ca trei tulpini de Nostoc: Nostoc sp. 152, o tulpina de Nostoc izolata din apa sa-
ratd a unui lac din Anglia — Nostoc sp. DUN90 1 si tulpina terestra Nostoc sp. 10-102-1 sunt capabile sa pro-
duca microcistine. Sivonen si colab. au stabilit ca Nostoc sp. strain152 este producator de noud peptide hepato-
toxice cu proprietati toxicologice, similare cu cele ale produselor hepatotoxice de hepta- si pentapeptide din
alte cianobacterii [71]. Cinci dintre aceste peptide au fost identificate ca noi tipuri ale omologilor microcys-
tinei-LR. A fost mentionat, de asemenea, ca tulpina terestrd de Nostoc sp. 10-102-A., asociatad cu licheni,
produce sase forme rare de microcistine [54].

Structura comuna a microcistinelor cuprinde ciclul (D-alanil-LX-D-eritro-p methylaspartyl (izo-linkage)-
LZ-ADDA-D-glutamil (izo-linkage)-N-methyldehydroalanyl) — structurd unde ADDA reprezintd acidul
B-amino, 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10 phenyldeca-4 (E), 6 (E)-dienoic, care este unic pentru microcistine
si nodularine (Fig.2). Principala variatie structurald in microcistine se observa in resturile de acid L-amino 2
(X) si 4 (Z), care sunt indicate de un sufix din doua litere comune, de exemplu: microcystin-LR contine
leucina (L) in pozitia 2 si arginind (R) in pozitia 4 [11,18]. S-a stabilit ca microcistinele care sunt inhibitori ai
proteinfosfatazei sunt produse de un complex de microcistinsintetaze, care include peptidsintetaze si poliketid-
sintetaze. Se considera ca lizarea unei fractii din populatia de Microcystis, in urma céreia are loc eliminarea
de peptide non-ribozomale, este simtita de restul celulelor, care raspund prin intensificarea procesului de sin-
teza a microcistinelor, ceea ce sporeste capacitatea lor de Vietuire in nisa ecologica, datorita toxicitatii [65].
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Fig.2. Structura chimica a Microcistinei-LR., C49H74N1901,. Masa moleculara 995,17
[http://en.wikipedia.org/wiki/microcystin LR]

Numarul de compusi bioactivi sau produse izolate din speciile genului Nostoc este n continua crestere.
Criptoficinele (Fig.3) izolate din tulpini terestre de Nostoc sunt agenti cu actiune anticancer [13,73]. Activita-
tea lor antiproliferativa si antimicotica se datoreaza legarii la moleculele de tubulind, inhiband asamblarea
sau dezasamblarea ei.

Ph O

Fig.3. Structura chimica a Criptoficinei [http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary/cryptophycin]

O peptida ciclica — nostociclamida M (Fig.4) cu activitate alelopatica a fost izolatd din tulpina de Nostoc
31 [29]. Autorii sugereaza ideea ca aceastd tulpind ar putea fi utilizata ca sursa de pesticide naturale.

Au fost studiate si alte 2 specii de Nostoc — Nostoc linckia si Nostoc punctiforme, pentru a evalua capaci-
tatea lor de a produce compusi intracelulari si/sau extracelulari cu potential citotoxic [75]. Ambele specii de
Nostoc produc compusi bioactivi intra- si extracelulari cu efecte diferite asupra soarecilor si a celulelor de
peste in vitro. Prezenta unor astfel de cianotoxine ca anatoxina-a si /sau microcistina-nodularina a fost con-
firmata prin analize HPLC si ELISA. Prin urmare, speciile mentionate de Nostoc nu sunt doar surse de com-
pusi bioactivi cu actiune terapeutica, ele pot fi si un potential pericol pentru sistemele acvatice, precum si
pentru sanatatea omului i a animalelor.
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Fig.4. Structura chimica a Nostociclamidei M [http://www.chemspider.com/Chemical-Structure/ Nostociclamide M /]

Ecosisternele din cémpurile arabile pot oferi un mediu favorabil pentru dezvoltarea algelor cianoﬁte hetero-
screening menite sa identifice agen‘gu antlmlcroblem au relevat mai multi compusl proml‘gatorl. Dintre aceste
substante au fost identificate: nostociclina A, nostoflanul [32], nostofungicidina [31] si nostocina A [25].

Nowruzi si colab. au demonstrat ci extractul etanolic sau metanolic din tulpina de Nostoc ASN_M are ac-
tiune antifungica si au identificat trei compusi peptidici din clase diferite (anabaenopeptina, criptoficina si
nostociclopeptida) [53]. Nostociclopeptida, care este o hexapeptida ciclicd, a manifestat actiune citotoxica
slaba contra KB (carcinomei nasofaringeene umane) si contra liniilor celulare LoVo (adenocarcinomei colo-
rectale umane). A fost demonstrat ca criptoficina exercita si activitate erbicidica [6].

Un alt metabolit produs de cianobacteria din ape dulci Nostoc spongiaeforme TISTR 8169 este nostocina
A care reprezinta un pigment extracelular citotoxic de culoare violetd. Pentru microalge, nostocina A a mani-
festat activitate de inhibare a cresterii, comparabild cu paracuatul (paraquat), iar activitatea inhibitoare s-a
dovedit a fi mai puternica asupra algelor verzi, decat asupra algelor cianofite. Nostocina A a manifestat si ac-
tiune erbicidica, si toxicitate acutd la soareci si poate fi clasificatd ca o toxina periculoasd [25]. Rezultatele
obtinute de unii autori sugereaza ideea ca nostocina A poate actiona ca o toxina sau un compus alelochimic
asupra reproducerii organismelor 1n natura.

Intr-o cultura de N. spongiaeforme a fost stimulata, in conditii de laborator productia de nostocini A la o
temperatura mai mare de 30°C si la o iluminare mai intensia — 30 W/m?, comparativ cu conditiile standard
25°C si 10 W/m®. Cultivarea celulelor cu 1 sau 2 mM H,0, de asemenea majoreazi productia de nostocini
A, indicand faptul ca nostocina A poate fi sintetizata si eliberatd atunci cand celulele sunt expuse la un stres
oxidativ, eventual cand apar temperaturi mai ridicate si la o lumina mai intensa [25].

Sunt cunoscuti si alti metaboliti cianobacterieni cu activitate biologica, asa-numitii paraciclofani (paracy-
clophanes) izolati din Nostoc sp. si Cylindrospermum sp. — nostociclofanii si cilindrociclofanii (Fig.5), care
manifesta un spectru vast de activititi biologice, inclusiv antibacteriana, antifungica si citotoxica [9,13,14].

Fig.5. Structura chimica a Cilindrociclofanului (A) [http://en.wikipedia.org/wiki/cylindrocyclopnane] si
Nostociclofanului (B) [Kang et al., 2012]

Ciclofanul este o hidrocarbura care consta dintr-o unitate aromatica (de obicei, un ciclu benzenic) si o catena
alifatica care formeaza o punte intre doua pozitii neadiacente ale inelului aromatic. Sunt de asemenea cunoscute
mai multe derivate complexe, cu mai multe unitati aromatice si poduri care formeaza structuri «cagelike».
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Extractul obtinut din celulele unei culturi terestre de Nostoc sp. (UIC 10062), colectate intr-un parc din
orasul Michigan, a exercitat activitate antiproliferativa contra liniei HT-29 de celule de cancer de colon
uman. Fractionarea extractului de celule algale, combinata cu analiza LC-MS, a condus la izolarea a doi ciclofani,
numiti merociclofani — merociclofanii A si B (Fig.6). Structurile lor au fost determinate prin diferite tehnici
spectroscopice, inclusiv HRESIMS, si analizei 1D si 2D RMN. Stereoconfiguratia a fost stabilita in baza
cristalografiei cu raze X [44].

35 27

Fig.6. Structura chimica a Merociclofanului A (A) si a Merociclofanului B (B) [Kang et al., 2012].

Recent s-a stabilit ca diverse specii de cianobacterii produc aminoacidul neurotoxic non-proteinic f-metil-
amino-L-alanine (BMAA). Neurotoxina BMAA este produsa de diverse specii de cianobacterii raspandite in
mediul terestrial sau acvatic si simbionte cianobacteriene [54].

Lyngbya majuscula (Ramamurthy si Raveendran, 2009) a fost mentionata ca una dintre cianobacteriile
principale care produc substante antimicrobiene [59]. Lingbiatoxina (Lyngbyatoxin) este un alcaloid indolic,
care este produs de cianobacteria filamentoasd marina Lyngbya majuscule si de cea de apa dulce Lyngbia
wollei. Au fost identificate trei izoforme ale lingbiatoxinei: a, b si ¢, masa lor moleculara constituind 437 Da.
Structura lingbiatoxinei-o este identica cu cea a izomerului de teleocidind A, izolatd din miceliul mai multor
specii de Streptomyces. LD50 pentru soareci (cale orald) este de 250 pg/kg [27].

Fig.7. Structura chimica a Lingbiatoxinei: A [http://en.wikipedia.org/wiki/Lyngbyatoxin-a].

Au fost identificate si alte doua toxine produse de cyanobacteria Lyngbya wollei — aplisiatoxina (AT) si
debromoaplisiatoxina (DAT), care apartin clasei de bislactone fenolice. Masa lor moleculara este 671 si 592
Da, respectiv [60]. Ele au fost mai intai izolate de la moluste marine, apartindnd genului Stylocheilus [35], care
se alimentau cu specii de astfel de cianobacterii ca Lyngbya, Schizothrix si Planktothrix, care au capacitatea de
a sintetiza AT si DAT. Singura diferenta dintre structura chimica a aplisiatoxinei si cea a debromoaplisiatoxinei
este cd in DAT 1in structura fenolica un atom de hidrogen este inlocuit cu un singur atom de brom [77].

CH
Fig.8. Structura chimica a Debromoaplisiatoxinei [Sivonen and Jones, 1999].

Mai multe studii experimentale au demonstrat potentialul impact negativ al aplisiatoxinei si debromoapli-
siatoxinei asupra sanatatii mamiferelor. La soareci, ambele toxine au cauzat o iritare severa la urechi [20].
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Inhibarea factorului de crestere epidermal (EGF) este de 10 ori mai mare pentru aplisiatoxinid. La Lyngbya
wollei au fost identificati si analogi ai saxitoxinei [40].

Fig.9. Structura chimicd a Saxitoxinei [http://www.chemspider.com/Chemical-Structure/Saxitoxin].

Alt component toxic, produs de cianobacteria Lyngbya majuscule, este lipopeptida liniara — dragomide E
care include in structura sa 5 aminoacizi legati in catend cu 5 atomi de carbon ai cozilor de acizi grasi [3].
Recent, mai multe lipopeptide au fost caracterizate ca substante cu activitati de surfactant, antimicrobiene si
citotoxice. Proprietatile lipopeptidelor pot conduce la aplicatii in diverse domenii industriale, inclusiv in in-
dustria farmaceutica, pentru a fi utilizate ca antibiotice conventionale; in industria cosmetica — pentru
obtinerea de produse dermatologice, datoritd proprietatilor antirid si surfactante, in productia de alimente in
calitate de emulgatori, precum si in domeniul biotehnologiei ca biosurfactanti [47].

Endotoxinele, numite si lipopolizaharide, intrd in componenta peretelui celular exterior al bacteriilor
gram-negative. Lipopolizaharidele sunt compuse din trei parti: domeniul O-antigen, fragmentul polzaharidic
hidrofilic si fragmentul hidrofobic lipidic (Lipida A) legate covalent si au o masa moleculara >.100 kDa.
Fragmentul lipidic (Lipida A) este responsabil de numeroase efecte in vitro si in vivo ale endotoxinei. Toate
LPS cianobacteriene examinate contin glucoza, xiloza, manoza si ramnoza. Compozitia de acid gras si zahar
variaza de la o specie cianobacteriana la alta [35,44,56]. Lipopolizaharidele (LPS) au fost izolate din Schizo-
thrix calcicola, Anabaena flos-aquae (UTEX 1444), Oscillatoria tenuis si Oscillatoria brevis. Izolarea a fost
realizatd prin metoda de extractie in sistemul apa/fenol, modificat de Westphal. Ulterior, glucanul din LPS a
fost separat prin hidroliza enzimatici cu celulaza. Macromoleculele erau constituite dintr-un fragment de po-
lizaharide si componentul lipidic. Toxicitatea este asociata cu componentul lipidic (Lipid A), iar imunogeni-
citatea — cu cel polizaharidic.

Algele cianofite mai sunt si producatori de substante volatile cu miros patrunzator, cum sunt sesquiterpe-
nele geosmina si 2-metilizoborneolul (Fig.10). Unii cercetatori [30] au demonstrat ca geosmina si 2 — MIB se
gasesc in doud fractiuni intracelulare distincte, una dizolvata in citosolul apos si a doua legatd de proteine.
Folosind solventi polari, acesti autori au aratat ca geosmina din a doua fractiune se leaga cu proteinele mem-
branare si nu se dizolva in citosolul apos, similar cu clorofila si carotenoidele, care sunt parte integranta a
unitatilor macromoleculare proteine—pigment ale aparatului fotosintetic. De fapt, ficocobiliproteinele sunt
atasate la suprafata tilakoizilor si pot fi macromoleculele de care geosmina si 2 - MIB sunt legate prin punti
de hidrogen si forte Van der Waals.

OH

A
Fig.10. Structura chimica a Geosminei(A) si 2-metilizoborneolului(B) [Jutner and Watson, 2007].

Prezenta a doud fractii de geosmina intracelulara in stare legata si in stare dizolvata are implicatii impor-
tante pentru protocoalele utilizate frecvent pentru extractie si analiza, pentru ca aceste fractii se comporta di-
ferit. La extragere in primul rand va fi eliminati fractia din citozolul apos. In Fischerella muscicola, de
exemplu, extractiile si analiza separata pe baza de solvent-apa au scos in evidenta ca 82% din geosmina sunt
legate de proteine [30]. Intr-o proceduri tipica, celulele sunt filtrate pe un filtru cu fibra de sticla si se tratea-
za pe scurt timp cu metanol pentru extragerea geosminei.
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Prezenta sesquiterpenelor a fost stabilita si la cianobacteria Calothrix PCC 7507 — producatoare de geo-
smina. Extragerea uleiurilor esentiale a fost efectuata prin distilare in vacuum, dupa care s-a efectuat studiul
lor in detalii prin metodele GC-MS si compararea lor cu compusii autentici. Geosmina era componentul pre-
dominant, iar alte sesquiterpene erau componente minore [26].

Factorii care induc producerea de toxine

Parametrii de mediu, cum ar fi intensitatea luminii, temperatura, substantele nutritive si urmele de metale,
au fost investigati atat in conditii naturale, cét si In conditii de laborator, in ceea ce priveste efectul lor asu-
pra producerii de toxine la algele cianofite. Lumina si temperatura sunt doi factori importanti care influentea-
za producerea toxinelor. S-a stabilit ca la cultivarea lor in spectrul de lumina rosie si verde are loc sporirea
cantitatii de toxine, precum si toxicitatea cianobacteriilor, in comparatie cu cultivarea la spectrul de lumina
alba. Proliferarea si sinteza intensd de toxine creste semnificativ atunci cand intensitatea luminii scade sub
22pmol m - 2s — 1 [82].

Studiile efectuate anterior indica faptul ca concentratiile fosforului total (TP) si ale azotului total (TN))
sunt un indicator de crestere a biomasei algale in lacuri cu apa dulce [76]. Alte studii demonstreaza
importanta raportului dintre azot (N) si fosfor (P) (N: P), ale céaror rate scazute (<16:1) favorizeaza
acumularea biomasei de cianofite, ca urmare a capacitatii unor specii de a fixa N, [92], precum si asupra
producerii de neurotoxine [21]. Continutul intracelular de microcistine (MC) de asemenea depinde de
raportul N:P in mediul de cultivare. La cultivarea Microcystis aeruginosa in conditii limitate de fosfat-nitrat
nu s-a semnalat niciun efect asupra producerii de toxine. in schimb, deficienta fierului a influentat asupra
continutului de toxine la M. aeruginosa, iar absorbtia fierului a fost dependentd de lumina. Temperatura
optima pentru producerea de cianotoxine este de 20-25°C.

Au fost intreprinse, de asemenea, studii legate de dinamica producerii toxinelor in tulpinile de Microcystis
sp. in corelatie cu factorii de mediu, folosind tehnici moleculare de analiza [1]. Majorarea intensitatii luminii
sporeste capacitatea de absorbtie a fierului de catre celule, care ar putea fi in cele din urma responsabil de
producerea sporita de toxine.

Fosforul este, de obicei, factorul limitativ in lacuri si, prin urmare, mici modificari in acest nutrient pot
influenta producerea de toxine. Kurmayer (2011) a studiat efectul unor factori fiziologici asupra productiei
heptapeptidului toxic — MC din tulpina de Nostoc sp. 152 si a constatat ca continutul cel mai inalt de MC a
fost semnalat in biomasa cultivati in regim cu un continut de fosfor si iradiere reduse [30]. in general, canti-
tati scazute de microcistind produsa de Anabaena, Microcystis si Oscillatoria, anatoxina-a (produsa de Apha-
nizomenon) si nodularina (produsa de Nodularia) au fost semnalate la cele mai mici concentratii de fosfor
testat in mediu [49]. Tulpinile unor cianofite azotfixatoare: Anabaena, Aphanizomenon, Nodularia si Cylin-
drospermopsis au demonstrat capacitatea de a produce cel mai inalt nivel de microcistina, anatoxind-a sau
nodularind, atunci cand se dezvoltau intr-un mediu lipsit de azot. Pe de alta parte, tulpinile de Microcystis si
Oscillatoria acumulau concentratii inalte de toxine, la un nivel ridicat de azot [72]. Producerea toxinelor la
Aphanizomenon flos-aquae depinde de temperatura si pH-ul mediului. Ea coreleaza cu varsta culturii, tempe-
ratura si intensitatea luminii, dar nu si cu sursa de azot [61]. La temperaturi sub 25°C, Anabaena sp. produce
microcistina-LR, in loc de microcistina-RR, care este de preferinta sintetizata la temperaturi mai inalte [34].
Cantitatea de neurotoxine (anatoxina-a si homoanatoxina-a), produse de diverse tulpini de Phormidium in de-
puneri bentice, depinde de spatiul de habitare si de timp [81,82], precum si de concentratiile de cupru si fier [24].

Perspective de utilizare a metabolitilor secundari bioactivi

Asadar, algele cianofite reprezinta surse de diversi metaboliti secundari bioactivi, care se Tmpart in trei
clase principale: peptide ciclice, alcaloizi si lipopolizaharide. Dupa modul de actiune a cianotoxinelor asupra
mamiferelor, ele pot fi clasificare in neurotoxine, hepatotoxine si dematotoxine. Cele mai toxice sunt saxito-
Xinele si microcistinele. Endotoxinele, numite si lipopolizaharide, au o actiune toxica mai slaba si sunt consi-
derate dermatotoxine. Din dermatoxinele cu activitate toxica mai pronuntatd fac parte si alcaloizii produsi de
tulpinile de Lyngbya wollei si Lyngbya majuscule, cum este lingbiatoxina, precum si bislactonele fenolice
aplisiatoxina si debromoaplisiatoxina. Ultimele doud substante sunt considerate ca poseda propertati tumori-
genice si sunt activatori ai proteinkinazei [63]. Activitatea antileucemicd a debromoaplisiatoxinei extrase cu
chloroform din Lyngbya gracilis a fost testatd pe soareci cu leucemie limfatica [S1].

Continutul de toxine produse de cianofite depinde de mai multi factori, dintre care pot fi mentionati urma-
torii: dependenta de concentratia de azot, fosfor si fier in mediul nutritiv, precum si iluminarea si temperatura.
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In dependenti de factorii de mediu sau la cultivare in simbiozi cu lichenii, unele tulpini de Nostoc sp. sunt
capabile sa produca si microcistine [54].

Printre metabolitii secundari se numiri peptidele ciclice sintetizate nonribozomal — microcistinele. In afara
de peptide nonribozomale, in ultimii ani au fost identificate si peptide sintetizate ribozomal — cianobactinele,
in a caror componenta intra aminoacizi proteinogeni. Cianobactinele sunt reprezentate prin peptide mici cic-
lice, produse de mai multe alge cianofite care habiteaza in simbioze in sol, in mari sau in bazinele de apa dul-
ce. Acestea includ compusi cu activitate antimalarie, antitumorala si alte particularititi, ceea ce permite uti-
lizarea lor ca remedii farmaceutice.

Din peptide ciclice fac parte si criptoficinele — compusi bioactivi care prezinta interes din punct de vedere
biomedical, fiind Inzestrate cu proprietati anticancerigene. Criptoficina a fost identificatd si in speciile de
Nostoc, unele dintre care pot fi intalnite si in algoflora din Moldova. La unele specii de Nostoc a fost depistata
nostociclopeptida, care este o hexapeptida ciclica cu actiune citotoxica slaba contra carcinomei nasofaringiene
umane si contra adenocarcinomei colorectale umane. Nostocina A — un pigment de culoare violeta cu actiune
citotoxicd, a exercitat de asemenea si actiune erbicidica. Producerea sporitd a acestui pigment toxic a fost
depistata la cultivarea tulpinii de N. spongiaeforme in conditii de stres oxidativ [26]. Au fost identificati si
alti metaboliti cianobacterieni cu activitate biologica, asa-numitii paraciclofani izolati din Nostoc sp. si
Cylindrospermum sp. — nostociclofanii si cilindrociclofanii, care manifesta un spectru vast de activitati bio-
logice, inclusiv antibacteriana, antifungica si citotoxica [13,14,9]. Acesti compusi ar putea fi utilizati pe
viitor in calitate de agenti antitumorali.

Algele cianofite mai sunt si producatori de substante alelopatice, care au rolul de protectie fata de prada-
tori, unele avand si proprietati insecticide. Printre acestea au fost identificate sesquiterpenele — geosmina si
2-metilizoborneolul, care sunt substante volatile cu miros proeminent. Un alt compus cu activitate alelopatica
este peptida ciclica — nostociclamida M, care a fost izolata din tulpina de Nostoc 31. Aceastd substanta ar
putea servi si in calitate de pesticid.

Luand in considerare prezenta cianotoxinelor in majoritatea tulpinilor de alge cianofite [4,7,8,15,22,37,38],
lucrul cu cianobacteriile producatoare de toxine necesita masuri de precautie pentru a evita inhalarea, contac-
tul direct in timpul manipularilor, legate de cultivare si extragerea principiilor bioactive, in special in cazul
preparatelor concentrate.
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