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Rezumat
În articol sunt prezentate rezultatele cercetărilor orientate spre elucidarea influenţei 
stresului hipotermic asupra conţinutului de pigmenţi şi activităţii antioxidante la 
spirulină. Stresul hipotermic a fost indus în cultura staţionară prin expunerea biomasei de 
spirulină, aflată la diferite etape ale ciclului vital, la temperatura de 40C pentru o durată 
de 3 ore. Instalarea stresului a fost confirmată prin valorile crescute ale conţinutului de 
dialdehidă malonică. Parametrii monitorizaţi au fost următorii: conţinutul de β-caroten 
şi mixoxantofilă, puterea de reducere a fierului, capacitatea antioxidantă (test ABTS). 
Frecvenţa colectării probelor a fost de 1 oră din momentul expunerii spirulinei la 
temperatura de 4oC.  Au fost evidenţiate modificări semnificative ale conţinutului de 
β-caroten şi mixoxantofilă, creşterea puterii de reducere a fierului şi scăderea activităţii 
antioxidante (test ABTS). Intensitatea şi direcţia modificărilor observate depind atât de 
vârsta fiziologică a culturii, cât şi de durata stresului hipotermic. 
Cuvinte cheie: Arthrospira platensis (spirulina), stres hipotermic indus, β-caroten, 
mixoxantofilă, activitate antioxidantă 
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Introducere 
Cianobacteria filamentoasă Arthrospira (Spirulina) platensis este un important 

obiect biotehnologic cu aplicaţii industriale şi medicale importante. Calitatea biomasei 
de spirulină, care este în mare măsură unică, determină numeroasele domenii în care 
aceasta serveşte ca materie primă de neînlocuit (industria alimentară, cosmetică, 
farmaceutică) [5,7]. Biomasa de spirulină este o sursă valoroasă de antioxidanţi, 
iar extractele şi preparatele în baza acestor compuşi au acţiune benefică în cazul 
multor maladii asociate cu acumularea radicalilor liberi. Astfel, în cazul maladiilor 
neurodegenerative şi cardiovasculare, precum şi în cazul modificărilor metabolice, 
proprietatea produselor din spirulină de a ameliora statutul redox al organismului 
afectat este deosebit de pronunţată [9,13-14]. În acelaşi timp, în anumite condiţii, în 
special în condiţii de stres, biomasa de spirulină poate ea însăşi să devină potenţial 
periculoasă din cauza acumulării radicalilor liberi [2]. Stresul, indiferent de natura lui, 
induce schimbări importante la nivel molecular, care se manifestă în primul rând la nivel 
biochimic [3]. Condiţiile de stres oxidativ sunt asociate cu modificarea substanţială a 
calităţii biomasei, care se obţine în aceste condiţii. Din cauza acumulării radicalilor 
liberi şi a produselor degradării oxidative a compuşilor macromoleculari, biomasa 
spirulinei se transformă din remediu benefic în sursă de potenţial pericol. 

Temperatura este unul dintre factorii fizici cu cel mai înalt impact asupra proceselor 
vitale în celulele vii. Creşterea sau scăderea temperaturii dincolo de limitele zonei 
optime duce inevitabil la modificări biochimice majore, determinate de schimbarea 
gradului de fluiditate a membranelor biologice şi de nivelul de activitate a enzimelor 
implicate în procesele vitale. Unele dintre cele mai labile componente ale biomasei de 
spirulină, care reacţionează prompt la condiţiile de stres sunt pigmenţii carotenoidici, 
implicaţi în reacţiile de reducere a radicalilor liberi [4, 8, 12, 15]. Condiţiile de stres 
de asemenea, sunt asociate cu acumularea radicalilor liberi şi a produselor finale ale 
degradării oxidative a macromoleculelor. Aceasta duce în mod inevitabil la modificarea 
activităţii antioxidante şi antiradicalice a biomasei. Astfel, monitorizarea parametrilor, 
care reflectă statutul redox şi nivelul modificărilor oxidative, poate fi un instrument 
eficient în procesul de  apreciere a nivelului de siguranţă a produselor ficologice.

Scopul lucrării a fost de a investiga modificarea conţinutului de pigmenţi 
antioxidanţi (β -carotenului şi mixoxantofilei) şi a statutului redox (nivelului dialdehidei 
malonice, activităţii antiradicalice şi puterii de reducere a fierului) la spirulină în  
condiţii de stres hipotermic. 

Material şi metode
Obiectul de studiu. Tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-11, 

crescută în cultură staţionară în condiţii de laborator. Pentru cultivarea spirulinei a fost  
utilizat mediul nutritiv mineral cu următoarea componenţă: macroelemente (în g/l):  
NaNO3-2,5; NaHCO3-8,0; NaCl-1,0; K2SO4-0,6; Na2HPO4-0,2; MgSO4•7H2O-0,2; 
CaCl2-0,024; 1ml/l soluţie de microelemente ce conţine (mg/l(mediu): H3BO3-2,86; 
MnCl2•4H2O-1,81; CuSO4•5H2O -0,08; MoO3 –0,015); FeEDTA-1ml/l. 

Cantitatea de inocul a fost de 0,4-0,45g/l BAU. Parametrii de cultivare au fost 
următorii: temperatura - 25-28oC, pH-ul optim al mediului - 8-10, iluminarea continuă  
∼ 37-55 µM fotoni/m2/s. Cultura a fost agitată zilnic, timp de 2 ore, pe un agitator de 
laborator universal tip WU-4 cu viteza de 260 rotaţii pe minut.
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Variantele experimentale au inclus cultura la diferite faze ale ciclului de cultivare: 
1) cultura de 24 ore ce corespunde fazei lag; 2) cultura de 3 zile ce corespunde 
începutului fazei creşterii exponenţiale şi 3) de 6 zile, spirulina la sfârşitul creşterii 
exponenţiale şi începutul fazei staţionare. Cultura de spirulină a fost supusă stresului 
termic (temperatura de 40C) pe durata de 1, 2 şi 3 ore.

La finele experienţelor cultura de spirulină a fost separată de mediul nutritiv prin 
filtrare. Din biomasa obţinută au fost preparate extractele hidrice şi etanolice. Raportul 
amestecului extractant a fost de 10 mg biomasă nativă la 1 ml solvent (apa sau etanol). 
Extragerea s-a efectuat pe durata a 120 min prin agitare continuă la temperatura camerei. 
Extractele din biomasă au a fost separate de biomasă prin centrifugare şi standardizate 
după substanţa uscată.

Metodele de determinare a componenţei biomasei şi a statutului antioxidant.
	Conţinutul de pigmenţi s-a determinat în baza absorbţiei extractelor la lungimile 

de undă specifice. Carotenul a fost extras în alcool etilic de 96% , iar absorbanţa a fost 
măsurată la 450 nm. Mixoxantofila a fost extrasă în soluţie hidro-etanolică de 65%, iar 
absorbanţa măsurată la 508 nm [1]. 

	Produsul final al peroxidării lipidelor (dialdehida malonică) a  fost determinat 
spectrofotometric în cadrul testului cu acid tiobarbituric [6]. Puterea de reducere a 
fierului a fost stabilită în baza principiului de reducere a complexului ferocianurii ferice 
în ferocianura feroasă  cu albastru de Berlin [3,10].

	Activitatea antioxidantă a fost determinată în baza testului cu radicalul ABTS  
(2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) [11]. Toate experienţele şi măsurările 
au fost efectuate în trei repetări. Rezultatele experienţelor au fost prelucrate statistic.

Rezultate şi discuţii
Cultura staţionară de spirulină a fost supusă stresului hipotermic (4oC) la diferite 

etape ale ciclului vital. Au fost selectate 3 perioade critice – faza lag, începutul fazei 
creşterii exponenţiale şi începutul fazei staţionare, care se caracterizează prin faptul, 
că culturile microbiene sunt deosebit de sensibile faţă de acţiunea factorilor fizici. În 
scopul confirmării instalării unei stări de stres indus, în biomasa de spirulină a fost 
determinată cantitatea dialdehidei malonice (DAM) – unul din produsele finale ale 
peroxidării lipidelor şi un indicator sigur al stresului oxidativ. Rezultatele obţinute sunt 
prezentate în figura 1.  

Figura 1. Modificarea conţinutului dialdehidei malonice în biomasa spirulinei ca 
răspuns la stresul oxidativ indus de temperatura de 40C (C-Martor).
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În condiţii optime de dezvoltare a spirulinei cel mai înalt nivel al dialdehidei ma-
lonice se înregistrează în faza lag, după care intensitatea peroxidării lipidelor scade, 
iar cel mai scăzut nivel DAM se înregistrează la începutul fazei staţionare. Acest lu-
cru se poate urmări uşor pe exemplul martorilor culturii de spirulină de 1, 3 şi 6 zile.  
În cazul stresului hipotermic indiferent de vârsta culturii şi durata stresului, cantitatea 
dialdehidei malonice în biomasă creşte substanţial. Reieşind din valorile obţinute, care 
se caracterizează prin uniformitate statistică, putem afirma, că intensitatea proceselor 
oxidative în condiţii de stres hipotermic este foarte asemănătoarea la diferite etape 
ale ciclului vital şi la diferite intervale de acţiune a temperaturii joase. Doar în cazul 
culturii de spirulină aflată la începutul fazei staţionare expuse stresului hipotermic cu 
durata de 3 ore conţinutul DAM este cu aproximativ o pătrime mai mic comparativ 
cu celelalte variante experimentale de stres indus. Prin urmare, nivelul sporit al DAM 
care î-l depăşeşte pe cel din cultura martor  de 1,3-4,5 ori, este o dovadă elocventă a 
faptului, că temperatura joasă, de 4oC este un factor, care induce stres oxidativ pronun-
ţat în biomasa de spirulină. Condiţiile de stres duc la modificarea majorităţii parame-
trilor biochimici Conţinutul de β-caroten în biomasa de spirulină, care a fost expusă 
stresului hipotermic pe durata a 1, 2 şi 3 ore la diferite etape ale ciclului vital sunt  
prezentate în figura 2. 

Figura 2. Modificarea conţinutului de β-caroten în biomasa spirulinei ca răspuns la 
stresul hipotermic indus (40C) (C-Martor).

În biomasa de spirulină aflată în faza lag (1 zi), stresul hipotermic a provocat 
scăderea conţinutului de caroten  cu 15 % după prima oră şi cu 27 % după cea de-a 
doua oră comparativ cu valoarea caracteristică pentru martorul menţinut la temperatura 
optimă. Menţinerea în continuare a spirulinei în condiţii de hipotermie duce la o 
creştere semnificativă a conţinutului de caroten. Astfel, după 3 ore de stres hipotermic 
conţinutul de β-caroten în biomasă atinge o valoare cu 40 % mai mare faţă de martor. 
Această vârstă este asociată cu adaptarea culturii după inoculare la condiţiile noi, de 
aceea de cele mai multe ori stresul oxidativ într-o asemenea cultură tânără este asociat 
cu fluctuaţii ale tuturor parametrilor fiziologici şi biochimici, fapt observat foarte bine 
pe exemplul carotenului. 

În cazul expunerii la stres hipotermic a culturii de spirulină aflată la începutul fazei 
exponenţiale (ziua 3), conţinutul de caroten este semnificativ mai jos (cu 50-60%) 
indiferent de durata expunerii la stres. Această vârstă fiziologică este caracterizară 
prin activitate vitală maximală, dar şi prin vulnerabilitate pronunţată faţă de acţiunea 
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factorilor extrinseci. Prin aceasta se explică scăderea stabilă a nivelului de caroten în 
biomasă pe întreaga durată a stresului hipotermic.

Complet altfel se manifestă stresul hipotermic în cazul culturii de spirulină la 
începutul fazei staţionare. În condiţii optimale, la această etapă a ciclului vital în biomasa 
de spirulină se observă o scădere a conţinutului de caroten, ceea ce poate fi observat 
la compararea probelor martor. Expunerea culturii la stres hipotermic este asociată cu 
o creştere pronunţată a cantităţii de caroten - cu 35% după prima oră şi cu 66% după 
trei ore de expunere la temperatura de 40C. Din cele expuse putem concluziona, că 
influenţa stresului hipotermic asupra conţinutului de caroten în biomasa de spirulină 
este determinată de etapa ciclului vital, pe durata căreia cultura a fost expusă acţiunii 
temperaturii joase. 

Un alt pigment specific cianobacteriilor este glicozidul mixoxantofila. Se presupune 
că mixoxantofila contribuie în mod semnificativ în stabilizarea structurilor membranare 
la cianobacterii, iar cantitatea pigmentului în biomasă  este dependentă de temperatura 
mediului de cultivare. În figura 3 sunt prezentate rezultatele ce ţin de modificarea 
conţinutului de mixoxantofilă în biomasa de spirulină în condiţii de stres hipotermic 
indus la diferite etape ale ciclului vital. 

Figura 3. Modificarea conţinutului de mixoxantofilă în biomasa spirulinei ca răspuns 
la stresul hipotermic indus de temperatura de 40C (C-Martor).

Ca şi în cazul carotenului, cele mai mari fluctuaţii valorice ale mixoxantofilei au 
fost înregistrate în biomasa de spirulină, care a fost supusă stresului hipotermic în faza 
lag.  Astfel, conţinutul de mixoxantofilă s-a dublat după prima oră de stres termic, iar 
după trei ore conţinutul acestui pigment a crescut cu 185%. În biomasa expusă stresului 
hipotermic pe durata fazei de creştere exponenţială (3 zile) conţinutul de mixoxantofilă 
de asemenea creştere, dar valorile obţinute sunt mult mai modeste. Astfel, după o oră 
de expunere la temperatura de 40C cantitatea mixoxantofilei a crescut cu 40%, iar 
următoarele 2 ore de stres nu au indus alte modificări semnificative în acest parametru. 
Cantitatea de mixoxantofilă în biomasa de spirulină la trecerea în etapa staţionară 
se micşorează în condiţii normale, la fel ca şi cea a carotenului. Astfel, în biomasa 
martorului menţinut la temperatură optimă, conţinutul de mixoxantofilă la începutul 
fazei staţionare este de aproximativ 1,6 ori mai mică decât pe durata fazei de creştere 
exponenţială. În condiţii de stres hipotermic cu durata de până la 3 ore indus în cultura 
de 6 zile, conţinutul de mixoxantifilă este de aproximativ 2,2 ori mai mare decât în 
biomasa probei martor. 

Condiţiile de stres oxidativ indus mobilizează rezervele celulelor în scopul atenuării 
efectelor nocive care sunt provocate de acumularea excesivă a radicalilor liberi şi pentru 
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a stopa procesele de peroxidare a lipidelor. Peroxidarea lipidelor este un proces în lanţ, 
care este amplificat multiplu de prezenţa ionilor de fier. Aceştia se implică în reacţia 
Fenton – principala reacţie în care se formează radicalul hidroxil, recunoscut ca cel mai 
periculos pentru sistemele vii. Abilitatea celulelor de a micşora intensitatea reacţiilor de 
peroxidare poate fi apreciată prin determinarea puterii de reducere a fierului. Rezultatele 
obţinute în cadrul testului de determinare a puterii de reducere a fierului, exprimate în 
echivalent mg de acid ascorbic sunt prezentate în figura 4. 

Figura 4. Modificarea valorilor puterii de reducere a fierului de către biomasa 
spirulinei ca răspuns la stresul hipotermic indus de temperatura de 40C (C-martor).

Puterea de reducere a fierului în biomasa de spirulină în condiţii optime este destul 
de stabilă pe durata ciclului vital, ceea ce este confirmat de valorile testului respectiv 
pentru martorii spirulinei de 1,3 şi 6 zile. Biomasa expusă stresului hipotermic, de 
asemenea, se caracterizează prin uniformitatea valorilor puterii de reducere a fierului, 
indiferent de vârsta fiziologică şi durata expunerii la temperatura de 40C. Valorile 
testului în biomasa supusă stresului hipotermic sunt cu 90-120% mai mari faţă de cele 
înregistrate pentru probele martor. 

Unul dintre mecanismele de bază de anihilare a radicalilor liberi este transferul de 
electroni de la o moleculă la alta, iar celulele vii posedă numeroase posibilităţi de a 
aplica acest mecanism pentru neutralizarea speciilor reactive periculoase. Testul ABTS 
permite de a aprecia capacitatea antioxidantă în sistemele vii, care este bazată pe tran-
sferul de electroni. Deoarece activitatea antioxidantă de acest gen este caracteristică 
atât componentelor hidrosolubile, cât şi celor etanol-solubile ale biomasei, capacitatea 
de inhibiţie a radicalului ABTS a fost măsurată pentru două tipuri de extracte din bio-
masă – hidric şi etanolic. Rezultatele obţinute sunt prezentate în figurile 5 şi 6.

În condiţii optime capacitatea de inhibiţie a radicalului ABTS de către componentele 
etanol-solubile ale biomasei de spirulină variază în dependenţă de faza ciclului vital. 
La începutul fazei de creştere exponenţială a culturii acest parametru are valori de 
1,4 ori mai mari comparativ cu faza lag. La începutul fazei staţionare capacitatea 
antioxidantă din nou se micşorează până la nivelul caracteristic fazei lag, sau şi mai 
jos. În condiţii de stres hipotermic activitatea antioxidantă a extractelor etanolice faţă 
de radicalul ABTS este scăzută comparativ cu martorul. Cea mai puternică scădere 
este caracteristică pentru cultura de 3 zile, unde în condiţii de stres hipotermic avem o 
micşorare a capacităţii antioxidante cu 60% după prima oră, şi cu încă 36% după 3 ore. 
În cazul expunerii la stres hipotermic a culturii aflate la începutul fazei staţionare de 
asemenea, avem o scădere a capacităţii de inhibiţie a radicalului ABTS de 2 ori după 
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3 ore de acţiune. Cea mai modestă diminuare a activităţii antioxidante a extractelor 
etanolice a fost înregistrată la expunerea stresului hipotermic a  biomasei de spirulină 
aflate în faza lag -  cu 30% faţă de martor.

Figura 5. Modificarea valorilor testului antioxidant ABTS în extractele etanolice, 
obţinute din biomasa spirulinei ca răspuns la stresul oxidativ indus de temperatura de 
40C (C-Martor).

În cazul extractelor hidrice, obţinute din biomasa de spirulină supusă stresului 
hipotermic, reducerea valorilor testului ABTS a fost înregistrată în toate variantele 
experimentale (Figura 6).

Figura 6. Modificarea valorilor testului antioxidant ABTS în extractele hidrice, 
obţinute din biomasa spirulinei ca răspuns la stresul oxidativ indus de temperatura de 
40C (C-Martor).

Ca şi în cazul extractelor etanolice, în condiţii optime capacitatea de inhibiţie a 
radicalului ABTS depinde de etapa cilului vital la care se află cultura de spirulină, cel mai 
înalt nivel de activitate fiind înregistrat pentru începutul fazei de creştere exponenţială. 
Condiţiile de stres indus au dus la diminuarea capacităţii antioxidante a componentelor 
hidrosolubile a biomasei. Activitatea antioxidantă a extractelor hidrice obţinute din 
biomasa spirulinei de o zi şi care a fost supusă temperaturii de 40C timp de o oră s-a 
redus de peste 4 ori, cu o următoare creştere, astfel că după 3 ore de stres hipotermic 
activitatea antioxidantă avea valori de 2 ori mai scăzute comparativ cu proba martor.  
La trecerea culturii de spirulină în faza staţionară stresul hipotermic duce la diminuarea 
cu 20-55% a capacităţii de inhibiţie a radicalului ABTS. Cea mai mare discrepanţă între 
valorile testului ABTS pentru martor şi pentru probele experimentale au fost atestate în 
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cazul culturii de spirulină aflată la începutul fazei de creştere exponenţială (de 8 ori în 
cazul stresului hipotermic cu durata de 3 ore). 

Astfel, s-a constatat o diminuare statistic semnificativă a activităţii antioxidante 
generale, bazate pe mecanismul transferului de electroni, în biomasa de spirulină supusă 
stresului hipotermic. Acest fenomen este prezent pe întreaga durată a ciclului vital, dar 
mai pronunţat devine la începutul fazei de creştere exponenţială. 

Concluzii
Stresul hipotermic provoacă modificări semnificative ale conţinutului de caroten în 

biomasa de spirulină, iar intensitatea şi direcţia modificărilor depinde de vârsta culturii 
şi durata acţiunii temperaturii joase. În faza lag si faza creşterii exponenţiale se atestă o 
scădere a conţinutului de caroten (cu excepţia stresului de 3 ore în faza lag), iar în faza 
staţionară o creştere a acestui parametru. Aceasta indică asupra rolului biologic diferit 
al carotenului la spirulină aflată la diferite etape ale ciclului vital.

Stresul hipotermic duce la creşterea conţinutului de mixoxantofilă în biomasa de 
spirulină şi la mărirea puterii de reducere a fierului, indiferent de etapa ciclului vital şi 
durata de acţiune a temperaturii joase.

Capacitatea antioxidantă (% inhibiţie ABTS) a biomasei de spirulină scade 
semnificativ în condiţiile stresului hipotermic, cea mai pronunţată reducere fiind 
caracteristică pentru cultura aflată în faza creşterii exponenţiale. 

Cercetările au fost efectuate cu suportul financiar al proiectului 16.800.13.16.05.18/
RO din cadrul Programului de cooperare ştiinţifică şi tehnologică între Academia de 
Ştiinţe a Moldovei  şi Autoritatea Naţională pentru Cercetare Ştiinţifică şi Inovare  
din România (ANCSI). 
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