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Rezumat
Studiul de faţă a fost efectuat in scopul evidenţierii acţiunii stresului oxidativ indus
asupra activităţii antioxidante şi conţinutului de componente funcţionale (proteine,
β-caroten, fi cobiline, fenoli) din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis. Pentru
inducerea stresului oxidativ au fost utilizaţi compuşii coordinativi ai cobaltului cu bazele
Schiff. Conform rezultatelor obţinute, stresul oxidativ indus la spirulină este asociat cu
diminuarea activităţii antioxidante si a componentelor principale din biomasă.
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Introducere
Cianobacteria Spirulina platensis, unul dintre cei mai importanţi producători de

substanţe bioactive, este şi un obiect preferat pentru studiile fi ziologice şi biochimice,
având o capacitate deosebită de adaptare şi modifi care a metabolismului la acţiunea
factorilor externi [1]. Monitorizarea evoluţiei proceselor biosintetice în biomasa de
spirulină în corelare cu modifi carea statutului antioxidant în condiţii de stres oxidativ
prezintă un interes vădit pentru tehnologiile de obţinere a produselor fi nale din biomasa
de spirulină.

Pentru stimularea activităţii biosintetice a cianobacteriilor şi microalgelor sunt pe
larg utilizaţi compuşii coordinativi, fi ind demonstrată şi capacitatea acestor compuşi de
a modifi ca statutul antioxidant al microalgelor [3, 7-9].

Scopul cercetărilor din prezentul studiu a constat în evidenţierea acţiunii stresului
oxidativ indus prin aplicarea compuşilor coordinativi asupra componenţei şi activităţii
antioxidante a biomasei cianobacteriei Spirulina platensis.

Materiale şi metode
Cianobacteria Spirulina platensis a fost cultivată în condiţii de laborator pe mediul

mineral optimizat [9]. Biomasa ei a fost determinată spectrofotometric cu aplicarea
lungimii de undă 620 nm [11]. Activitatea antioxidantă a biomasei de spirulină a fost
determinată cu utilizarea în calitate de substrat a radicalului DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) [2,5] şi ABTS (2,2’-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonic
acid) [6].
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Determinarea cantitativă a proteinelor s-a efectuat după metoda Lowry, adaptată
la obiectul dat de studiu [10]. Determinarea cantitativă a fi cobilinelor s-a realizat prin
metoda spectorfotometrică. Absorbanţa extractelor a fost determinată la lungimile de
undă 565, 620 şi 650 nm, iar concentratiile au fost calculate conform ecuaţiilor Gantt
şi Lipschultz [4]. Cantiatea de fenoli din biomasă a fost determinatгă prin metoda
colorimetrică [11].Determinarea β-carotenului în biomasăs-a efectuat în urma extragerii
pigmenţilor din biomasă cu alcool etilic, separarea de biomasă prin centrifugare şi
citirea absorbanţei la lungimea de undă 450 nm. Conţinutul β -carotenului se calculează
conform formulei C = Abs

450
 x 103 / 2620, unde C = concentraţia β -carotenului,

mg/100g; Abs
450

 = absorbanţa extractului etanolic de β -caroten la lungimea de undă de
450 nm; 2620 – coefi cientul de extincţie specifi c a β -carotenului în etanol [10]. .
 Pentru inducerea stresului oxidativ au fost selectaţi câţiva compuşi coordinativi
ai cobaltului cu bazele Schiff, solubili în apă şi care au fost sintetizaţi de colaboratorii
Laboratorului Compuşilor Coordinativi al Institutului de Chimie AŞM. În articol sunt
notaţi prin: [Co Schiff]7, [Co Schiff]8 , [Co Schiff]9, [Co Schiff]10, [Co Schiff]11. A
fost utilizată o singură concentraţie a compuşilor, de 10 mg/l, selectată în experienţele
anterioare [3, 7].

Rezultate şi discuţii
Utilizarea speciei de cianofi te Spirulina platensis, în calitate de organism model

este determinată de conţinutul foarte variat de substanţe antioxidante în biomasă şi de
un grad avansat de acomodare la acţiunea xenobioticelor.

În calitate de indicatori ai viabilităţii spirulinei supuse acţiunii compuşilor
coordinativi au fost testate productivitatea, componentele biomasei (conţinutul de
proteină, fi cocianină, caroten şi fenoli) şi activitatea antioxidantă.

Productivitatea este unul din indicatorii de bază ai acţiunii unor componente a
mediului asupra celulelor bacteriene. În majoritatea cazurilor o creştere a productivităţii
este rezultatul unui efect de stimulare, iar diminuarea biomasei este rezultatul dezvoltării
condiţiilor nefavorabile înmulţirii.

Este foarte evidentă infl uenţa inhibitoare a compuşilor [Co Schiff]8 şi [Co Schiff]11,
prezenţa în mediul de cultivare a cărora a redus productivitatea spirulinei cu 39 şi 47%
respectiv. Pentru compuşii [Co Schiff]7, [Co Schiff]9 şi [Co Schiff]10, productivitatea
spirulinei a fost determinată la nivelul probei control şi a constituit 0,94-1,09 g/l
biomasă (Figura 1).

Sinteza proteinei a fost afectată esenţial de toţi compuşii aplicaţi (Figura 2). În
cazul compuşilor [Co Schiff]7 şi [Co Schiff]10, cantitatea de proteine s-a redus cu
39,44 şi 38,23% şi a constituit 34,17 şi 34,83 % biomasa absolut uscată. Compuşii [Co
Schiff]9 şi [Co Schiff]11, suplimentaţi la mediul nutritiv, au redus sinteza proteinelor
cu 49,19 şi 54,23%. Compusul [Co Schiff]8 s-a manifestat ca un agent cu un grad de
inhibiţie biosintetică foarte mare, aplicat în concentraţia de 10 mg/l a redus conţinutul
de proteine în biomasă cu 61%.

Corelarea dintre biomasa spirulinei şi conţinutul de proteină în biomasă a determinat
clar efectul inhibitor al compuşilor, pentru care varierea producerii de biomasă este
însoţită de o variere similară a reducerii de proteină. Pe fonul unei productivităţi
neafectate, reducerea biosintezei proteinelor poate fi  califi cată ca un efect inhibitor
determinat, şi nu ca un efect toxic al compusului.
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Fig.1. Biomasa spirulinei (g/l), obţinută la
cultivare în prezenţa compuşilor Co(II) cu
baze Schiff, 10 mg/l .

Fig.2. Conţinutul proteinei (% BAU) în bi-
omasa de spirulină, la cultivare în prezenţa
compuşilor Co(II) cu baze Schiff, 10 mg/l.

Fig. 3. Corelarea
dintre biomasa spirulinei
şi conţinutul de proteina
în biomasă, la cultivare în
prezenţa compuşilor Co(II)
cu baze Schiff .

Un element constitutiv important al biomasei de spirulină este fi cocianina, care
îndeplineşte rolul de protecţie antiradicalică. Din experienţele realizate, este evidentă
scăderea conţinutului de fi cocianină în biomasa spirulinei din probele experimentale.
(Figura 4).

Fig. 4. Conţinutul de fi cocianină (abs) în
biomasa spirulinei, obţinută la cultivare în
prezenţa compuşilor Co(II) cu baze Schiff,
10 mg/l.

Fig. 5. Corelarea dintre conţinutul de
proteină şi fi cocianină în biomasa spiruli-
nei, cultivată în prezenţa compuşilor Co(II)
cu baze Schiff, 10 mg/l.

În condiţiile de suplimentare a mediului nutritiv cu compusul [Co Schiff]8, conţinutul
de fi cocianină în biomasă s-a redus cu 93,7%, adică spirulina practic, a încetat sinteza
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pigmentului. În cazul compuşilor [Co Schiff]7 şi [Co Schiff]9 conţinutul de fi cocianină
în biomasă a scăzut cu 68 şi 62,1% respectiv. Compuşii [Co Schiff]8 şi [Co Schiff]11
au redus sinteza fi cocianinei şi acumularea ei în biomasă cu 59,8% şi 55,8% respectiv
în comparaţie cu proba control.

Prin urmare, ne convingem în continuare de efectul inhibitor al compuşilor
coordinativi ai cobaltului cu baze Schiff care acţionează la nivelul sistemelor biochimice
de sinteză şi nu afectează procesele de înmulţire a spirulinei. Acest lucru devine evident
dacă analizăm prin comparare acumularea proteinei în biomasa spirulinei cu acumularea
de fi cocianină în probele experimentale (fi gura 5). Nivelul de sinteză a fi cocianinei pentru
probele experimentale este unul similar pentru majoritatea compuşilor, proporţional
diminuării cantităţii de proteină.

Unul din componentele cu acţiune antiradicalică majoră din biomasa de spirulină
este carotenul. În calitatea sa de antioxidant, sinteza intensivă a lui, ar fi  un indice a
reactivităţii de rezistenţă celulară, dezvoltată în condiţiile acţiunii compuşilor cobaltului
testaţi. În cazul aplicării la mediul de cultivare a spirulinei a compusului [Co Schiff]11,
conţinutul de caroten este redus, dar în comparaţie cu acţiunea celorlalţi compuşi,
această reducere este una moderată - cu doar 30,57% (fi gura 6). Efectul inhibitor al
compusului [Co Schiff]8 continuă să fi e stabil, atestat şi prin scăderea conţinutului de
caroten cu 60% în comparaţie cu proba control. Compuşii [Co Schiff]9 şi [Co Schiff]10
au redus cu 24 – 30% conţinutul carotenului în biomasă. Compusul [Co Schiff]7 s-a
manifesta identic compusului [Co Schiff]8, reducând conţinutul carotenului în biomasa
de spirulină cu 59%.

Fig. 6. Conţinutul carotenului (abs) în bio-
masa de spirulină, la cultivare în prezenţa
compuşilor Co(II) cu baze Schiff, 10 mg/l.

Fig. 7. Conţinutul fenolilor (acid galic, mg/
ml) în biomasa de spirulină, la cultivare în
prezenţa compuşilor Co(II) cu baze Schiff.

În continuare în biomasa spirulinei a fost determinat conţinutul fenolilor,
componente cu acţiune antioxidantă (fi gura 7). În biomasa de spirulină cultivată în
prezenţa compusului [Co Schiff]7, conţinutul fenolilor s-a redus cu 52,3%. O reducere
a fenolilor cu 66% a fost determinată în biomasa rezultată din cultivarea în prezenţa
compusului [Co Schiff]8. Compusul [Co Schiff]11 a redus cu 41% sinteza fenolilor
în biomasa de spirulină, o reducere relativ moderată, comparabilă cu rezultatul
experienţelor cu utilizarea compuşilor [Co Schiff]9 şi [Co Schiff]10.
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Astfel, biosinteza fenolilor decurge în paralel cu sinteza proteinelor, iar acţiunea
compuşilor cobaltului asupra acestui proces poate fi  analizată prin relaţia dintre
conţinutul fenolilor şi conţinutul de proteină în biomasa spirulinei (Figura 8.).

Fig. 8. Corelarea
dintre conţinutul
fenolilor şi proteinelor
în biomasa spirulinei,
la cultivare în prezenţa
compuşilor Co(II) cu
baze Schiff, 10 mg/l.

Raportul corelaţional indică clar, că compuşii cobaltului au afectat în măsură egală
sinteza proteinelor şi cea a fenolilor.

În continuare a fost determinată activitatea antioxidantă a biomasei de spirulină,
obţinută din probele experimentale pentru a stabili existenţa unei corelări dintre
conţinutul redus de componente biologic active şi activitatea antioxidantă a biomasei.
Pentru aceasta au fost efectuate testele antioxidante cu utilizarea radicalilor non-
biologici DPPH şi ABTS.

 Fig. 9. Activitatea antioxidantă (% inhibiţie DPPH, ABTS) a biomasei de spirulină,
obţinută la cultivare în prezenţa compuşilor Co(II) cu baze Schiff, 10 mg/l .

Rezultatele obţinute au stabilit o reducere drastică a valorilor testului DPPH a
biomasei de spirulină în condiţiile unei activităţi biosintetice reduse (fi gura 9). În cazul
biomasei, rezultate din experienţa cu suplimentarea mediului nutritiv cu compuşii
[Co Schiff]7 şi [Co Schiff]10 valorile testului DPPH sunt de 13,16 şi 14,3 % inhibiţie,
sau cu 64 şi respectiv 60,58% mai mici faţă de activitatea antioxidantă a biomasei
din proba control.
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Capacitatea de reducere a radicalului DPPH a biomasei obţinute din experienţa cu
compuşii [Co Schiff]8 şi [Co Schiff]9 este cu 76,6 şi 72,2% mai mică faţă de proba
control. La suplimentarea mediului nutritiv al spirulinei cu compusul [Co Schiff]11,
activitatea antioxidantă s-a redus în jumătate şi constituie 17,6% inhibiţie DPPH.
Prin urmare, în biomasa de spirulină săracă în componente biologic active, activitatea
antioxidantă este redusă.

Testul antioxidant cu utilizarea radicalului ABTS este unul din cele mai uzuale
teste antioxidative, care se utilizează pentru determinarea activităţii antioxidante a
componentelor purifi cate, cât şi a complexelor antioxidante. Testul respectiv a fost
aplicat pentru determinarea activitaţii antioxidante a biomasei de spirulină în urma
inducerii stresului oxidativ cu aplicarea compuşilor Co(II) cu baze Schiff (fi gura 9).
În cazul experienţelor cu suplimentarea mediul de cultivare cu compuşii [Co Schiff]8
şi [Co Schiff]11 valorile testului ABTS a biomasei sunt mai joase comparativ cu
proba control. Cea mai mare valoare a testului de reducere a radicalului ABTS (83,4%
inhibiţie) a fost înregistrată în cazul acţiunii compusului [Co Schiff]10 şi este cu 29%
superioară activităţii antioxidante a biomasei din proba control. În cazurile de aplicare a
compuşilor [Co Schiff]7 şi [Co Schiff]9, activitatea antioxidantă a biomasei de spirulină
este cu 18-22% mai mare faţă de control.

Un conţinut redus de fenoli, caracteristic biomasei obţinute din cultivarea
prin suplimentarea mediului cu compuşii Co(II) cu baze Schiff, a determinat valori
reduse ale testului DPPH (fi gura 10). Conţinutul fenolilor în limitele valorilor de
0,7-1,0 mg acid galic echivalent, a determinat valorile testului DPPH care variază în
limitele a 10-17,6 % inhibiţie.

Coefi cientul de determinare, R2=0,75 confi rmă dependenţa valorilor scăzute
ale testului DPPH de valorile scăzute ale conţinutului de fenoli. A fost demonstrată
existenţa unei dependenţe directe dintre conţinutul fenolilor şi activitatea antioxidantă
prin testul DPPH.

Fig. 10. Corelarea dintre conţinutul
fenolilor (mg acid galic) şi activitatea
antioxidantă (DPPH, % inhibiţie) a
biomasei de spirulină, la cultivare în
prezenţa compuşilor Co(II), 10 mg/l .

Fig. 11. Corelarea dintre conţinutul fenolilor
(mg acid galic) şi activitatea antioxidantă
(ABTS, % inhibiţie) a biomasei de spirulină,
la cultivare în prezenţa compuşilor Co(II),
10 mg/l .

Coefi cientul de corelare dintre conţinutul fenolilor în biomasa de spirulină şi
activitatea antioxidantă, determinată cu aplicarea testului ABTS, este de 0,00, dovadă
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a lipsei dependenţei dintre valorile acestor parametri. Compuşii ca fi cocianina şi
carotenoizii îndeplinesc în celulă rolul său biologic de pigmenţi cu participare în
procesele fotosintetice. Capacitatea lor de a se manifesta în calitate de antioxidant este
una esenţială.

În rezultatul experienţelor efectuate a fost stabilit că componentele cu acţiune
antioxidantă cu masa moleculară joasă nu au rolul de protecţie antioxidativ în biomasa
de spirulină în condiţiile experimentale studiate. În rezultatul acţiunii compuşilor Co(II)
cu baze Schiff, cultura de spirulină se afl ă la limita existenţei cu o activitate biosintetică
înjumătăţită, dar productivitatea este la nivelul probei control. Acest fenomen este unul
rar întâlnit în practica biotehnologică. În cele mai multe cazuri, efectul toxic al unui sau
a câtorva xenobiotice din mediul nutritiv se manifestă, în primul rând, prin reducerea
productivităţii, care poate fi  urmată de intensifi carea unor procese biosintetice. Prin
urmare, a fost determinat un fenomen de reactivitate biologică nespecifi că pentru
cultura cianobacteriei Spirulina platensis.

Concluzii:
Stresul oxidativ indus la1. Spirulina platensis este asociat cu diminuarea cantităţii

componentelor de bază ale biomasei (proteine, fi cocianină, caroten , fenoli).
 Activitatea antioxidantă a biomasei obţinute în condiţii de stres oxidativ de2.

asemenea scade, corelând cu conţinutul redus de componente bioactive.
În cazul stresului oxidativ indus cu compuşii coordinativi ai cobaltului cu baze3.

Schiff la Spirulina platensis, cantitatea de biomasă acumulată nu este un indiciu sigur
de apreciere a stării culturii, deoarece diminuarea componentelor funcţionale are loc în
condiţiile producerii de biomasă în limitele normale.
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