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Summary. Fe (III) coordination compounds 
with Schiff bases and Fe (II) with dioxymines induce 
a state of oxidative stress in culture of Porphyridi-
um cruentum expressed in a signifi cant reduction 
of biomass and accumulation of lipid peroxidation 
products (malondialdehyde). In these conditions 
is registered the β-carotene content fl uctuation, de-
creasing of phycoerythrin and signifi cantly increas-
ing of phycocyanin content in biomass. Correlation 
analysis makes evident the phycocyanin implication 
in antiradical protection of Porphyridium cruentum 
in the condition of induced oxidative stress.
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Rezumat. Compuşii coordinativi ai Fe(III) cu 
bazele Schiff şi ale Fe(II) cu dioximinele, induc o 
stare de stres oxidativ pronunţat în cultura de Por-
hyridium cruentum, exprimat prin diminuarea sem-
nifi cativă a biomasei şi supraacumularea produselor 
peroxidării lipidelor (dialdehidei malonice). În aceste 
condiţii, se înregistrează fl uctuaţii ale conţinutului 
de β-caroten, diminuarea cantităţii de fi coeritrină şi 
creşterea semnifi cativă a conţinutului de fi cocianină 
în biomasă. Analiza corelaţională efectuată a permis 
de a evidenţia implicarea fi cocianinei în protecţia an-
tiradicalică la Porphyridium cruentum în condiţii de 
stres oxidativ indus. 

Cuvinte-cheie: stres oxidativ, activitate antiradi-
calică, Porphyridium cruentum, fi cocianină, fi coeri-
trină, β-caroten.

Introducere
Stresul oxidativ, caracterizat prin predominarea 

procesului de formare a radicalilor liberi asupra ce-
lui de anihilare a lor, constituie fenomenul care duce 
în cele din urmă la moartea celulelor vii. În cazul 

producerii de biomasă cu diferite utilizări practice, 
stresul oxidativ este responsabil de degradarea cali-
tăţii acesteia. Mai mult decât atât, în cazul acumu-
lării excesive a radicalilor liberi în produsele fi nite, 
acestea se transformă în surse potenţiale periculoa-
se de prooxidanţi, capabile să declanşeze reacţii de 
oxidare în lanţ cu urmări extrem de negative asupra 
organismelor – consumatoare ale acestor produse. 

Biomasa microalgelor şi cianobacteriilor este 
tot mai solicitată pe piaţă pentru conţinutul biochi-
mic valoros şi diversitatea produselor care pot fi  
obţinute din ea. Cererea în creştere duce inevitabil 
la instalarea unei tendinţe de sporire a producţiei fi -
cologice. Condiţiile de creştere în masă a microal-
gelor sunt din start stresante pentru aceste organis-
me şi, prin urmare, există pericolul, ca în anumite 
împrejurări, biomasa obţinută să prezinte un poten-
ţial prooxidant vădit. Astfel, studiul modifi cărilor 
componenţei calitative şi cantitative a biomasei în 
situație de stres oxidativ este o condiţie a elaborării 
bazelor de apreciere a siguranţei produselor fi colo-
gice.

Reacția organismelor vii la intervenții xenobio-
tice și la modifi carea condițiilor de viață se exprimă 
în modifi carea statutului antioxidant, care tinde 
spre menținerea homeostaziei și eliminarea stării 
de stres indus. Componentele nonenzimatice ale bi-
omasei microalgelor și cianobacteriilor  au un rol 
foarte important în procesul de prevenire a formării 
radicalilor liberi și de înlăturare a celor deja formați. 
Din această categorie fac parte fi cobiliproteinele 
formate prin asocierea apoproteinelor cu fi cobili-
nele, care acționează drept cromofori (partea activă 
ce capturează lumina). Funcţia lor de bază constă 
în absorbţia energiei solare cu lungimea de undă de 
495-650 nm şi transferul ei spre clorofi lă în centrele 
reactive ale aparatului fotosintetic. În calitate de an-
tioxidanți efi cienți, fi cobiliproteinele se manifestă 
în procesul de neutralizare a radicalilor liberi. Ast-
fel, s-a stabilit că acești compuși elimină radicalii 
alcoxil, hidroxil și peroxil. Efectul lor protector este 
exprimat prin protecția membranelor fi ziologic ac-
tive de procesul de peroxidare [8, 11, 12].

Un grup important și foarte bine studiat de com-
puși cu efect antioxidant și antiradicalic, făcând 
parte din biomasa microalgelor și cianobateriilor, 
îl constituie carotenoizii, care realizează stingerea 
radicalilor clorofi lei prin acumularea asupra lor 
a energiei și eliberarea ei în formă de căldură la 
relaxarea termică [6]. Prin această acțiune, carote-
noizii previn formarea oxigenului singlet ori sting 
oxigenul singlet format prin aplicarea mecanismu-
lui de transfer de energie. După cum s-a mai stabilit, 
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carotenoizii posedă capacitatea de a stinge prin in-
termediul reacțiilor chimice astfel de specii reacti-
ve ale oxigenului ca superoxid radicalul și radicalii 
peroxilipidici [4, 7, 9, 13].

Scopul acestei lucrări a fost urmărirea mo-
difi cării acumulării pigmenţilor fi cobilinici şi 
β-carotenului în biomasa microalgei roşii Porphyri-
dium cruentum în condiţii de stres oxidativ indus 
prin acţiunea xenobioticelor (compuşi coordinativi 
cu efect potenţial toxic ai fi erului bivalent şi triva-
lent cu bazele Schiff şi dioximinele). 

Materiale și metode 
În calitate de obiect de cercetare a servit 

microalga roşie Porphyridium cruentum (Näg) 
CNM-AR-01 depozitată în Colecţia Naţională de 
Microorganisme Nepatogene, cultivarea căreia s-a 
efectuat timp de 14 zile pe mediul nutritiv mine-
ral VP 2 [1] cu menţinerea următorilor parametri: 
pH-ul 6,8-7,2, temperatura de 23-25oC, ilumina-
re de 8000-12000 erg/m2s, agitare lentă periodică. 
Cantitatea de inoculum a fost de 0,5-0,6 g/L bioma-
să absolut uscată (BAU).

Determinarea productivității a fost efectuată fo-
tometric cu recalculul masei celulare la BAU con-
form  formulei:
      (g/l BAU)  = A 545 x η x k               (1)

unde: A545 – densitatea optică a culturii de por-
fi ridium; η– diluţia probei; k  – coefi cient de recal-
cul  pentru cultura de porfi ridium în g/l BAU, con-
form curbei de calibrare (de determinare a BAU).

Determinarea produselor oxidării lipoproteine-
lor a fost efectuată  în baza cuantifi cării substanţe-
lor reactive ale acidului tiobarbituric – dialdehida 
malonică [5]. La probele de biomasă a fost adăugat 
1 ml acid tiobarbituric de 0,67% şi 1 ml acid triclo-
racetic de 15%, după care probele au fost supuse 
incubării pentru 1 oră la 95 oC. În continuare, pro-
bele au fost  răcite pe gheaţă timp de 5 minute şi au 
fost centrifugate timp de15 minute la 3000 g. Con-
centraţia dialdehidei malonice a fost măsurată la 
535 nm, iar calculul s-a efectuat prin utilizarea co-
efi cientului molar de extincţie a complexului dial-
dehidei malonice calculat la cantitatea de proteină 
sau în % inhibiţie faţă de proba martorului pozitiv.

Determinarea capacităţii antiradicalice cu utili-
zarea radicalului cation ABTS˙+ . Radicalul ABTS˙+ 

a fost generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 
3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de 
potasiu. A fost preparată soluţia stoc a reagentului 
ABTS de 7 mM în apă deionizată. Persulfatul de 
potasiu a fost adăugat în concentraţia de 2,45 mM. 

Reacţia de formare a radicalului ABTS˙+ a de-

curs la întuneric, la temperatura camerei, timp de 
cel puţin 12-16 ore. Soluţia de lucru a ABTS˙+ a fost  
preparată din soluţia stoc de ABTS˙+ , care a fost  di-
zolvat în etanol sau apă distilată până la stabilizarea 
absorbanţei de 0,700 ± 0,020  la 734 nm. 

Amestecul reagent a constat din 0,3 ml probă 
şi 2,7 ml soluţie ABTS˙+. Reacţia de decolorare a 
decurs la temperatura camerei timp de 6 minute, iar 
procentul de inhibiţie a fost calculat conform ecu-
aţiei: 
% Inhibiţie =(Abst=0 - Abst=6 min)/Abst=0 * 100,      (2)
unde Abst=0min este valoarea extincţiei de 0,700 ± 
0,020 la 734 nm a soluţiei ABTS˙+ , Abst=6 min este 
valoarea extincţiei după incubare [10].

Determinarea conţinutului de fi cobiliproteine în 
extractul hidric s-a efectuat prin aplicarea spectrome-
triei. Absorbanţa extractului a fost citită la 565, 620 
şi 650 nm la spectofotometrul T60 PG Instruments, 
iar calculul cantitativ a fost realizat prin aplicarea for-
mulelor descrise de  Gantt şi Lipschultz [3].

Determinarea β-carotenului în biomasa de 
Porphyridium cruentum a fost efectuată conform 
schemei: la 10 mg biomasă s-a adaugat 2 ml alcool 
etilic absolut. Extragerea pigmenților a avut  loc la 
temperatura camerei, prin agitare timp de 30 min. 
Extractul a fost separat de biomasă prin centrifugare 
și apoi a fost citită absorbanța la lungimea de undă 
450 nm. Conținutul β-carotenului a fost calculat 
conform formulei 

C = Abs450 x 103 / 2620                      (3)
unde C = concentrația β-carotenul, mg/100g; 

Abs450 = absorbanța extractului etanolic de β-caroten 
la lungimea de undă de 450 nm; 2620 – coefi cientul 
de extincție specifi c a β-carotenului în etanol.

Compușii coordinativi utilizaţi pentru inducerea 
stresului oxidativ în cultura de porfi ridium au fost 
sintetizați de colaboratorii Laboratorului Compuși 
Coordinativi, IC, AȘM, șef laborator I. Bulhac.

Rezultate și discuții 
Pentru inducerea stresului oxidativ au fost utili-

zaţi patru compuşi coordinativi ai Fe(III) cu bazele 
Schiff (notaţi în continuare prin abrevierile [Fe 1] 
… [Fe 4]) şi patru compuşi ai Fe(II) cu dioximi-
nele (notaţi în continuare prin abrevierile [Fe 5] … 
[Fe 8]).  Aceştia au fost introduşi în mediul nutri-
tiv destinat creşterii culturii de porfi ridium până 
la inoculare în cantitate de 30 mg/L. Parametrii 
monitorizaţi la prima etapă a experienţei au fost 
cantitatea de biomasă acumulată la fi nele ciclului 
vital şi nivelul dialdehidei malonice în biomasă. 
Aceştia  permit  a determina  prezenţa şi intensita-
tea stresului oxidativ în sistemul studiat. Rezultatele 
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obţinute sunt prezentate în fi gura 1. Biomasa în va-
riantele experimentale constituie de la 80% la 47% 
din nivelul ei normal, care se înregistrează în proba 
martor, evidenţiind o scădere esenţială în unele pro-
be de peste 2 ori (compuşii [Fe 4], [Fe 6] şi [Fe 8]) 
(fi g.1(A)). 

În acelaşi timp, în  toate variantele se 
înregistrează o creştere substanţială a produselor 
peroxidării lipidelor, nivelul de dialdehidă malonică 
depăşind valorile normale de 1,5-2,2 ori (fi g.1(B)).  
Corelarea negativă foarte strânsă (valoarea coefi ci-
entului de determinare fi ind de 0,943) între cantita-
tea biomasei acumulate şi nivelul DAM în ea este o 
dovadă a unui stres oxidativ pronunţat, care împie-
dică derularea normală a proceselor vitale în celule-
le de porfi ridium. 

În aceste împrejurării, supravieţuirea culturii 
microalgale poate fi  asigurată de mecanismele de 
protecţie care funcționează în baza componentelor 
nonenzimatice. În biomasa de Porphyridium cruen-
tum sunt prezenţi numeroşi compuşi care pot reali-
za această funcţie: compuşi fenolici, polizaharide, 
în special cele sulfatate, tocoferoli. Pigmenţii fo-
tosintetici secundari – fi cobilinele şi carotenoizii 
– de asemenea posedă capacitatea de a stinge ra-
dicalii liberi formaţi în urma reacţiilor normale ori 
patologice din celule. Pentru a evidenţia modifi că-
rile produse sub infl uenţa compuşilor fi erului, în  
biomasa de porfi ridium a fost determinat conţinu-
tul de pigmenţi fi cobilinici şi β-caroten în bioma-
sa obţinută în condiţii de stres oxidativ. La fel, în 
extractele hidrice (în care trec fi cobilinele) şi cele 
etanolice (în care trec carotenoizii) a fost evaluată 
capacitatea de inhibiţie a radicalului cation ABTS˙+. 

Rezultatele pentru β-caroten sunt prezentate în fi gu-
ra 2(A), iar cele pentru activitatea antiradicalică ale 
extractelor etanolice – în fi gura 2(B). 

Cantitatea de β-caroten variază în probele ex-
perimentale în limite destul de largi, înregistrând 
valori ce depăşesc substanţial valorile normale (cu 
60% în cazul compusului [Fe 3], dar şi valori în li-
mita normei ori cu o reducere nesemnifi cativă. În 
cazurile studiate de noi nu putem evidenţia o ten-
dinţă sigură de implicare generalizată a carotenoi-
zilor în protecţia antioxidantă a celulelor în cazul 
unui stres oxidativ pronunţat. Extractul etanolic din 
biomasă de porfi ridium obţinută în condiţii de stres 
oxidativ este mai puţin activ din punct de vedere 
al inhibiţiei radicalului cation ABTS˙+ faţă de cel 
obţinut din biomasa probei martor. Astfel, compo-
nentele liposolubile cu efecte antioxidante ale bi-
omasei de porfi ridium în condiţiile experimentale 
analizate în această lucrare sunt mai puţin active şi 
asigură o protecţie antioxidantă mai puţin efi cientă a 
celulelor decât în condiţii normale. În acelaşi timp, 
corelarea pozitivă destul de pronunţată (R2=0,657) 
între % de inhibiţie a radicalului cation ABTS˙+ de 
către extractul etanolic din biomasă şi conţinutul de 
caroten în ea, arată că în mare măsură activitatea 
antioxidantă a extractelor etanolice este determinată 
anume de prezenţa carotenoizilor. 

Culturile de microorganisme fotosintezatoare, 
care au în componenţa lor pigmenţi fi cobilinici, re-
acţionează de obicei  prompt la acţiunea xenobioti-
celor prin modifi cări cantitative ale acestor pigmenţi 
[11]. În biomasa de porfi ridium a fost determinată 
cantitatea de fi coeritrină şi de fi cocianină, precum şi 
activitatea antiradicalică (metoda ABTS) a extrac-
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Fig. 1. Biomasa (A), cantitatea de dialdehid  
malonic  (B) i corelarea nivelului de 
productivitate cu con inutul produselor 
peroxid rii lipidice (C), la Porphyridium
cruentum în condi ii de stres oxidativ indus 
cu  compu i coordinativi ai Fe(III) i (II)  
(30 mg/l) 
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telor hidrice care conţin aceşti pigmenţi (fi gura 3). 
Activitatea antiradicalică totală a extractului hidric 
în cazul compuşilor [Fe 1], [Fe 2]  şi [Fe 3] a fost 
mai înaltă decât capacitatea antiradicalică a extrac-
tului din biomasa probei martor. În celelalte cazuri 
avem valori similare ori mai mici ca martorul. Pen-
tru a stabili dependenţa activităţii antiradicale de 
conţinutul fi cobilinelor, în extract a fost calculată 
corelarea între valorile testului ABTS şi valorile 
sumare absolute ale celor 2 pigmenţi fi cobilinici, 
suma cărora s-a calculat în % la biomasa absolut 
uscată – BAU (fi g.3(D)).

Coefi cientul de determinare înalt – de 0,837 – 
demonstrează că activitatea antiradicalică a extrac-

tului hidric este determinată în cea mai mare măsu-
ră de prezenţa cantitativă a pigmenţilor fi cobilinici. 
Tendinţa generală pentru conţinutul de fi coeritrină, 
cu excepţia compusului [Fe 2], este în direcţia mic-
şorării cantităţii acesteia. Astfel, o diminuare mo-
derată a cantităţii pigmentului roşu se înregistrează 
în 7 din 8 probe experimentale (fi g.3(A)). În acelaşi 
timp,  cantitatea de fi cocianină  creşte simţitor în toa-
te variantele experimentale, valorile relative fi ind cu 
10-50% mai mari ca în cazul martorului (fi g.3(B)).  
Asemenea modifi cări ale conţinutului de pigmenţi 
fi cobilinici au fost observate şi anterior în experien-
ţe cu alţi compuşi coordinativi ai metalelor [2, 11]. 
După cum se observă în această lucrare, precum şi 
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Fig. 2. Cantitatea de -caroten  (A), 
activitatea antiradicalic  a extractului 
etanolic (B) i corelarea acestor parametri 
(C), la  Porphyridium cruentum în condi ii 
de stres oxidativ indus cu  compu i 
coordinativi ai Fe(III) i Fe (II) (30 mg/L) 
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Fig. 3. Cantitatea de fi coeritrină  (A), fi cocianină (B), activitatea antiradicalică totală a extractului hidric (C) şi 
corelarea între conţinutul total de fi cobiline şi valorile testului ABTS (D) la Porphyridium cruentum în condiţii de 

stres oxidativ indus cu  compuşi coordinativi ai Fe(III) şi Fe (II) (30 mg/L)
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în publicaţiile anterioare, conţinutul de fi coeritrina 
repetă fl uctuaţiile productivităţii, ceea ce sugerează 
ideea implicării ei preferenţial în procesele fotosin-
tetice, în raport cu cele de protecţie antioxidantă. În 
susţinerea acestei afi rmaţii vine şi lipsa unei corelări 
între cantitatea de DAM şi cea de fi coeritrină în bi-
omasa de porfi ridium obţinută în condiţii normale şi 
de stres oxidativ (fi g. 4 (A)). 

Lipsa acestei corelări ar putea însemna că, în 
pofi da potenţialului antioxidant înalt, acest pigment 
în condiţiile studiate nu se implică în procesul de 
stingere a radicalilor liberi, formaţi ca răspuns la 
acţiunea compuşilor introduşi în mediu. În schimb, 
se observă o corelare inversă destul de strânsă între 
conţinutul fi cocianinei şi cel al dialdehidei maloni-
ce în biomasă, ceea ce ar putea exprima implicarea 
acestui pigment în procesele de protecţie antiradi-
calică la microalga roşie Porphyridium cruentum. 

Concluzii
Rezultatele expuse în această lucrare demon-

strează că în condiţii de stres oxidativ, indus de acţi-
unea compuşilor coordinativi ai fi erului cu potenţial 
toxic înalt, are loc o modifi care pronunţată a com-
ponenţei pigmenţilor (β-carotenului, fi coeritrinei şi 
fi cocianinei). În condiţiile unei diminuări esenţiale 
a cantităţii de biomasă, în diferite variante se înre-
gistrează  atât creşterea, cât şi diminuarea cantităţii 
de β-caroten, o diminuare a cantităţii de fi coeritrină 
şi o creştere a conţinutului de fi cocianină în bioma-
să. Corelarea negativă înaltă între conţinutul de fi -
cocianină şi produsele peroxidării lipidelor permite 
să afi rmăm implicarea acestui pigment în protecţia 
antiradicalică a celulelor la porfi ridium în condiţiile 
experimentale analizate.  
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Fig.4. Corelarea între cantitatea pigmenţilor fi cobilinici (fi coeritrină (A) şi fi cocianină (B))  şi a dialdehidei malonice 
în biomasa de Porphyridium cruentum obţinută în condiţii de stres oxidativ indus.


