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Introducere

Elucidarea rolului diferitor forme de radicali liberi în apariţia şi evoluţia unor maladii 
cronice este comparabilă cu stabilirea rolului microorganismelor ca agenţi patogeni ai 
bolilor infecţioase [3, 18, 22, 24]. În caz de dezechilibru între formarea de radicali liberi 
şi sistemul de protecţie antioxidantă, în celule apare stresul oxidativ, considerat cauza 
apariţiei şi evoluţiei diferitor maladii [20,24,25,27,32,33,35,36]. 

Astfel, în ultimele decenii s-a intensi cat interesul cercetărilor faţă de antioxidanţi, – 
principii active funcţionale responsabile de neutralizarea efectelor negative ale stresului 
oxidativ asupra organismelor vii [1-2, 8, 17]. În vederea obţinerii antioxidanţilor 
naturali, sunt explorate materiile vegetale, dintre care unei valori cări tot mai intense 
sunt supuse cianobacteriile şi microalgele. Este de menţionat şi faptul că antioxidanţii 
obţinuţi din surse naturale, precum este biomasa de cianobacterii şi microalge, sunt mai 
e cienţi în comparaţie cu antioxidanţii sintetizaţi pe cale chimică [28]. 

Cianobacteria Spirulina platensis poate   considerată drept o sursă valoroasă de 
antioxidanţi, graţie prezenţei în spectrul de compuşi cu activitate biologică înaltă pe 
care îl oferă a antioxidanţilor de natură proteică ( cocianina – pigment aposolubil, 
enzimele: superoxiddismutaza, catalaza, peroxidaza, etc. ) [18, 31]. 

Enzima superoxiddismutaza (SOD) este   reglatorul principal al proceselor de oxidare 
în celulă şi  poate   utilizată pentru tratarea diferitor maladii [15, 16]. Ficocianina, un 
pigment aposolubil denotă capacitatea de a neutraliza radicalul peroxinitrit, hidroxil – 
şi peroxil, precum şi de a inhiba procesele de oxidare peroxidică a lipidelor, dezvoltând 
de rând cu mecanismul antioxidant şi proprietăţi antiin amatoare, imunomodulatoare 
[6, 7, 9]. 

Preparatele antioxidante pe baza substanţelor bioactive ale spirulinei pot   utilizate  
şi în cosmetologie în calitate de remedii de încetinire a proceselor de îmbătrânire a 
pielii datorită capacităţii de reglare a sintezei colagenului şi elastinei, precum şi de 
vindecare a rănilor, arsurilor şi de reducere a ridurilor [13]. 

Scopul investigaţiilor a constituit elaborarea procedeelor de obţinere şi puri care a 
noilor preparate antioxidante de natură proteică din biomasa cianobacteriei Spirulina 
platensis. 

Materiale şi metode

Obiectul cercetărilor expuse a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-
CB-02, depozitată în Colecţia Naţională de Microorganisme Nepatogene de pe lângă 
Institutul de Microbiologie şi Biotehnologie al AŞM. 
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Biomasa de spirulină – sursă de  cocianină şi SOD a fost obţinută conform a două 
procedee, care au inclus cultivarea spirulinei în decursul a 144 ore pe mediul nutritiv 
SP - 1 în baloane Erlenmeyer cu volumul suspensiei de 100 ml, cu suplimentarea 
în a 3-a zi  a  unuia din compuşi coordinativi ai Mn(II): [Mn(COO(CHOH)
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parcursul cultivării s-au respectat parametrii: temperatura de 300C, iluminarea de 2000-
3000 lucşi. 

Determinarea activităţii superoxiddismutazei a fost efectuată conform metodei 
spectrofotometrice [10]. Conţinutul de  cocianină în biomasa spirulinei a fost 
determinat prin metoda spectrofotometrică [11]. Conţinutul de proteină a fost apreciat 
conform metodei propuse de Lowry O. et al.  [23]. Electroforeza în gel de poliacrilamidă 
în prezenţa SDS a fost efectuată conform metodelor, descrise de Laemmli U. [21]. 
Chromatogra a de schimb ionic (pe coloana de Q – Sepharose) a fost realizată conform 
metodei [30]. 

Rezultate şi discuţii

Menţinerea unui nivel anumit al oxidării radicallibere a acililor fosfolipidelor 
membranelor biologice este una din condiţiile de bază ale homeostazei celulare. 
Activarea oxidării peroxidice a lipidelor membranelor biologice în condiţiile stresului 
oxidativ poate   micşorată sub acţiunea diverselor substanţe bioactive. În acest aspect,  
biomasa de spirulină se impune şi ca una din sursele non convenţionale importante 
de substanţe cu rol de atenuare, împiedicare şi reducere a proceselor de oxidare 
peroxidică, graţie faptului, că o mare parte din componentele bioactive ale biomasei 
de spirulină denotă o activitate antioxidantă. Printre acestea sunt:  cocianina şi una 
din enzimele antioxidante principale – superoxiddismutaza. Biomasa de spirulină oferă 
circa 5% de  cocianină, iar activitatea superoxidismutazei  este de circa 0,2-0,3 un. 
conv. Conţinutul de  cocianină în biomasa de spirulină poate   majorat, iar activitatea 
superoxiddismutazei poate   intensi cată prin utilizarea de noi stimulenţi, precum şi 
prin stabilirea condiţiilor optime de producere a lor în condiţii dirijate. 

Procedeele elaborate de noi la cultivarea dirijată a spirulinei asigură sporirea 
conţinutului de  cocianină (până la 9,08 şi 13,01 %, respectiv), precum şi  intensi carea 
activităţii superoxiddismutazei (până la 0,63 şi 0,53 un. conv. , respectiv) în biomasă. 
Biomasa de spirulină obţinută conform acestor procedee a fost procesată în continuare 
pentru obţinerea a 2 noi preparate antioxidante de natură proteică  care includ separarea 
biomasei de spirulină de lichidul cultural; distrugerea celulelor prin congelare – 
decongelare repetată; extragerea fracţiei proteice ce conţine SOD şi  cocianină cu 
utilizarea a tamponului fosfatic 0,1M Na, pH 7,8-8,0 (ce conţine 10mM EDTA); 
centrifugarea fracţiei obţinute şi separarea supernatantului; precipitarea izoelectrică 
(pH 3,8 - 4. 0); separarea supernatantului cu conţinut de antioxidanţi de natură proteică 
(SOD şi  cocianină); concentrarea şi congelarea preparatelor antioxidante obţinute - 
“SP - SOD/Phyco - 1” şi “SP - SOD/Phyco - 2”. 

Compoziţia preparatelor elaborate a fost stabilită prin electroforeza în gel de 
poliacrilamidă în prezenţa SDS, electroforegrama  ind prezentată în  gura 1. 



139

Figura 1. Electroforegrama preparatelor antioxidante obţinute din biomasa de 
spirulină. M – marcheri proteici;  1 –proba preparatului “SP - SOD/Phyco - 1”;  2  – proba 
preparatului “SP - SOD/Phyco - 2”; 3– proba martor.

Se ştie că  cocianina prezintă un dimer, ce disociază în condiţiile de SDS electroforeză 
în α - şi β – subunităţi [26, 31]. Conform electroforegramei, masele moleculare ale 
subunităţilor  cocianinei sunt 18 şi 19,95 kDa, respectiv. Aceste date sunt comparabile 
cu unele date de specialitate cunoscute, conform cărora masa moleculară a subunităţilor 
 cocianinei extrase din biomasa de spirulină sunt de 19,5 şi 21 kDa [26]. 

Din studii anterioare, este cunoscut că masa moleculară a diferitor tipuri de 
superoxiddismutază la cianobacterii variază în limitele 30 – 46 kDa [4, 14, 29, 34].  
În biomasa cianobacteriilor se conţine superoxiddismutaza  erocomponentă - FeSOD, 
care prezintă un homodimer [14]. Masa moleculară aparentă a subunităţilor SOD 
stabilită de noi este 28 kDa ( g. 1). 

Se poate conchide deci, că preparatele antioxidante de natură proteică conţin nu 
doar SOD şi  cocianină, dar şi alte reziduuri de proteine. Pentru obţinerea unui grad 
mai înalt de puri care a preparatelor elaborate, a fost efectuată cromatogra a de schimb 
ionic pe coloana de Q - Sepharose ( g. 2). 

Conform cromatogramei, în componenţa preparatelor cercetate au fost identi cate 
6 fracţii proteice,  ind stabilit că SOD se conţine în fracţia 3 ( g. 2). Ficocianina 
reprezintă un pigment de culoare albastră cu maximumul de absorbţie la lungimea de 
undă 620nm [5, 6, 9, 12, 31]. Analiza spectrofotometrică la lungimea de undă 620nm, 
a relevat prezenţa  cocianinei în fracţia 5. 
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Figura 2. Cromatogra a 
de schimb ionic a 
preparatelor “SP – SOD/
Phyco – 1” /“SP – SOD/
Phyco – 2”

Volumul probei- 5 ml; 
coloana– Q - Sepharose; 
viteza– 1 ml/min; soluţia 
tampon А: TRIS - HCl 
20mM, pH 8,0; soluţia 
tampon В: NaCl 1M, TRIS 
- HCl 20 mM, pH 8,0. 
_______ - fracţii proteice 1-6; 
- - - - - -  - densitatea optică 
la lungimea de undă 620 nm; 
--- - --- - --- - activitatea 
SOD.

Pentru determinarea tipului de superoxiddismutază, fracţia 3 a fost supusă studiilor 
suplimentare privind efectul inhibitorilor asupra activităţii SOD. Este cunoscut  că 
Cu/ZnSOD este inhibată de KCN, în timp ce FeSOD şi MnSOD nu sunt sensibile la 
cianură. Peroxidul de hidrogen este utilizat pentru a distinge FeSOD şi MnSOD [19]. 
Au fost utilizaţi următorii inhibitori: H

2
O

2
, NaN

3
 şi  KCN (tabelul 1). 

Tabelul 1. Determinarea tipului SOD

Inhibitorii Activitatea SOD 

50 мМ KCN +

10 мМ H
2
O

2
–

30 мМ NaN
3

–

Astfel,  activitatea SOD de 100% nu s-a diminuat în prezenţa KCN, iar la utilizarea 
H

2
O

2
 şi NaN

3
, activitatea enzimei a fost supusă inhibiţiei complete. În baza rezultatelor 

se poate presupune deci, că preparatele elaborate de noi conţin forma  erocomponentă 
a superoxiddismutazei (FeSOD). Pentru determinarea omogenităţii fracţiilor proteice 
obţinute, două din aceste fracţii (fr. 3 care posedă activitate SOD şi fr. 5 ce conţine 
 cocianină) au fost supuse SDS-electroforezei în gel de poliacrilamidă ( g. 3). 
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Figura 3. Electroforegrama 
preparatului antioxidant 
“SP – SOD/Phyco – 1” /“SP - 
SOD/Phyco - 2” după etapa 
puri cării prin cromatogra e 
de schimb ionic pe coloana de 
Q-Sepharose.  3 – fracţia 3;  5 
–fracţia 5;  М – marcheri proteici

Electroforegrama fracţiilor proteice puri cate con rmă datele obţinute anterior, 
referitor la masele moleculare aparente ale subunităţilor SOD (28 kDa) şi ale  cocianinei 
(18 şi 19,95 kDa). 

Concluzii:

Procedeele de obţinere a preparatelor “SP - SOD/Phyco - 1” şi “SP - SOD/Phyco - 
2” redau schema integrată de obţinere a preparatelor antioxidante noi în baza biomasei 
de spirulină – sursă de  cocianină şi SOD. 

Compoziţia preparatelor “SP - SOD/Phyco - 1” şi “SP - SOD/Phyco - 2”  se con rmă 
prin metoda electroforetică în gel de poliacrilamidă în prezenţa SDS. Banda proteică cu 
masa moleculară de 28 кDа denotă prezenţa superoxiddismutazei, iar cele cu masele 
moleculare de 18 şi 19,95 кDа aparţin  cocianinei. 
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ACUMULAREA  ASTAXANTINEI  ÎN  BIOMASA 
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS  LA  CULTIVARE  PE MEDIU CU  

COMPUŞI COORDINATIVI AI  Fe(III)  CU AMINOACIZII 

Miscu Vera

Institutul de Microbiologie şi Biotehnologie al AŞM

Microalgele şi-au ocupat ferm locul în biotehnologia microbiană în calitate de surse 
de biomasă şi  produse speci ce. Cele mai recente tehnologii în baza microalgelor 
sunt cele de producere a astaxantinei –  pigment carotenoid important cu aplicare 
nutraceutică, cosmetică şi în industria alimentară [11-13, 30, 32]. 

Microalga verde Haematococcus pluvialis este considerată superproducător de 
astaxantină şi se cultivă cu success pe scară industrială în mai multe ţări ale lumii [2, 
9, 15, 29, 31]. În celulă acest pigment îndeplineşte funcţia fotoprotectoare, servind 
în calitate de barieră  zico-chimică, ce previne deteriorarea lipidelor din componenţa 
membranelor funcţionale şi a ADN-ului de către radicalii liberi [14, 35, 38]. Funcţiile 
biologice esenţiale ale astaxantinei exercitate în organismul uman şi animal includ 
protecţia componentelor celulare de procesul de oxidare, formarea răspunsului imun şi 
reglarea expresiei genelor [29]. Efectul bene c generalizat al astaxantinei este mediat 
de capacitatea de pătrundere în plasma sangvină şi de mobilitatea moleculelor ei [7, 
32]. 

Carotenogeneza la Haematococcus pluvialis, ca şi la toate organismele 
fotosintezatoare, decurge în mod normal la menţinerea condiţiilor favorabile de 
dezvoltare. Intensi carea procesului de acumulare a astaxantinei poate   obţinută prin 
modi carea condiţiilor de cultivare  aşa ca iluminarea intensă, de citul de nutrienţi, 
stresul oxidativ şi stresul salin, temperaturile înalte [2, 16, 24, 33]. 

Acumularea masivă de astaxantină a fost obţinută în cazul cultivării pe mediu 
cu insu cienţă de azot şi iluminare intensivă - condiţii care facilitează asimilarea 
carbonului de catre microalgă [10, 21, 25]. Azotul este foarte important în dezvoltarea 


