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The Cr(III) coordinative compounds effect on spirulina DNA properties has been studied. The comparison of values 

of temperature of DNA denaturation and the fractions separation of reassociated DNA on hydroxiapatite column have 
been carried out. The tested Cr(III) compounds didn’t modify the properties of spirulina DNA.  

 
 
Introducere 
În ultimii ani, pentru tratarea diabetului zaharat de tip II se utilizează picolinatul de crom(III), deoarece 

cromul are capacitatea de a ameliora starea bolnavilor, datorită interacţiunii între crom, insulină şi receptorii 
insulinei [14]. Însă, conform datelor din literatură, unele săruri ale Cr(III) afectează proprietăţile ADN-ului 
şi, ca rezultat, pot fi cancerigene [9].  

Pentru substituirea unor astfel de compuşi chimici ca picolinatul de crom cu preparate inofensive pentru 
organismul uman în tratarea diabetului zaharat de tip II, cercetările din ultimii ani au fost direcţionate spre 
obţinerea pe cale biologică a unor preparate naturale ce conţin crom legat organic [2,4,17].  

Este cunoscută capacitatea înaltă a cianobacteriei Spirulina platensis de biotransformare a metalelor din 
compuşi anorganici, inclusiv a Cr(III) în elemente legate prin chelatare cu compuşii organici din componenţa 
biomasei de spirulină [10,19]. Conform rezultatelor obţinute în urma cercetărilor efectuate la fracţionarea 
biomasei de spirulină cu conţinut de crom, conţinutul cel mai înalt de crom a fost determinat în fracţia pro-
teinelor, reprezentând 88-98% din cromul total. În fracţia extracelulară au fost depistate până la 8,5% din 
cromul total, iar în cea lipofilică circa 3,5% [11]. Cercetările efectuate privind repartizarea cromului în frac-
ţiile proteice obţinute din biomasa de spirulină, cultivată în prezenţa unor compuşi coordinativi ai Cr(III), au 
demonstrat că conţinutul maxim de crom se află în fracţiile de proteine alcalino- şi salinosolubile [3]. Conţi-
nutul de crom în aceste fracţii a constituit 92,8 mg% şi 55,9 mg% Cr, pentru compusul [K2Cr2(SO4)4]·12H2O 
şi, respectiv, 128,6 mg% şi 70,4 mg% Cr pentru compusul K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O) [3]. 

Dat fiind faptul că compuşii coordinativi ai Cr(III) menţionaţi mai sus contribuie la acumularea cromului 
în biomasă, prezintă interes evaluarea caracterului influenţei acestor compuşi asupra activităţii biosintetice a 
cianobacteriei Spirulina platensis. În această ordine de idei, ne-am propus să cercetăm acţiunea acestor com-
puşi coordinativi ai Cr(III) asupra procesului de denaturare şi renaturare a ADN-ului la Spirulina platensis. 
Schimbările semnificative ne-ar permite să stabilim dacă compuşii coordinativi utilizaţi pot cauza modificări 
în procesul de replicare a ADN-ului prin sinteza incorectă a noii catene de ADN, prin prezenţa unui conţinut 
sporit sau micşorat al procentajului bazelor GC [13]. Scopul lucrării a constituit evaluarea modificărilor pro-
prietăţilor ADN-ului la spirulina cultivată în prezenţa unor compuşi coordinativi ai Cr(III). 

Material 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. 

Pentru cultivare s-a utilizat mediul nutritiv mineral modificat Gromov 16 [20]. 
Cultivarea s-a efectuat conform procedeului descris anterior [12]. În calitate de sursă de Cr(III) la 

cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 au fost utilizaţi compuşii coordinativi ai Cr(III): 
[K2Cr2(SO4)4]·12H2O şi K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O, în concentraţie de 30 mg/l.  

Izolarea şi extragerea ADN-ului. Extragerea acizilor nucleici din materialul experimental s-a efectuat cu 
utilizarea extragentului TrisHCl 133mM, Na2EDTA 6,7mM, NaCl 0,95M, sarcosil de Na 1,33%, β-mercapto-
etanol 1,33%, pH = 7,8 în raport de 3:1, în modificarea noastră – cu distrugerea prealabilă a peretelui celular 
cu soluţia haotrofică (90,8% NaI şi 1,5% Na2SO3.) [12,15]. 

Denaturarea ADN-ului. Alicote de ADN au fost dizolvate în 2 ml tampon fosfat salin (20 mM NaH2PO4, 
30 mM Na2HPO4, 100 mM NaCl). Cuvele au fost menţinute în baia de apă timp de 10 min., la temperatura 
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de 25oC pentru omogenizarea temperaturii în soluţie; a fost determinată densitatea optică a soluţiei la λ = 260 nm 
şi λ = 320 nm. Pentru cercetarea cineticii procesului de denaturare temperatura a fost ridicată la 70oC, unde 
cuvele au fost menţinute timp de 10 min. pentru omogenizarea temperaturii soluţiei analizate. S-a măsurat 
densitatea optică la lungimile de undă 260 nm şi 320 nm. Temperatura s-a ridică treptat, cu 2oC la fiecare 10 
min., apoi s-a determinat densitatea optică la temperatura dată. Conform rezultatelor obţinute s-a alcătuit 
graficul efectului hipercromic.  

Procentajul CG a fost determinat după formula:  
G+C %=(Tm-69,3) · 2,44, 

unde 2,44 – unghiul de înclinare a curbei, care determină valoarea concretă a GC.  
Utilizând relaţia dată, s-a determinat compoziţia în nucleotide a soluţiei de ADN ce conţine de la 30 la 

70% GC [5]. 
Conform acestei metode, putem determina nivelul de heterogenitate a ADN-lui după componenţă, con-

form relaţiei:  
2σ = (Tm-30)·2,44 [18], 

unde 2σ – nivelul de heterogenitate a ADN-ului, Tm – intervalul de temperatură determinat după curba 
denaturării. 

Renaturarea ADN-ului. O alicotă de ADN (50µl) s-a dizolvat într-un ml de soluţie tampon fosfat de 
0,12M şi încălzită până la temperatura de 90oC timp de 10 min., brusc răcită până la temperatura de 60oC. 
Apoi a fost introdusă în coloana cu o „cămaşă termică” cu hidroxilapatită – Ca10(PO4)6(OH)2, care leagă 
ADN-ul bicatenar. La eluarea fracţiilor unice şi mediu repetitive a fost utilizată soluţia tampon fosfat de 
0,12M, fracţiile înalt repetitive au fost eluate cu soluţia tampon fosfat de 0,5M. Probele au fost colectate la 
un interval de 5 minute. S-a măsurat intensitatea de absorbire la λ = 260 nm şi la λ = 320 nm. În baza rezulta-
telor a fost construit graficul dependenţei concentraţiei ADN renaturat de timp [1].  

Rezultate şi discuţii 
Cercetarea procesului de denaturare şi renaturare a ADN-ului la spirulina cultivată în prezenţa compuşilor 

cromului(III) – [K2Cr2(SO4)4]·12H2O şi K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O, care au dus la o maximă acumulare 
a cromului în biomasă [3], prezintă interes în vederea elucidării apariţiei posibilelor modificări genetice. Un 
indice important în determinarea schimbării componenţei nucleotidice a ADN-ului prezintă temperatura de 
topire (Tm) – temperatură la care creşterea absorbţiei constituie o jumătate din creşterea maximă şi se distruge 
jumătate din structura spiralei, deci are loc denaturarea moleculei de ADN. 

Astfel, analizând temperatura de topire (Tm) a ADN-ului spirulinei cultivate pe mediul Gromov 16 şi pe 
mediul cu administrarea compuşilor menţionaţi mai sus, am observat o creştere liniară a valorilor tempera-
turii, direct proporţională cu conţinutul de perechi de baze GC (Fig.1).  
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Fig.1. Denaturarea termică a ADN-ului. 
1 –Tm pentru ADN (spirulina cultivată pe mediul stadard); 2 – Tm pentru ADN (spirulina cultivată în prezenţa 
[K2Cr2(SO4)4]·12H2O); 3 – Tm pentru ADN (spirulina cultivată în prezenţa K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O). 
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Nucleotidele de tipul CG sunt mai stabile datorită prezenţei celor trei legături de hidrogen între bazele 
azotate menţionate. Deci, cu cât conţinutul în GC este mai mare, cu atât structura ADN-ului este mai stabilă 
şi necesită o cantitate mai mare de energie pentru a despiraliza catenele complementare [18,21]. Datele pre-
zentate în Figura 1 demonstrează că spirulina cultivată pe diverse medii studiate posedă valori ale raportului 
C/Co (concentraţia ADN-ului denaturat/concentraţia ADN-ului nativ) ce diferă neesenţial – raport care re-
flectă ponderea moleculelor de ADN monocatenar în soluţie. Din profilul curbei se constată că evoluţia para-
metrului cercetat în funcţie de temperatură este similară pentru spirulina cultivată pe mediul Gromov 16 şi pe 
cele cu adaos de crom(III).  

Reieşind din datele prezentate în Figura 1 a fost calculată temperatura de topire (Tm), care variază 
nesemnificativ în dependenţă de compoziţia mediului de cultivare. Temperatura de denaturare a ADN-ului 
la spirulina cultivată pe mediul lipsit de crom este de 87oC, iar în prezenţa [K2Cr2(SO4)4]·12H2O şi a  
K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O ea constituie 87,1 şi 87,2oC, respectiv.  

Datele din Tabel confirmă faptul că genomul spirulinei nu suferă modificări în ceea ce priveşte conţinutul 
bazelor azotate, precum şi gradul de heterogenitate. Deci, putem concluziona că compuşii testaţi nu afectează 
procesul de sinteză a ADN-ului. 

Tabel 

Conţinutul de GC şi temperatura de topire a ADN-ului 

Tipul mediului de 
cultivare  Gromov 16  

Cu administrarea 
[K2Cr2(SO4)4]·12H2O 

(30mg/l) 

Cu administrarea 
K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O 

(30mg/l) 
Tm, (oC) 87,00±0,30 87,10±0,17 87,20±0,45 

Conţinutul, CG% 43,20±0,27 43,40±0,13 43,70±0,39 
Nivelul 

heterogenităţii (2σ) 139,10±0,56 139,30±0,78 139,60±0,80 

 
Cercetarea proceselor de denaturare şi renaturare a AND-ului la diverse genotipuri furnizează informaţii 

asupra diferenţelor compoziţiei bazelor azotate ale ADN-ului în genom. Dependenţa directă dintre mărimea 
genomului determinată după cinetica de reasociere a secvenţelor unice şi conţinutul de ADN în genomul 
haploid, determinat cu ajutorul metodei chimice, confirmă faptul că ADN-ul unical constă din secvenţe indi-
viduale, prezente în genom într-o singură copie [5]. Prezenţa secvenţei unice a AND-ului atestă că genomul 
de dimensiuni mai mari nu se formează prin multiplicarea numărului de exemplare de gene. Deosebirile în 
dimensiunile genomului se explică prin faptul că genomului cu un număr mai mare de perechi de nucleotide 
îi corespunde o varietate mare de secvenţe unice [18]. 

Viteza de reasociere a fracţiilor unice depinde de condiţiile experienţei. În condiţii dure (ex.: creşterea 
temperaturii, concentraţii înalte de săruri), secvenţele unice constituie o parte mai mare din genom decât în 
condiţii blânde. Acest fenomen poate fi rezultatul divergenţei evolutive a secvenţelor, eroarea recombinativă 
diminuează viteza renaturării, astfel încât reasocierea dintre secvenţele divergente se desfăşoară mai încet 
decât reasocierea catenelor combinate ale fiecărui exemplar [18]. 

În pofida faptului că Spirulina platensis este un organism procariot şi în arborele filogenetic ocupă o 
poziţie inferioară, în componenţa ADN-ului întâlnim prezenţa secvenţelor unice, mediu şi înalt repetitive 
(Fig.2).  

Conform datelor din literatură [6,12], spirulina este lipsită de capacitatea de sinteză a toxinelor. Noi ne-am 
propus să stabilim dacă în prezenţa cromului nu pot fi activate genele ce răspund de asamblarea componente-
lor ribozomale sintetizatoare de toxine. Cercetările au demonstrat că fracţiile unice sunt prezente indiferent 
de condiţiile de cultivare (Fig.2), deoarece reprezintă genele ce codifică proteine structurale şi sunt elemen-
tele primordiale pentru procesele fiziologice ale tuturor organismelor [18]. Secvenţele mediu repetitive, care 
în mare parte participă la biosinteza histonelor, sunt identificate în cantităţi reduse la spirulină. Este cunoscut 
că procariotele sunt lipsite de histone [5], însă prezenţa acestor secvenţe în cazul spirulinei ar putea fi 
argumentată prin faptul că cianobacteriile sunt unicele procariote la care întâlnim primordiile histonelor – 
„histone-like protein” [7,8].  
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Fig.2. Dinamica eluării fracţiilor reasociate de ADN la separare pe coloana de hidroxilapatită: 
1 – ADN-ul la spirulina cultivată pe mediul Gromov 16; 2 – ADN-ul la spirulina cultivată în prezenţa 
[K2Cr2(SO4)4]·12H2O; 3 – ADN-ul la spirulina cultivată în prezenţa K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O. 

 
În baza rezultatelor obţinute a fost atestat că valorile temperaturii de denaturare a ADN-ului la spirulina 

cultivată pe mediul lipsit de crom şi în prezenţa unuia din compuşii coordinativi [K2Cr2(SO4)4]·12H2O sau 
K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O nu diferă semnificativ, ceea ce confirmă faptul că genomul spirulinei nu 
suferă modificări în ceea ce priveşte conţinutul bazelor azotate, precum şi gradul de heterogenitate.  

Rezultatele cercetărilor efectuate asupra procesului de modificare a proprietăţilor ADN-ului la cianobac-
teria Spirulina platensis cultivată în prezenţa unor compuşi coordinativi ai Cr(III) demonstrează că aceşti 
compuşi nu influenţează negativ procesul de replicare a ADN-lui, nu afectează complexitatea genetică, ne-
modificând componenţa standardă a secvenţelor unice, mediu şi înalt repetitive.  

Concluzii 
1. S-a constatat că valorile temperaturii de denaturare a ADN-ului la spirulina cultivată în prezenţa unuia 

din compuşii coordinativi [K2Cr2(SO4)4]·12H2O sau K2[Cr(NTA)(C2O4)(H2O)]·2H2O nu diferă semnificativ 
de valoarea determinată pentru ADN-ul izolat din spirulina cultivată în condiţii standard, ceea ce demon-
strează că nu este afectat genomul spirulinei. 

2. S-a stabilit că la cromatografia pe coloana de hidroxilapatită timpul de eluţie a fragmentelor reasociate 
unice, mediu şi înalt repetitive de ADN, obţinut din biomasa de spirulină cultivată în prezenţa compuşilor 
coordinativi ai Cr (III) nu diferă de cel obţinut din biomasa de spirulină standard, ceea ce demonstrează că 
aceşti compuşi nu influenţează negativ procesul de replicare a ADN. 
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