
STUD I A  UN IVERS I TAT I S  

Revist= [tiin\ific= a Universit=\ii de Stat din Moldova, 2010, nr.6(36) 
 

 14

MODIFICAREA CONŢINUTULUI  DE  PROTEINE  ŞI  PEPTIDE  ÎN  BIOMASA 

CIANOBACTERIEI SPIRULINA PLATENSIS LA CULTIVARE ÎN PREZENŢA  

UNOR  COMPUŞI  COORDINATIVI  NOI  AI  CU(II) 

Ludmila BATÎR 

Institutul de Microbiologie şi Biotehnologie al AŞM 
 
The modification of protein and peptide contents in spirulina biomass at the cultivation in the presence of new 

coordination compounds of Cu(II) has been determined. The protein and peptide contents obtained from the spirulina 
biomass cultivated in the presence of coordination compounds of Cu(II) is modified significantly from the control and 
depends on the concentration and the nature of ligand of the compounds. The maximum content of peptides 12,33% 
ADB (absolutely dry biomass) was obtained by the administration of the coordinative compound 7. 

 
 
Introducere 
Cianobacteriile reprezintă unele dintre cele mai arhaice grupuri de organisme de pe Pământ, iar pe par-

cursul evoluţiei şi-au creat sisteme variate de utilizare a surselor energetice, contribuind considerabil la apor-
tul oxigenului în atmosferă, devenind o parte componentă esenţială a lanţului trofic, fiind în prezent utilizate 
pe larg în cercetările legate de elucidarea mecanismelor de fotosinteză, fixare a azotului molecular etc. [1,2]. 

Dat fiind faptul că au fost puţin studiate, cianobacteriile oferă posibilităţi vaste pentru cercetare. Acest 
grup de procariote a devenit un obiect de studiu important al microbiologiei şi ficobiotehnologiei, datorită 
compoziţiei biochimice valoroase, metabolismului intens, vitezei mari de creştere, productivităţii sporite, 
posibilităţii de dirijare a procesului de cultivare. 

Cianobacteriile servesc drept surse netradiţionale de materie primă pentru industria alimentară, farmaceu-
tică, zootehnie şi fitotehnie, cosmetică şi parfumerie, datorită conţinutului de proteină, aminoacizi, lipide, 
acizi graşi polinesaturaţi, vitamine, enzime, carotenoizi, clorofilă, ficobiliproteine, polizaharide, substanţe de 
natură hormonală, antibiotice şi altor substanţe cu acţiune biologică pronunţată. 

Una dintre speciile de cianobacterii care se află în atenţia multor specialişti este Spirulina platensis [2,3,4]. 
Spirulina reprezintă o cianobacterie pluricelulară filamentoasă, având mai multe forme spiralate. Dacă iniţial 
aceasta a fost catalogată de sistematicieni drept o algă albastră, în urmă cu câţiva ani s-a descoperit după vizua-
lizări microelectronice că celula de spirulină nu are nucleu şi a fost clasificată drept cianobacterie [2,8,9,10,11]. 

Spirulina platensis preferă bazinele cu apă alcalină din zonele tropicale şi subtropicale din Africa şi 
America Latină. S-a constatat că după valoarea componenţilor chimici spirulina depăşeşte toate speciile de 
plante studiate. Biomasa cianobacteriei conţine în structura sa peste 100 de substanţe biologic active impor-
tante, până la 70% proteine de cea mai înaltă calitate cu aminoacizi esenţiali, acizi graşi polinesaturaţi o va-
rietate bogată de vitamine (vitamine din complexul B, vitamina A şi β-caroten) şi minerale, graţie cărui fapt 
este cu succes utilizată în industria farmaceutică şi alimentară [2,3,4,9,12,13,14]. 

Atât spirulina, cât şi produsele obţinute din biomasa acestei cianobacterii s-au dovedit a fi deosebit de 
valoroase pentru menţinerea unui regim alimentar echilibrat nu numai în macro-,  dar şi în micronutrienţi, 
restabilind şi normalizând funcţiile fiziologice celulare. Ea are o gamă largă de efecte pozitive asupra orga-
nismului, cum ar fi: compensarea deficitului de vitamine şi minerale, restabilirea şi normalizarea metabolis-
mului ficatului, are efecte antitoxice, contribuie la eliminarea toxinelor, radionuclizilor şi deşeurilor. Duce la 
creşterea rezistenţei nespecifice a organismului şi stimulează sistemul imunitar, reduce zahărul şi colesterolul 
din sânge şi serveşte ca mijloc de prevenire a arterosclerozei, bolilor coronariene şi a diabetului zaharat, pre-
vine acumularea excesului de greutate [2,3,4,7,13]. 

Cercetările efectuate în ultimii ani au demonstrat că reglarea conţinutului de substanţe bioactive în bioma-
sa diverselor cianobacterii şi microalge poate fi dirijată prin utilizarea unor agenţi de natură fizică şi chimică. 
Dintre compuşii chimici, compuşii coordinativi ai metalelor constituie un capitol aparte în reglarea creşterii 
şi dezvoltării microorganismelor, precum şi în stimularea proceselor biosintetice [5,6,15,16,17]. 

Sinteza principiilor bioactive poate fi prognozată spre obţinerea conţinutului maxim prin dirijarea unor căi 
metabolice aparte, modificând componenţa mediului nutritiv, parametrii cultivării: intensitatea luminii, durata 
cultivării, temperatura şi pH-ul mediului sau utilizând unii compuşi coordinativi [3,4,7,18]. 
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Multiplele cercetări efectuate în ultimul deceniu au demonstrat posibilitatea utilizării unor compuşi coor-
dinativi ai Zn(II), Co(II), Fe(II), Fe(III), Mn(II) la cultivarea unor tulpini de microorganisme (ciuperci, bac-
terii, drojdii). Ca rezultat, au fost obţinute cantităţi sporite de diverse principii bioactive (acizi graşi poline-
saturaţi, enzime hidrolitice şi lipolitice, cianocobalamină, porfirine, antibiotice etc.) şi elaborate procedee şi 
modele noi de producere a biomasei de microorganisme cu un conţinut sporit de principii bioactive [12,20, 
21,22,23,24]. 

Deficienţa bioelementelor (Zn, Fe, I, Cr, Se) este una dintre cele mai răspândite cauze ale instalării unor 
afecţiuni grave, ca: osteoporoza, anemia fierodeficitară, maladii imunodeficitare, diabetul zaharat, cancerul etc. 
Pentru rezolvarea problemei date este important a se ţine cont nu doar de asigurarea raţiei zilnice cu micro-
elemente, dar şi de forma în care acestea survin în organism. S-a constat că elementele legate cu compuşi 
organici nu manifestă toxicitate şi se asimilează mai uşor, spre deosebire de sărurile lor anorganice. Din acest 
punct de vedere, prezintă interes perspectiva utilizării materialului biologic în calitate de biotransformator şi 
sursă de acumulare a mineralelor necesare homeostaziei organismului uman [2,3,4,7,13,14,25,26,27]. 

Introducerea prin alimentaţie a unor produse ce conţin bioelemente metabolizate în complex cu alte sub-
stanţe bioactive va permite menţinerea unui echilibru între acestea şi radicalii liberi cu caracter prooxidant 
care se formează fiziologic nespecific sau accelerat în multe boli.  

Este cunoscut că bioelementele, precum Zn, Cu, Cr, Fe, influenţează asupra stabilităţii membranelor 
celulare, asupra sintezei acizilor nucleici, precum şi asupra stabilizării dublului helix al ADN-ului, ţinând sub 
control formarea legăturilor de hidrogen [3,4,7,31]. 

Metalele au un rol important în metabolismul celular, activând în calitate de co-factori redox în diferite 
enzime implicate în multiple căi metabolice. În special, fierul şi cuprul participă la căile esenţiale metabolice, 
şi anume – la fotosinteză şi respiraţie. Astfel, importanţa homeostaziei metalelor în menţinerea biodisponibili-
tăţii intracelulare a ionilor metalelor esenţiale este evidentă. Funcţionarea normală a fotosintezei se datorează 
atât multiplelor complexe membranare, cât şi proteinelor solubile care conţin în calitate de co-factori ioni de 
fier sau cupru [32,33,34,35]. 

Studiul rolului biologic al cuprului prezintă interes atât din punct de vedere structural, cât şi funcţional, 
deoarece acest element intră în componenţa unor enzime ca citocromooxidaza, uricaza, aldolaza, catalaza, 
succidehidrogenaza, superoxiddismutaza, ceruloplasmina, dopamina B-hidroxilaza, lysyloxidaza, tirozinaza 
şi monoaminoxidaza, ce influenţează procesele de oxidoreducere celulare, intensificând acţiunea lor şi con-
diţionând procesele bioenergetice şi fenomenele de sinteză la nivel celular [32,34]. El intervine în metabo-
lismul glucidic, stimulează sinteza vitaminelor din complexele B şi A atunci când se află în raport optim cu 
fierul, îmbunătăţeşte fertilitatea şi stimulează creşterea, inactivează toxinele, distrugând agenţii patogeni şi 
nepatogeni, având rol bactericid şi miocid [35,36]. 

În cantităţi înalte cuprul, de rând cu zincul şi fierul, este toxic, toxicitatea lui fiind influenţată de astfel de 
factori cum ar fi pH-ul, potenţialul redox, temperatura, umiditatea şi interacţiunea cu alţi ioni [2,37]. 

Rezultatele cercetărilor descrise în literatura de specialitate privind influenţa unor compuşi ai cuprului 
asupra creşterii şi dezvoltării cianobacteriilor şi microalgelor au scos în evidenţă faptul că, drept răspuns la 
stresul provocat de prezenţa în mediul de cultivare a unor concentraţii înalte de cupru, cianobacteriile şi 
microalgele dezvoltă diferite mecanisme de protecţie celulară, unele specii din ele manifestând toleranţă 
înaltă faţă de cupru [38,39,40,41]. 

Astfel, la expunerea culturii de Scenedesmus sp. timp de 48 ore la concentraţii de la 2,5-10µM de cupru s-a 
constatat o diminuare a creşterii şi dezvoltării culturii, valorile productivităţii fiind direct proporţionale cu 
concentraţia utilizată. Odată cu diminuarea creşterii şi dezvoltării s-a semnalat o diminuare a activităţii foto-
sintetice şi a respiraţiei. De asemenea, s-a observat o scădere a conţinutului de proteine, carbohidraţi şi pig-
menţi fotosintetici, fapt datorat proprietăţilor toxice manifestate de către cupru [40]. 

Alte cercetări întreprinse au fost axate pe studierea toxicităţii cuprului la diatomeea Thalassiosira weiss-
flogii în a cărei biomasă s-a obţinut un conţinut mai înalt de tiol şi cisteină cu implicare posibilă a lor în me-
canismele de detoxificare. Iar la expunerea timp de 96 ore a microalgei Tetraselmis Chuii unor concentraţii 
de 0,10-20,00 mg/l de cupru s-a observat o diminuare a creşterii şi dezvoltării culturii, mai intens exprimată 
în primele 24 ore de cultivare [41].  

La prezenţa în mediul de cultivare a microalgei Chlamydomonas reinhardtii a unor concentraţii excesive 
de cupru s-a accelerat sinteza intracelulară a α-tocoferolului implicat în protecţia membranelor celulare, tot-
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odată fiind semnalată o creştere a conţinutului de superoxiddismutază şi ciclin-dependent proteinkinază [39]. 
Creşterea peroxidării lipidice, a conţinutului de carotenoizi şi a activităţii superoxiddismutazei a fost semna-
lată în cazul cultivării microalgei Chlorella vulgaris în prezenţa unei concentraţii de 3,00 µg mL(-1) de cupru, 
fiind accelerată sinteza catalazei, ascorbatperoxidazei şi a glutationreductazei, înregistrându-se un conţinut 
mai sporit cu 35% de prolină [38,40,42]. 

Administrarea unor concentraţii de 1 mg/l de sulfat sau clorură de cupru în mediul de cultivare al algei 
Scenedesmus obliquus a dus la diminuarea semnificativă a productivităţii, precum şi a conţinutului de proteine, 
semnalându-se distrugeri ale legăturilor peptidice ale proteinelor histonice [40]. 

Alte cercetări întreprinse au demonstrat că la cultivarea algelor verzi Pseudokirchneriella subcapitata şi 
Chlorella vulgaris prezenţa în mediul de cultivare a unor concentraţii înalte de Cu(II) a provocat un stres 
oxidativ, urmat de diminuarea productivităţii şi de micşorarea cu 12% a activităţii fotosintetice [41]. 

La alga cianofită E. compressa a fost identificat că, odată cu creşterea concentraţiei de cupru în mediul de 
cultivare, are loc o creştere a activităţii ascorbatperoxidazei asociată cu o sporire a conţinutului de glutation [43]. 

Investigaţiile întreprinse pe cianobacteria Spirulina platensis au demonstrat că la expunerea culturii unor 
concentraţii de 0,05-0,2 mg/l de Cu(II) se modifică conţinutul intracelular de prolină, malonildialdehidă şi 
superoxiddismutază ca urmare a stresului oxidativ provocat de prezenţa în mediul de cultivare a unor con-
centraţii sporite de cupru, fiind astfel activate mecanismele de protecţie celulară. 

Având în vedere rolul dublu al cuprului ca element esenţial, dar, totodată, şi toxic, microorganismele, 
inclusiv cianobacteria Spirulina platensis, dispun de mecanisme delicate de menţinere a cuprului intracelular 
la un nivel ce nu interferează cu homeostazia normală şi nu prezintă un risc de toxicitate [31]. 

Astfel, scopul cercetărilor a fost studierea modificării conţinutului de proteine şi peptide în biomasa ciano-
bacteriei Spirulina platensis la cultivare în prezenţa unor compuşi coordinativi noi ai Cu(II). 

Material şi metode 
Obiectul cercetărilor a fost tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 – sursă de substanţe 

bioactive, depozitată în Colecţia Naţională de Microorganisme Nepatogene de pe lângă Institutul de Micro-
biologie şi Biotehnologie al AŞM. Cultura de Spirulina platensis CNM-CB-02 a fost cultivată pe mediul 
lichid SP-1 cu o componenţă echilibrată de macro- şi microelemente [10]. În calitate de stimulatori în vede-
rea modificării dirijate a conţinutului de proteine şi peptide în biomasa de spirulină au fost utilizaţi compuşii 
coordinativi ai cuprului administraţi în concentraţii de 2, 4 şi 6 mg/l (a se vedea Tabelul). 
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Cultivarea spirulinei a avut loc în retorte Erlenmeyer a câte 250 ml cu 100 ml suspensie de spirulină la o 
temperatură de 30-32ºC şi iluminarea de 2000-3000 lucşi pe parcursul a 7 zile de cultivare. 

Compuşii coordinativi au fost sintetizaţi de către colaboratorii Laboratorului „Chimia Coordinativă” al 
USM şi oferiţi cu amabilitate de membrul corespondent al AŞM, profesorul universitar Aurelian Gulea. 

Conţinutul de proteine a fost determinat prin metoda Lowry [44]. 
Determinarea cantităţii de oligopeptide (până la 10 kDa) a fost precedată de extracţia lor în acid triclor-

acetic (ATA) [44]. 
Rezultate şi discuţii 
Conform datelor din literatură, conţinutul de proteine din biomasa de spirulină este strict determinat de 

parametrii fizico-chimici de cultivare, precum şi de starea fiziologică a culturii. O cantitate sporită de proteină 
este înregistrată în faza de creştere a culturii, iar odată cu îmbătrânirea ei calitatea şi cantitatea proteinei 
scade [3,14]. 

Prezintă interes cercetările consacrate evaluării şi stabilirii unor schimbări calitative şi cantitative ale pro-
teinelor în biomasa de spirulină, obţinută la cultivare în prezenţa unor concentraţii înalte ale cuprului. Acestea 
sunt importante în vederea furnizării de noi date asupra sintezei unor componente proteice noi, ca reacţie de 
răspuns la stresul provocat de acţiunea cuprului în concentraţii majorate. 

Mecanismele de reglare a sintezei proteinelor sunt determinate de diverşi factori, inclusiv de adaptabilita-
tea înaltă a cianobacteriilor la modificările componenţei chimice a mediilor de cultivare. Un aspect important 
în fiziologia spirulinei constituie capacitatea acestei cianobacterii de a se adapta la condiţiile variabile ale 
mediului ambiant. Astfel, în cazul unei concentraţii sporite de microelemente, spirulina poate încorpora 
aceste metale intracelular, formând complexe metaloorganice şi intervenind în modificarea componenţei 
biochimice [3,4,7]. 

La cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis în prezenţa unor compuşi coordinativi noi ai Cu(II) s-a 
demonstrat că atât sinteza proteinelor, cât şi a peptidelor este inhibată în prezenţa unor concentraţii înalte de 
cupru (Fig.1). 
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Fig.1. Conţinutul de proteine şi peptide în biomasa de spirulină la cultivare  
în prezenţa unor compuşi coordinativi ai Cu(II). 

 
Astfel, la administrarea compuşilor coordinativi ai Cu(II) la mediul nutritiv în concentraţie de 2, 4 şi 6 mg/l 

conţinutul de proteine scade concomitent cu majorarea concentraţiei compusului. 
La administrarea concentraţiei de 2 mg/l conţinutul proteinelor se menţine practic la nivelul probei de 

referinţă sau îl depăşesc neesenţial cu 18% la administrarea compusului 8. Odată cu majorarea concentraţiei 
de compuşi până la 6 mg/l are loc diminuarea conţinutului de proteine din biomasa cianobacteriei Spirulina 
platensis, conţinutul lor fiind cu 28% mai mic decât în proba de referinţă. Scăderea conţinutului de proteine în 
biomasă are loc, posibil, ca răspuns la stresul provocat de prezenţa în mediu a unor concentraţii sporite de cupru. 
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Cercetările privind conţinutul de peptide de asemenea denotă că conţinutul lor în biomasă scade odată cu 
majorarea concentraţiei compusului administrat. Un conţinut maxim de peptide se obţine la administrarea 
compusului 7 în toate trei concentraţii studiate. Astfel, la administrarea concentraţiei de 2 mg/l conţinutul 
peptidelor în biomasă este cu 59% mai majorat faţă de proba martor, iar la administrarea a 6 mg/l de compus 
coordinativ conţinutul de peptide este cu 37% mai mare. O inhibare a sintezei oligopeptidelor în biomasa de 
spirulină se observă în cazul cultivării spirulinei în prezenţa compusului coordinativ 3 în concentraţie de  
2-6 mg/l, unde conţinutul de peptide atinge valori cantitative cu 16-25% sub nivelul probei de referinţă. 
Aceste rezultate ar putea fi influenţate nu numai de atomul de Cu(II), dar şi de natura ligandului care conţine 
în interiorul său grupa NO2. 

Astfel, analizând rezultatele obţinute, putem concluziona următoarele:  
1. Compuşii coordinativi noi ai Cu(II) utilizaţi în studiu manifestă un efect moderat asupra sintezei protei-

nelor, iar conţinutul acumulat depinde de natura compusului şi de concentraţia administrată. 
2. Toţi compuşii coordinativi testaţi, administraţi în concentraţie de 2 mg/l, sporesc neesenţial sinteza pro-

teinelor, cele mai înalte valori fiind cu 18% mai mari faţă de proba de referinţă, iar odată cu creşterea con-
centraţiei conţinutul de proteine scade cu 28% sub limita probei martor. 

3. Un conţinut maxim de peptide în biomasă se obţine la cultivarea spirulinei în prezenţa compusului coor-
dinativ 7, care conţine în interiorul ligandului Br şi în concentraţie de 2 mg/l sporeşte sinteza oligopeptidelor 
cu 59%, iar în concentraţie de 6 mg/l – cu 37%. 
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