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În acest articol este prezentată o imagine de ansamblu asupra metodelor de extragere, izolare, detectare a metaboliţi-
lor bioactivi secundari produşi de cianobacterii, inclusiv microcistine, anatoxine, lipopolizaharide. În acest context, se 
face referire la studiile mai recente ce abordează proprietăţile citotoxice, anticancer, antimicrobiene, antibacteriene ale 
unor metaboliţi secundari produşi de cianobacterii. 
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METHODS OF SEPARATION BIOACTIVE SECONDARY METABOLITES FROM CYANOBACTERIA 

      BIOMASS AND THEIR THERAPEUTIC AND TOXIC PROPERTIES  
This article provides an overview of the methods of extraction, isolation, detection of bioactive secondary metabolites pro-

duced by cyanobacteria, including microcystins, anatoxins, lipopolysaccharide, as well as recent studies connected to the pro-
perties of cytotoxic, anticancer, antimicrobial, antibacterial of secondary metabolites produced by some cyanobacteria. 
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Introducere 
La momentul actual, cianobacteriile reprezintă unul dintre cele mai promiţătoare grupuri de organisme foto-

sintetizante pentru a fi explorate în calitate de surse potenţiale de noi compuşi bioactivi [4,12,19,24,29,46]. Scree-
ningul cianobacteriiilor pentru identificarea suşelor producătoare de antibiotice şi de alţi compuşi farmacologic 
activi prezintă un interes sporit, făcând posibilă aplicarea lor în calitate de surse de noi remedii curative naturale. 
Metaboliţii secundari produşi de cianobacterii demonstrează un şir de activităţi biologice interesante, şi anume: 
antimicrobiană, anticancer, antivirală, imunosupresantă, insecticidă, antiinflamatorie, precum şi de inhibare a acti-
vităţii proteinazelor, devenind în prezent obiective de cercetare biomedicală [1,9,11-13,16,17,19,28,44,51,52,68,71,78].  

Dat fiind faptul că majoritatea metaboliţilor secundari pot manifesta toxicitate [4,14], în special microcisti-
nele [48], devine necesară elaborarea unor strategii de izolare şi purificare cât mai eficiente, precum şi înlătura-
rea completă a lor din biomasa celulară în vederea extragerii şi a altor principii bioactive cu efecte sanogene. 

Metode de extragere şi separare a metaboliţilor secundari 
Izolarea eficientă a metaboliţilor secundari intracelulari din celulele cianobacteriene este imposibilă fără 

distrugerea structurii trainice a peretelui celular. Majoritatea procedurilor utilizează în acest scop congelarea–
uscarea sau congelarea-decongelarea. Extragerea lor s-a dovedit a fi mai eficientă la distrugerea suplimentară a 
celulelor prin tratarea cu ultrasunet. Majoritatea cianotoxinelor pot fi extrase cu metanol apos (acidulat) [11].  
S-a constatat că liofilizarea, urmată de extracţia cu metanol de 75%, a fost cea mai eficientă metodă pentru 
extragerea toxinelor din celulele de Microcystis aeruginosa. Un alt pas important înainte de analiza lor este 
îndepărtarea impurităţilor şi concentrarea probei de analiză. În aceste scopuri se utilizează extracţia în fază so-
lidă cu utilizarea cartuşului de C18 Sep-Pak [43]. Pentru distrugerea pereţilor celulari aceşti autori am utilizat 
metodele: sonicare cu ultrasunet, congelare-decongelare repetată, liofilizare, agitare intensă cu mărgele de stic-
lă, precum şi adăugarea detergentului Triton X-100 (1%). Un conţinut mai înalt de microcistină extrasă din ce-
lule a fost obţinut în cazul biomasei supuse liofilizării, utilizând ca solvenţi H2O sau metanolul de 75%, precum 
şi lizarea celulelor cu utilizarea mărgelelor de sticlă cu diametrul de 0,1 sau 0,5 mm la agitare intensă. 

Pentru extragerea microcistinelor din biomasa cianobacteriilor Cylindrospermopsis raciborskii, Microcys-
tis aeruginosa, Microcystis flos-aquae şi Anabaenopsis elenkinii au fost utilizaţi diverşi solvenţi: soluţie 
apoasă de 5% acid acetic ce conţinea 0,1% acid trifluoroacetic, metanol de 70-75% sau apă/metanol/butanol 
(75/20/5% v.v.) [35,41]. 

Pentru anatoxina–a şi anatoxina-a(S) a mai fost aplicată şi extracţia apoasă, iar izolarea anatoxinei-a din 
biomasa cianobacteriei Aphanizomenon issatschenkoi a fost efectuată prin extragere la presiune înaltă şi tra-
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tare termică de scurtă durată (1-5 min.). Extractele au fost colectate în amestecul de solvenţi de acetonă şi he-
xan, fiind ulterior acidulate cu 50 pl de acid formic (pH~3). Extractul a fost apoi evaporat şi resuspendat în 1 ml 
de 50% metanol în apă [25]. Extragerea lichidă sub presiune înaltă pentru eliberarea metaboliţilor secundari 
intracelulari  a fost utilizată şi de alţi autori.  

Pentru purificarea apei de ploaie dintr-un rezervor de apă cu conţinut de toxine produse de cianobacterii şi 
pentru înlăturarea microcistinelor şi endotoxinelor au fost utilizate trei filtre cu nisip BioSand, unde în calita-
te de filtre au fost preparate trei coloane mari cu nisip. Prima coloană încărcată doar cu nisip avea dimensiunile 
de 35x46 cm (BSF1), a doua era constituită din 2 straturi de nisip, separate la mijloc printr-un strat de 5 cm de 
cărbune, amplasat într-un sac din textile, pentru a evita plutirea cărbunelui (BSE2). A treia coloană (BSF3) 
era constituită de asemenea din 2 straturi de nisip, separate unul de altul printr-un strat din mijloc de 5 cm de 
granule de cărbune activ [10]. Toate 3 filtre s-au dovedit a fi eficiente pentru înlăturarea microcistinelor din 
apa de ploaie, iar pentru lipopolizaharide, aşa-numitele endotoxine, filtrul BSF3, cu conţinut de nisip şi gra-
nule de cărbune activ, a demonstrat o rată înaltă de înlăturare a lor, comparativ cu celelalte 2 filtre, ceea ce s-ar 
putea datora adsorbţiei lor mai înalte pe cărbunele activ. 

Un alt grup de metaboliţi secundari sunt lipopolizaharidele. Ele pot fi separate prin extracţie din tulpini 
brute de cianobacterii cu acid tricloroacetic (ATA), fenol [74], sau fenol-cloroform-eter petroleic sau alte 
metode [43]. Lipopolizaharidele extrase cu ATA sunt structural similare cu cele extrase cu fenol, fiind simi-
lare la analiza electroforetică [23] şi după endotoxicitate. Diferenţele principale rezidă în cantităţile de acizi 
nucleici şi proteine, contaminanţi rămaşi după extracţie. La purificarea ulterioară prin cromatografia de gel-
filtrare se elimină o mare parte din proteinele prezente în extractul fenolic de LPS, dar are ca rezultat un pre-
parat ce conţine 10-20% acizi nucleici. Purificarea în continuare prin cromatografie de schimb ionic dă un 
produs de lipopolizaharide care conţine <1% proteine şi <1% ARN [76]. Mai este cunoscută extragerea, pe 
cale rapidă şi simplă, a tipurilor dure de endotoxine cu izobutirat de amoniu [21].  

Unii cercetători [100], pentru extragerea lipopolizaharidelor şi separarea lor de proteine, propun utilizarea unei 
soluţii complexe, constituite din 200 mM Tris, pH 7.4; 300 mM NaCl; 5 mM EDTA; 5 ~ 10% isopropanol. Este 
pe larg utilizată şi metoda de separare a lipopolizaharidelor de proteine în sistemul micelar de două faze [2]. 

Pentru extragerea metaboliţilor intracelulari din cianobacteriile Westullopsis sp.VN şi Lyngbya majuscula 
a fost utilizată macerarea biomasei cu nisip într-o piuliţă, apoi distrugerea pereţilor celulari cu ajutorul ultra-
sunetului, utilizând în calitate de extragent hexanul în raport de 5:50 (m/V). Extracţia a fost efectuată de 3 ori. 
Restul biomasei a fost tratat de 3 ori cu etilacetat, iar după separarea extractului cu etilacetat, din restul rămas 
s-a efectuat extracţia repetată cu metanol. Pentru evaluarea metaboliţilor intracelulari din biomasa de Scytonema 
ocellatum, Calotrix javanica şi Nostoc sp. de asemenea la prima etapă s-a efectuat extracţia cu hexan, după 
care  restul biomasei a fost tratat cu metanol, iar după separarea extractului metanolic din restul rămas s-a 
efectuat extracţia cu H2O. Extractele obţinute cu diverşi solvenţi erau supuse evaporării în vid şi analizate 
prin cromatografia pe coloana cu sefadex LH 20 sau cromatografia cu faze inverse (RP) pe C18 şi  cromato-
grafia cu faze inverse HPLC Synergi Polar RP80A [42].  

Pentru extragerea exometaboliţilor, soluţia obţinută după concentrarea lichidului cultural, rezultat după 
separarea celulelor cianobacteriene de Anabaena sp. sau alte specii, a fost tratată cu un volum egal de etilacetat. 
După înlăturarea solventului probele obţinute erau analizate prin aceleaşi metode cromatografice, descrise 
mai sus. În majoritatea cazurilor, un conţinut mai înalt de metaboliţi intracelulari a fost evaluat în fracţia 
metanolică, urmat de fracţia apoasă, iar în fracţia hexanică şi în lichidul cultural a fost depistat un conţinut 
mai scăzut de metaboliţi [42]. 

Extractele metanolice obţinute din biomasa cianobacteriilor, menţionate mai sus, au demonstrat o activita-
te antimicrobiană moderată contra bacteriilor gram-pozitive, iar metaboliţii obţinuţi prin extragere cu etilace-
tat din lichidul cultural al tulpinilor Westiellopsis  sp.VN  şi Anabaena sp. au manifestat o activitate inhibitoa-
re foarte puternică faţă de Escherichia coli [42]. 

Patru metode diferite de extracţie au fost utilizate de unii cercetători pentru evaluarea  toxicităţii şi profilului 
de toxine produse de cianobacteria Lyngbya wollei, separată dintr-o probă de sol. Aceste proceduri de extracţie 
au fost: (1) extragerea cu 50 mM acid acetic şi distrugerea celulelor prin sonicare, timp de 5 minute; (2) extra-
gerea cu 0,1 M HCl din biomasa celulară, supusă sonicării şi fierberii timp de 5 minute; (3,4) extracţia cu etanol 
de 80%,  în decurs de  o noapte  la 4oC, pH 3,5, şi extracţia cu metanol de 25%  în  aceleaşi condiţii. 

Pentru extragerea alcaloizilor din Westiellopsis sp. şi Fischerella muscicola la temperatura camerei a fost 
utilizat solventul mixt CH2Cl2/MeOH (1:1 v/v) [37]. 
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Pentru izolarea exometaboliţilor din lichidul cultural al cianobacteriei Nostoc insulare a fost utilizată ad-
sorbţia pe coloana de Amberlit XAD 1180, apoi eluţia cu methanol.  

Aşadar, metodele de extragere a metaboliţilor secundari din biomasa cianobacteriillor, utilizate de diverşi 
cercetători, sunt variate şi depind de tipul şi componenţa chimică a metaboliţilor extraşi. Totodată, pentru ex-
tragerea completă a metaboliţilor intracelulari este necesară distrugerea pereţilor celulari prin una dintre me-
todele cunoscute sau prin combinarea lor: congelarea şi decongelarea repetată (de circa 3 ori), tratarea cu ul-
trasunet, distrugerea mecanică a pereţilor celulari prin titrare cu ajutorul nisipului sau a mărgelelor de sticlă, 
precum şi tratarea termică.  

Pentru extragerea metaboliţilor secundari se aplică diverşi solvenţi: soluţie apoasă de 5% acid acetic ce 
conţine 0,1% acid trifluoroacetic, metanol de 70-75% sau apă/metanol/butanol (75/20/5% v.v.) – pentru ex-
tragerea microcistinelor, extracţia apoasă – pentru anatoxina–a şi anatoxina-a(S), precum şi extragerea lichi-
dă la presiune înaltă [8].  

Izolarea exometaboliţilor din lichidul cultural este precedată de concentrarea acestuia. Extragerea exometa-
boliţilor toxici din lichidul cultural, rezultat după separarea celulelor de cianobacterii, se efectuează cu etilacetat 
sau prin metoda de extracţie solidă pe cartridje de C18 Sep-Pak, pe cărbune activ sau răşini de tipul Amberlit.  

Un şir de metode au fost dezvoltate pentru îndepărtarea endotoxinelor (lipopolizaharide - LPS). Totuşi, 
aceste metode au unele limite în aplicare. Astfel, pentru a dezvolta o metodă de îndepărtare a endotoxinelor, 
este necesar de a lua în considerare interacţiunea dintre proteine şi endotoxine [75]. În condiţii fiziologice, 
LPS poartă de obicei sarcina negativă pentru interacţiunea electrostatică cu proteinele şi alţi biopolimeri. În 
acelaşi timp, fragmentul lipidic al LPS are, de asemenea, şi interacţiuni hidrofobe cu proteinele. O strategie 
alternativă pentru îndepărtarea endotoxinei ar trebui să fie menţinerea sarcinii sumare a proteinelor, de ase-
menea negativă. Prin urmare, ar trebui să avem proteine la valori ale pH-ului mai mari de punctul izoelectric 
(PI), în cazul în care punctul  izoelectric nu are valori prea înalte. În acest scop ar putea fi utilizat tamponul 
Tris, ca mediu pentru îndepărtarea endotoxinelor. Datorită structurii sale unice, gruparea amină primară la 
Tris (pKa 8.1) va fi protonată sub pH-ul 7,4. Ionul de amoniu fiind încărcat pozitiv, endotoxinele s-ar lega 
competitiv cu Tris- tamponul şi nu cu proteinele. Mai poate fi utilizată şi extragerea endotoxinelor cu izobu-
tirat de amoniu. Ar putea fi utilizată şi clorura de sodiu în concentraţii mai înalte, ce ar contribui la slăbirea 
legăturii lipolizaharidelor cu proteina şi extragerea lor. Ca solvent organic ar putea fi utilizat izopropanolul, 
care poate forma interacţiuni hidrofobe cu partea lipidică a LPS, asemenea detergenţilor. 

Aşadar, metodele de extragere şi izolare a metaboliţilor secundari sunt variate şi depind de natura chimică 
a compusului bioactiv, de localizarea lui intra- sau exocelulară, precum şi de interacţiunea cu alte substanţe 
prezente în extract. 

Metode de identificare a metaboliţilor secundari bioactivi 
Sunt cunoscute diverse metode de detectare a toxinelor din cianobacterii. Ele pot fi divizate în metode fi-

zico-chimice instrumentale şi metode biologice [8,32,41,53,60,67,70]. Selectarea metodei chimice pentru de-
tectarea cianotoxinelor depinde de structura chimică a compusului respectiv. Diverse abordări metodologice 
au fost dezvoltate pentru detectarea chimică şi cuantificarea cianotoxinelor. Cromatografia lichidă de perfor-
manţă înaltă (HPLC) şi cromatografia gasoasă (GC) sunt tehnicile cele mai frecvent utilizate. Aceste metode, 
cuplate cu spectrometria de masă (MS), sau modificarea acesteia (bombardarea cu atomi rapizi, FAB), şi/sau 
rezonanţa magnetică nucleară (RMN), pot servi ca  mijloace pentru identificarea metaboliţilor secundari.  

 Pentru analiza microcistinelor cel mai frecvent este utilizată metoda cromatografică cu fază inversă (RP-
HPLC). Pentru concentrarea şi purificarea toxinelor au fost dezvoltate şi coloane de imunoafinitate [40,70], 
care sunt de perspectivă, datorită nivelului înalt de specificitate pentru microcistine. Detectorii folosiţi pentru 
identificarea lor sunt de obicei detectorii UV sau UV fotodiod (PDA), potriviţi pentru spectrele de absorbţie 
tipice microcistinelor. Au fost publicate diverse variante ale RP-HPLC [32,41,53]. Fazele mobile compuse 
din diferite combinaţii de acetonitril cu alţi solvenţi sunt cele mai utilizate pe scară largă  [64,41]. Pe lângă 
detectarea în UV, au fost folosite cu succes şi  alte sisteme de detectare  combinate cu RP-HPLC în detecta-
rea şi determinarea structurii de noi cianotoxine [57]. Aceste tehnici se caracterizează printr-o sensibilitate 
înaltă şi detectare selectivă, care permite identificarea tipurilor de MC. Din cauza că HPLC necesită prezenţa 
unor toxine standard, ea nu permite şi evaluarea cantitativă a unor noi toxine. 

Pentru detectarea microcistinelor (MS) şi a altor metaboliţi secundari toxici au fost dezvoltate  şi metode 
biologice. Biotestul pe şoareci este cea mai simplă metodă. Acest test de screening oferă un indice global de 
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toxicitate a unei probe [22,32]. Cu toate acestea, datorită sensibilităţii scăzute şi fiabilităţii, precum şi din 
motive etice, acest test biologic este înlocuit cu alte metode de detectare. 

Profitând de capacitatea microcistinelor de a inhiba proteinfosfataza (PP), a fost dezvoltat un test de inhi-
bare enzimatică pentru detectarea lor. Acest test-kit pentru determinarea colorimetrică informează despre to-
xicitatea probei [72]. Cu toate acestea, proteinfosfataza, poate fi de asemenea inhibată de alţi compuşi, care 
pot manifesta o inhibare nespecifică.  

A fost descrisă şi metoda ELISA de detectare a MC. Această metodă se bazează pe anticorpi monoclonali 
(MAbs) sau policlonali (PABS) şi are avantajul de a fi foarte specifică. Cu toate acestea, deoarece anticorpii 
recunosc, de obicei, lanţul de ADDA, comun pentru toate microcistinele şi nodularinele (hepatotoxină penta-
ciclică), pot fi şi interpretări eronate, asociate cu reactivitatea încrucişată. În plus, deoarece recunoaşterea se 
bazează pe structură (nu pe toxicitate), imunotestul poate fi fals pozitiv din punct de vedere toxicologic.  
Astfel, testul ELISA nu poate fi cantitativ. Pentru obţinerea unor rezultate sigure privind structura şi toxicita-
tea microcistinelor a fost utilizată metoda combinată, bazată pe testul de inhibare a proteinfosfatazei şi pe 
testul ELISA [50]. 

Alte tehnici similare de separare, cum ar fi electroforeza capilară şi tehnici conexe, trebuie de asemenea luate 
în considerare pentru separarea şi cuantificarea hepatotoxinelelor peptidice. Acestea dispun de o sensibilitate 
mai înaltă, comparativ cu procedurile HPLC, dar nu sunt potrivite pentru monitorizarea permanentă a calităţii 
apei. Electroforeza capilară nu  poate fi considerată suficient de comodă pentru utilizare în laborator în analize 
de rutină. Importanţa metodei  de separare a microcistinelor prin electroforeză şi sensibilitatea detectării lor a 
crescut datorită utilizării derivaţilor fluorescenţi, folosind şi detectoare fluorescente cu laser [80]. 

Cromatografia în strat subţire (TLC) de asemenea poate fi utilizată pentru separarea microcistinelor. Cu 
ajutorul sistemelor corespunzătoare de detecţie pot fi înregistrate spectrele UV ale componentelor separate. 
După spectrele UV caracteristice microcistinelor, ele pot fi identificate într-un mod analogic cu  detecţia prin 
HPLC. Cu toate că este posibilă şi efectuarea unor analize cantitative, această metodă este mai puţin utilizată 
în ultimii ani, fiind substituită de tehnici mai performante. 

Aşadar, niciuna dintre metodele tradiţionale de detectare a toxinelor nu este ideală. Alegerea metodei de 
detectare depinde de scop şi, deoarece diverse metode oferă informaţii diferite şi complementare, combinaţia 
lor va oferi o analiză totală şi completă.  

Astfel, cercetările din ultimii ani au demonstrat că utilizarea unor metode eficiente de extragere, concen-
trare, separare şi detectare a toxinelor într-un proces integru poate asigura identificarea cianotoxinelor de di-
versă natură. Pentru concentrarea şi detectarea a nouă cianotoxine simultan, inclusiv a şase microcistine con-
generice, nodularina, anatoxina-a şi cilindrospermopsina, în apele dulci şi naturale cercetătorii chinezi au uti-
lizat extracţia în fază solidă (SPE), cromatografia lichidă (LC) şi spectrometria de masă (MS) [79]. O metodă 
de detectare sensibilă a cianotoxinelor neurotoxice a fost dezvoltată folosind, de asemenea, extracţia în fază so-
lidă (SPE) în combinaţie cu cromatografia lichidă de înaltă presiune cu detectare după fluorescenţă (HPLC / 
FD), complementată de cromatografia lichidă în tandem cu spectrometria de masă (LC / MS / MS) [3]. 

Alte toxine produse de cianobacterii sunt endotoxinele – aşa-numitele lipopolizaharide (LPS). Aceste to-
xine sunt constituenţi ai peretelui exterior al cianobacteriei heterotrofice şi ai bacteriilor gram-negative [36]. 
LPS produse de cianobacterii sunt mai puţin toxice decât cele produse de bacterii; cu toate acestea, ele pot fi 
responsabile de astfel de boli, cum ar fi gastroenterita. Prin urmare, pentru a exclude implicaţii ale influenţei to-
xice a LPS asupra organismului uman, este necesară efectuarea unor studii de izolare şi detectare a lor [14]. 

Lipopolizaharidele pot fi extrase din biomasa de cianobacterii, folosind metoda standard de „extracţie în 
apă caldă fenol”, modificată de Bernadova şi colab. [7]. Biomasa liofilizată se resuspendează în apă apiroge-
nă, la care se adaugă un volum egal de 90% fenol (în apă) şi se efectuează extragerea (la agitare) la 68°C, 
timp de 20 minute. Stratul apos se înlătură prin centrifugare (2500 g, timp de 30 min.) şi fenolul rămas se ex-
trage a doua oară cu apă. Fracţiunile apoase reunite se supun dializei faţă de apa distilată şi se liofilizează. 
Proba liofilizată este redizolvată în tampon 0,1 M Tris cu 25 mcg/ml/ RnaseA şi se supune incubării la 37°C 
timp de 16 ore. Un volum egal de fenol se adăugă la proba resuspendată şi după incubare (la temperatura ca-
merei timp de 4 min.), stratul apos este colectat prin centrifugare, apoi este dializat a doua oară şi liofilizat 
pentru a obţine LPS sub formă de pudră.  

Pentru LPS sunt cunoscute metode specifice de detectare. Una dintre acestea constă în determinarea activităţii 
toxice prin testul cromogenic al lizatului de Limulus amebocyte (LAL-test). Acesta este un test cantitativ pentru 
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endotoxinele bacteriilor gram-negative. O probă se amestecă cu LAL furnizat în test-Kit şi se incubează la 37°C 
(± 1°C) timp de 10 minute. O soluţie de substrat este apoi amestecată cu eşantionul de LAL şi se incubează la 
37°C (± 1°C) timp de încă 6 minute. Reacţia este stopată cu un reagent de stopare (25% v/v acetic acid glacial în 
apă; sau soluţie de dodecilsulfat de sodiu (SDS), 10g/100 ml de apă). Dacă endotoxina este prezentă în probă, 
apare o culoare galbenă. Absorbanţa probei poate fi determinată spectrofotometric la 405-410 nm.  Concentraţia 
de emdotoxine poate fi calculată dintr-o curbă standard conform certificatului de analiză [76].  

Pentru detectarea sensibilă a lipopolizaharidelor bacteriene la nivel de nanograme în gel de poliacrilamidă 
sunt folosite diverse metode de colorare cu argint, care sunt bazate pe soluţii amoniacale de argint şi un deve-
lopant. Una dintre ele este metoda utilizată pentru proteine, care a fost supusă modificării. Aceasta constă în 
utilizarea unei soluţii neutre de nitrat de argint şi a unui developant alcalin, pentru vizualizarea lipopolizaha-
ridelor în geluri de poliacrilamidă. Metoda respectivă are o sensibilitate mai înaltă şi este mai puţin predispu-
să la formarea coloraţiei  nespecifice de fond, decât în cazul developantului acid [39]. 

Într-un alt studiu a fost utilizată metoda de colorare a LPS cu Ag în prezenţa acidului ascorbic (Vc) în so-
luţie alcalină de tiosulfat de sodiu. Această metodă are o limită de detectare de 4 ng de LPS [81].  

Un nou test pentru detectarea sensibilă a endotoxinelor a fost dezvoltat recent. El este bazat pe detectarea 
selectivă a lipopolizaharidelor fixate pe microplăci, datorită capacităţii lor intrinseci de a activa forma zimo-
genă a factorului C, care generează în final un semnal fluorescencent prin transformarea unui substrat. Cap-
turarea selectivă de lipopolizaharide (LPS) este realizată folosind o proteină receptor-fag derivată, care pre-
zintă afinitate şi specificitate mare pentru regiunea conservativă a LPS. Avantajul metodei constă în posibili-
tatea de a înlătura prin spălare alţi componenţi secundari, care ar putea avea interferenţă sau ar influenţa sem-
sibilitatea reacţiei. Endotoxinele pot fi detectate în diapazonul de la 0,05 EU / ml până la 500 EU / ml [27]. 

În pofida proprietăţilor toxice ale metaboliţilor secundari produşi de cianobacterii, prin numeroasele cer-
cetări efectuate în ultimele decenii a fost demonstrat că cianobacteriile pot servi în calitate de noi surse exce-
lente de substanţe bioactive cu proprietăţi imunomodulatoare, anticancer, antimicrobiene, antioxidante etc. 
[11,12,16,62,63,65,68]. În continuare sunt expuse rezultatele unor cercetări efectuate la nivel mondial, referi-
toare la cianobacterii ca surse potenţiale de produse bioactive cu aplicare în farmacologie şi în alte domenii. 

Proprietăţile curative şi toxicilogice ale unor metaboliţi produşi de cianobacterii 
Cianobacteriile de apă dulce şi marine sunt bine recunoscute pentru producerea diverşilor metaboliţi se-

cundari bioactivi citotoxici cu o diversitate structurală vastă [63] şi cu posibilităţi largi de aplicare în medici-
nă. Studiile anterioare au scos în evidenţă că un procent relativ înalt din extractele obţinute din biomasa de 
cianobacterii a demonstrat activitate citotoxică in vivo, inclusiv împotriva liniei celulare KB (carcinom epi-
dermoid uman nazofaringian) cu concentraţia minimă de inhibiţie (CMI) < 30μg/ml ) [49].  

Cercetările efectuate de către Gerwick et al., începând cu anul 1994, la Universitatea de Stat din Oregon 
şi continuate până în prezent de alţi cercetători au fost axate pe evaluarea şi screeningul cianobacteriilor ma-
rine producătoare de compuşi cu activitate anticancer [11,60-62,66,69]. În urma cercetărilor întreprinse a fost 
stabilit că aproximativ 40% din compuşii produşi de cianobacteriile marine posedă activitate anticancer/anti-
tumorală, ceea ce le atribuie un potenţial terapeutic valoros. Cianobacteriile pot servi şi ca resurse  de com-
puşi cu activitate antileucemică cu un  potential bogat de aplicaţii farmaceutice [19]. 

Printre metaboliţii cianobacterieni cu activităţi puternice de destabilizare a tubulinei se evidenţiază cripto-
ficinele care sunt considerate de facto drept cei mai proeminenţi candidaţi pentru producerea de noi medica-
mente impotriva cancerului. Criptoficina extrasă din cianobacteria Nostoc sp. ATCC s-a dovedit a fi unul 
dintre cei mai puternici agenţi de destabilizare a tubulinei cunoscuţi până în prezent [66]. Cu toate că analo-
gul sintetic al criptoficinei – criptoficina 52 – a ajuns până la faza a II-a de studii clinice [17], costurile ridi-
cate de producţie şi efectele secundare toxice ale criptoficinei 52 au constituit o piedică în efectuarea studii-
lor ulterioare. De aceea, cercetătorii sunt în căutare de noi surse naturale de criptoficină produsă prin biosin-
teză celulară. Tulpina de Nostoc muscorum a manifestat şi  activitate antibiotică în studii de laborator [18]. 

Au fost raportate şi rezultatele unor cercetări referitoare la rolul metaboliţilor secundari cianobacterieni cu 
proprietăţi toxice în calitate de chelatori de fier, inhibitori de proteaze, inhibitori de creştere, precum şi regla-
tori de creştere a plantelor [52,54,55,59,78]. 

Unii metaboliţi, cum ar fi microcistinele, saxitoxinele sau anatoxinele, atrag o atenţie sporită a cercetători-
lor la nivel global din cauza toxicităţii lor înalte, iar, pe de altă parte, ele posedă un potential de activităţi bio-
logice semnificative. Aceşti metaboliţi pot fi utilizaţi pentru dezvoltarea şi aplicarea în calitate de algicide, 
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fungicide, erbicide şi insecticide. Activitatea biocidă împotriva mai multor ciuperci fitopatogene a fost obser-
vată în extractele din Anabaena, dat fiind faptul că enzimele hidrolitice produse de aceste genuri joacă un rol 
important în calitate de agenţi de biocontrol [74]. S-a constatat că cianotoxinele – anatoxina -a, microcistine-
le şi cylindrospermopsina, obţinute de la Anabaena sp., Microcystis sp. şi Cylindrospermopsis sp., respectiv, 
posedă o activitate larvicidă cu mortalitatea > 50% [9].  

Cianobacteriile contribuie de asemenea la producerea stimulatorilor de creştere a plantelor – fitohormoni-
lor, care includ un spectru mai larg de activitate şi niveluri optime din punct de vedere biologic. Acestea au 
avantaje faţă de cele sintetice produse prin sinteza chimică şi care sunt mai costisitoare. Unele studii au de-
monstrat că extractele din cianobacterii posedă activitate de stimulare a creşterii plantelor şi de regenerare a 
plantelor şi formare a plantulelor [58,61]. 

Au fost raportate şi unele aplicaţii farmaceutice şi industriale ale inhibitorilor de proteaze [6,33]. Recent, 
compusul nostocarbolina, un inhibitor al acetil- şi butirilcolinesterazei şi tripsinei, [6] a fost izolat din tulpina 
de Nostoc 78 - 12A care posedă activitate algicidală puternică atât împotriva fototrofilor eucarioţi, cât şi a 
celor procarioţi. Diferite variante de aeruginozine au fost izolate de la unele genuri cianobacteriene plancto-
nice, cum ar fi Microcystis, Nodularia şi Planktothrix [38]. În particular, aeruginozinele inhibă serinproteazele 
(tripsina, chimotripsina, trombina sau elastaza) şi au fost considerate un candidat promiţător pentru utilizare 
în calitate de remediu farmaceutic [33].  

Endotoxinele cu activitate joasă stimulează răspunsul imun [14], iar cele cu activitate înaltă pot provoca 
un şoc septic. Analiza unor probe de endotoxine extrase din câteva specii de cianobacterii a scos în evidenţă 
că cea mai înaltă activitate a lor a fost atestată în probele din Aphanizomenon sp. [7]. 

Micosporinele similare cu aminoacizii (MAAS) sunt adevăraţi metaboliţi secundari multipli [56]. Consi-
derate ca fiind fotoprotectanţi naturali, ele pot fi exploatate biotehnologic  pe diverse căi, inclusiv utilizate în 
prepararea cremelor antiaging. Cei mai mulţi dintre metaboliţii cianobacterieni sunt acumulaţi în biomasa 
cianobacteriilor. Totodată, cianobacteriile elimină diferiţi compuşi organici în mediul lor de habitare. Până în 
prezent, o serie de compuşi biologic activi au fost identificaţi în rândul acestor exometaboliţi, de exemplu, 
unele diterpenoide antibacteriene în Nostoc commune [34].  

Printre metaboliţii secundari produşi de cianobacterii se numără şi sideroforii. În cazul instalării unor de-
ficienţe de fier în mediul de habitare a cianobacteriilor sunt excretate astfel de compuşi extracelulari ca side-
roforii, care au rolul de captare, chelatare şi transport al fierului transmembranar. În ultimii ani a fost dovedi-
tă posibilitatea de utilizare a lor ca medicamente, atât în tratamentul supradozării cu fier, cât şi în condiţiile 
toxicităţii acute şi cronice  provocate de acest metal [54], precum şi în alte domenii, de la biomateriale până 
la biosensori [22].  

Mai este cunoscută o familie de metaboliţi cu citotoxicitate celulară de excepţie faţă de celule de cancer – 
apratoxinele, care sunt lipopeptide ciclice cianobacteriene [44]. Structural, acestea sunt conforme destul de 
bine la tendinţele din metabolismul secundar al cianobacteriilor, având două secţiuni de poliketide intercalate 
printre mai multe resturi de aminoacizi. Una dintre caracteristicile lor distinctive este şi prezenţa la un capăt 
terminal al moleculei a unei grupări terţ-butil. Au fost caracterizate şapte apratoxine şi depistate două dintre 
apratoxine cu cel mai puternic efect toxic asupra celulelor de cancer [44,73]. Studiile privind mecanismul de 
acţiune a apratoxinelor au scos în evidenţă că ele pot avea o multitudine de efecte asupra celulelor canceroa-
se, inclusiv direcţionarea proteinelor de soc termic (HSP90) [62], precum şi calea secretorie. Sinteza totală a 
apratoxinei a fost realizată în mai multe laboratoare, ceea ce a asigurat accesul la aceşti compuşi pentru o in-
vestigare mai detaliată [23]. 

Investigarea unei tulpini de Lyngbya majuscula a scos în evidenţă capacitatea ei de a produce un compus 
lipopeptidic dimeric neurotoxic, extrem de neobişnuit, numit somocistinamida A, care conţine două grupuri 
distincte de N - metilanemidă. Un program de screening ulterior a demonstrat că celulele canceroase cu un 
sistem activ al caspazei-8 au fost extrem de sensibile la efectul de inducere a apoptozei la acţiunea somocistin-
amidei A. Autorii presupun că somocistinamida A acţionează prin activarea complexului de semnalizare care 
induce moartea în celulele membranare, activând astfel secvenţial caspazele 8 şi 3 pentru a induce calea ex-
trinsecă de moarte a celulelor apoptotice. 

Bisebromoamida, un nou compus citotoxic pentru celula de cancer, a fost obţinut de la o colecţie de 
Lyngbya sp. din Okinawa [69]. Profilul de toxicitate nu a fost corelat cu agenţi antitubulinici, fapt confirmat 
de testul biochimic. Un nivel submicromolar de activitate a fost observat la inhibarea fosforilării ERK (extra-



STUD I A  UN IVERS I TAT I S  MOLDAV I AE ,  2014, nr.1(71) 
Seria “{tiin\e reale [i ale naturii”     ISSN 1814-3237    ISSN online 1857-498X    p.57-66 
 

 63

cellular signal-regulating kinase). În general, structura bisebromoamidei este remarcabilă, deoarece şase din 
cele opt subunităţi logice, care formează molecula, au caracteristici structurale interesante, inclusiv un acid 
pivalic, un rest de tirozină bromurată, o prolină metilică, un inel tiazolină α - metil, o d - leucină, şi un 2 - (1 - 
oxo - propil) – reziduu de pirolidină a metaboliţilor bioactivi şi a proprietăţilor lor farmacologice. 

Alt component toxic, produs de cianobacteria Lyngbya majuscule, este lipopeptida liniară – dragomide E, 
care include în structura sa 5 aminoacizi  legaţi în catenă cu 5 atomi de carbon ai cozilor de acizi graşi [5]. 

Recent, mai multe lipopeptide au fost caracterizate ca substanţe cu activităţi de surfactant, antimicrobiene 
şi citotoxice. Proprietăţile lipopeptidelor  pot conduce la aplicaţii în diverse domenii industriale, inclusiv în 
industria farmaceutică pentru a fi utilizate ca antibiotice convenţionale; în industria cosmetică – pentru dez-
voltarea de produse dermatologice, datorita proprietăţilor antirid şi surfactante, în producţia de alimente în 
calitate de emulgatori, precum şi în domeniul biotehnologiei ca biosurfactanţi [45]. 

Două ciclodepside au fost raportate la L. majuscula colectate în Madagascar (tanikolide dimer) [30] şi Pa-
nama (malyngolide dimer) [31,47]. Alţi metaboliţi bioactivi produşi de Lyngbya sp. sunt apratoxinele – dep-
sipeptide ciclice. 

Molecule proeminente, ca agenţii antimicrotubulinici, curacina A  şi dolastatina 10,  au fost testate în stu-
dii preclinice şi/sau clinice ca remedii anticancer potentiale [19]. Ciclopeptidele cianobacteriene, inclusiv 
microcistinele şi nodularinele, sunt considerate un pericol pentru sănătatea oamenilor, ca urmare a posibilelor 
efecte toxice la un consum sporit. Microcistinele sunt heptapeptide ciclice hidrofile stabile, cu un potenţial de 
a provoca daune celulare în urma absorbţiei  de polipeptidele transportatoare de anioni organici (OATPs). Efec-
tele lor biologice intracelulare implică inhibarea subunităţilor catalitice ale proteinfosfatazei 1 (PP1) şi 2 (PP2), 
precum şi epuizarea glutationului şi generarea de specii reactive de oxigen (ROS). Citotoxicitatea microcistinei 
şi analogilor ei se datorează corelării cu inhibarea PP2A în celulele canceroase şi inducerii rapide a morţii lor 
prin condensarea cromatinei şi fragmentării celulare [48]. Astfel, în terapia direcţionată a cancerului, cianotoxi-
nele reprezintă o sursa bogată de compuşi naturali citotoxici, cu un potenţial terapeutic promiţător. 

Aşadar, în multe tulpini de cianobacterii au fost detectaţi diverşi metaboliţi bioactivi cu un spectru vast de 
acţiune asupra organismului uman: citostatică, antimicrobiană, antibacteriană, anticancer, imunomodulatorie 
etc. Printre tulpinile producătoare de substanţe cu efect toxic asupra celulelor de cancer pot fi menţionate 
Lyngbya sp. La Lyngbya majuscula au fost detectate lipopeptidele – somocistinamida A şi aprotoxina A,  
precum şi ciclodepsidele. Dintr-o colecţie de tulpini de Lyngbya sp. a fost obţinut şi compusul citotoxic bise-
bromoamida [26,69]. La Nostoc sp. au fost identificate criptoficinele, ce manifestă activităţi semnificative de 
destabilizare a tubulinei. Acestea sunt considerate drept cei mai proeminenţi candidaţi pentru producerea de 
noi medicamente impotriva cancerului.  

Totuşi, având în vedere faptul că cianotoxinele prezente în majoritatea tulpinilor de cianobacterii exercită 
acţiune toxică asupra organismului uman şi animal, manipulările cu cianobacteriile producătoare de toxine 
necesită măsuri speciale de precauţie pentru a evita inhalarea, contactul direct cu pielea, cu mucoasele bucale 
şi nazale, precum şi evitarea nemijlocită a contactului direct în caz de leziuni ale pielii de diversă etiologie.  
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