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PECULIARITIES OF CU(Il) INDUCED OXIDATIVE STRESS IN SPIRULINA PLATENSIS

Summary. The purpose of this research paper was to highlight the changes in the biochemical parameters of spi-
rulina biomass under copper sulfate induced oxidative stress. The correlation between these parameters and the level
of oxidative stress marker — malondialdehyde was evaluated, as well. The oxidative stress, induced by 5 mg / | copper
sulphate (Il), has been confirmed in Spirulina platensis CNMN-CB-11 by the decreased amount of biomass and its an-
tioxidant activity, increased total lipid and malondialdehyde content, as well as by significant changes in protein and
carotenoid content. Negative correlations (r from -0.892 to -0.756) have been established between the values of the
oxidative stress marker - malondialdehyde and the protein, lipid and carotenoid content under oxidative stress. The
values obtained using the ABTS assay closely correlated with the values of ferric reducing antioxidant power assay. Both
methods are appropriate for assessing the antioxidant activity of spirulina biomass under induced oxidative stress.

Keywords: Spirulina platensis, oxidative stress, Copper, malondialdehyde, ABTS test, Ferric reducing antioxidant
power test, correlation.

Rezumat. Scopul cercetdrilor reflectate in acest articol a constat in evidentierea modificarii parametrilor biochimici
ai biomasei de spirulina in conditii de stres oxidativ, indus de sulfatul de cupru, si a nivelului de corelare a valorilor para-
metrilor biochimici cu cele ale marcherului stresului oxidativ - dialdehida malonica. Sulfatul de cupru (Il) in cantitate de
5 mg/l produce o stare de stres oxidativ in cultura de Spirulina platensis CNMN-CB-11, confirmat prin reducerea cantitatii
de biomasa si a activitatii ei antioxidante, cresterea continutului de lipide totale si de dialdehida malonica, precum si prin
modificari semnificative ale continutului de proteine si carotenoizi. intre valorile obtinute pentru marcherul stresului
oxidativ - dialdehida malonica - si continutul de proteine, lipide si carotenoizi au fost stabilite corelari inverse (coeficien-
tul de corelare avand valori de la-0,892 pana la -0,756) in conditii de stres oxidativ provocat de prezenta ionilor. Valorile
testului de reducere a radicalului cation ABTS si a celui de determinare a puterii de reducere a fierului coreleaza strans,
fiind ambele adecvate pentru evaluarea activitatii antioxidante a biomasei de spirulina in conditii de stres oxidativ indus.

Cuvinte-cheie: Spirulina platensis, stres oxidativ, cupru, dialdehida malonicd, Test ABTS, Test de determinare a pute-

rii de reducere a fierului, corelare.
INTRODUCERE

Metalele grele, in functie de gradul lor de oxidare,
pot fi foarte reactive, iar in consecinta, extrem de to-
xice pentru organismele vii. Efectul toxic este asociat
cu producerea de specii reactive de oxigen (SRO) si cu
statutul redox celular dezechilibrat. Cianobacteriile,
in general, i spirulina, in particular, raspund la actiu-
nea metalelor grele prin inducerea sintezei accelerate
a mai multor antioxidanti, incluzind diverse enzime
cum ar fi superoxid dismutazd, catalaza, peroxidazele.
De asemenea, in conditii de stres oxidativ are loc in-
tensificarea sintezei compusilor antioxidanti cu masa
moleculard micd, cum ar fi carotenoizii, glutationul,
tocoferolul s.a. Cianobacteriile poseda o mare varieta-
te de carotenoizi ca mixoxantofila, B-carotenul si de-
rivatii sdi (zeaxantina, echinenona). Acesti pigmenti
disociaza energia din clorofila fotosensibilizata sau
din oxigenul singlet, iar mai multe studii au evidentiat
proprietatile lor antioxidante [1, pp. 1153-1165].

La concentratii moderate de poluanti metalici sis-
temele celulare susnumite reusesc sa readuca raportul
SRO-antioxidanti la starea de echilibru, asigurand su-
pravietuirea celulelor. In conditiile cantititilor ridicate
sau acute ale metalelor grele, se produce deteriorarea
celulelor, deoarece nivelurile SRO depasesc capacitatea
antioxidantd a sistemelor de protectie [2, pp. 36-46].

Printre metalele de tranzitie un impact mai
pronuntat asupra sistemului redox celular il au fie-
rul si cuprul. Aceste metale sunt implicate in ciclul
Haber-Weiss, in urma caruia din oxigenul molecular
si peroxidul de hidrogen se produce radicalul hidroxil
(‘OH), cel mai periculos dintre radicalii liberi pentru
organismele vii. In special, acest lucru se referi la for-
mele ionice ale metalului.

Este cunoscut efectul nociv al ionilor de cupru
asupra microalgelor si cianobacteriilor. De exemplu,
sulfatul de cupru este utilizat cu succes in calitate de
algicid in combaterea fenomenului de inflorire a ape-
lor. CuSO, blocheazi lantul de transport al electro-
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nilor, accentueaza semnificativ acumularea de specii
reactive de oxigen (ROS) si deregleaza functionalita-
tea sistemului antioxidant. Cresterea cantitatii de SRO
deregleazi sinteza pigmentilor si distruge integritatea
membranei celulare, ceea ce provoaca moartea celule-
lor algelor si cianobacteriilor [3, pp. 871-886]. Chiar
si in cantitdti foarte mici, de pand la 0,2 mg/l, sulfatul
de cupru duce la scaderea productivitatii spirulinei, la
cresterea cantitdtii produselor de degradare oxidativa
a lipidelor si la activarea sistemelor de protectie anti-
oxidanta, exprimata in cresterea activititii superoxid-
dismutazei si a cantitatii de prolina [4, pp. 200-227].
Anume activarea sistemelor antioxidante ale celule-
lor cianobacteriilor asigura capacitatea uimitoare a
acestor organisme stravechi de a opune rezistenta si
a repara eficient daunele cauzate de stresul oxidativ.
Astfel, in caz de stres oxidativ moderat, spirulina revi-
ne la parametrii fotosintetici normali timp de 4-7 zile,
iar metabolismul lipidic si viteza peroxidarii revine la
valori obisnuite peste sapte zile de la initierea stresu-
lui [5, pp. 188-196]. Acest lucru sugereazd ca meca-
nismele de adaptare a cianobacteriilor sunt in stransa
corelare si chiar sunt initiate de stresul oxidativ si de-
teriorarile oxidative in celule. Cunoasterea detaliata a
modificarilor care se produc in biomasa cianobacteri-
ilor in conditii de stres oxidativ ar prezenta un instru-
ment adecvat pentru elaborarea strategiei de inlatura-
re a toxicitatii acestora pentru mediul inconjurdtor, iar
in cazul speciilor biotehnologice - pentru obtinerea
biomasei calitative cu un nivel adecvat de antioxidanti
pentru uzul uman.

Scopul cercetarilor reflectate in acest articol a con-
stat in evidentierea modificarii parametrilor biochi-
mici ai biomasei de spirulina in conditii de stres oxida-
tiv indus de sulfatul de cupru, precum si a nivelului de
corelare a acestora cu marcherul stresului oxidativ —
dialdehida malonica.

MATERIALE SI METODE

Obiect de studiu. In calitate de obiect de studiu a
fost utilizata tulpina cianobacteriei Spirulina platensis
CNMN-CB-11 din Colectia Nationald de Microorga-
nisme Nepatogene.

Conditii experimentale. In calitate de mediu nu-
tritiv pentru cultivarea spirulinei a fost utilizat me-
diul mineral SP1 fard sulfat de cupru, cu urmétoarea
componentd: macroelemente (in g/l): NaNO, -2,5;
NaHCO, -2,0; NaCl-1,0; K,SO, -0,6; Na,HPO, - 0,2;
MgSO, «7H,0-0,2; CaCl, -0,024; 1ml/l solutie de mi-
croelemente ce contine (mg/l (mediu): H,BO, -2,86;
MnCl, «4H O-1,81; MoO, -0,015); FeEDTA-1ml/1 [6].
Au fost respectati parametrii si conditiile de cultivare
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in laborator: temperatura de 32-35°C, pH-ul mediu-
lui 8-9, intensitatea ilumindrii de 55 pmol fotoni/m?
/s. Stresul oxidativ a fost indus prin adaugarea CuSO,
+5H,0 - 5 mg/l. Sulfatul de cupru a fost adaugat la
prepararea mediului nutritiv sau peste 72 de ore dupd
inocularea culturii.

Colectarea probelor. Pe durata experientei, ince-
pand cu ziua a treia de cultivare, la intervale de 24 de
ore, din fiecare recipient s-au colectat 10 ml suspensie.
Biomasa a fost separatd prin filtrare in vid si demine-
ralizatd prin spélare repetata cu solutie izotonica de
acetat de amoniu. Dupd standardizare, biomasa este
supusd testelor conform metodelor descrise mai jos.

Prepararea extractelor. Pentru obtinerea extrac-
telor etanolice a fost preparat amestecul din 10 mg
biomasd si 1 ml alcool etilic care a fost supus agitarii
timp de 120 min la temperatura camerei. Extractele
etanolice obtinute au fost separate de biomasa prin
centrifugare. Extractele hidrice au fost obtinute prin
tehnica congeldrii/decongeldrii repetate a amestecului
de biomasa in apa (10 mg biomasd la 1 ml apa dis-
tilata). Extractele hidrice obtinute au fost separate de
biomasa prin centrifugare.

Determinarea activitatii antioxidante (testul
ABTS). In calitate de substrat a fost utilizat radicalul
acidului 2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic
(ABTS). Amestecul de reactie a constat din 0,3 ml ex-
tract si 2,7 ml solutie ABTS. Timpul de reactie a fost
de 6 min. Rezultatele au fot exprimate in % inhibitie
ABTS [7, pp. 604-611].

Determinarea capacitatii de reducere a fierului.
Se mixeaza proba de biomasa de spirulind (0,1 ml, 10
mg/ml) cu solutie tampon fosfat (0,5 ml, 0,1 M, pH
6,6) si solutie hexacianoferat de potasiu (0,5 ml, 0,1%).
Amestecurile se incubeaza la temperatura de 50°C
timp de 20 min. Dupa incubare se adauga acid triclo-
racetic (0,5 ml, 10%) si amestecurile se centrifugheaza
timp de 10 min la 3000 g. La supernatant (1,5 ml) se
adaugd solutie clorura de fier (0,2 ml, 0,1%) si 2 ml de
apa distilata. Se masoara densitatea optica la 700 nm
[8, pp. 1669-1678; 9, pp. 258-279].

Continutul de proteine a fost determinat spectro-
fotometric in baza produselor degradarii bazice a pro-
teinelor cu utilizarea reagentului Folin-Ciocalteu [10,
pp- 265-275].

Lipidele au fost determinate cu aplicarea reagen-
tului fosfo-molibdenic in baza principiului degradarii
acide a lipidelor [11, pp. 307-315].

Continutul de carotenoizi a fost determinat spec-
trofotometric la 450 nm, dupa extragerea lor in alcool
etilic de 96% [12, pp 337-341].

Gradul de peroxidare a lipidelor a fost determinat
in baza dialdehidei malonice (DAM), prin produsele
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reactiei cu acidul tiobarbituric rezultate in urma oxi-
darii lipidelor [13, pp. 1008-1018]. Valoarea MDA a
fost exprimata prin absorbanta determinata la 535 nm.

Toate experientele au fost efectuate in cinci repe-
tari. Semnificatia statistica a fost evaluatd prin analiza
unidirectionald a variantei urmatd de t-testul Student.
Analiza corelationala a fost efectuata aplicind Micro-
soft Office Excel.

REZULTATE SI DISCUTII

Este cunoscut faptul ca ionii de Cu(II) sunt toxici
pentru Spirulina platensis. In acelasi timp, cuprul este o
componenta structurala esentiald a macromoleculelor
ca centru de coordonare si mentinere a structurii de
ordin superior. Este necesar pentru functionarea a pes-
te 30 de enzime, inclusiv superoxid dismutaza, cerulo-
plasmina, lizil oxidaza, citocrom c oxidaza, tirozinaza,
dopamin beta-hidroxilaza s.a. In mediul uzual, utili-
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zat pentru cresterea spirulinei in conditii de laborator
sau in cele industriale, cuprul este inclus in forma de
CuSO,*5H,0 in cantitate de 0,08 mg/1. In experientele
reflectate in acest articol, cantitatea de sulfat de cupru
(IT) utilizata a fost de 5 mg/l, suficienta pentru a induce
un stres oxidativ pronuntat la Spirulina platensis.

In figura 1 sunt prezentate rezultatele pentru prin-
cipalii parametri care caracterizeaza cultura de spiru-
lind in conditii normale si in conditii de stres oxidativ
indus de sulfatul de cupru, 5 mg/l. Rezultatele obtinu-
te difera esential in functie de timpul de adaugare a
CuSO,*5H,0. Astfel, toxicitatea inalta a sulfatului de
cupru poate fi observatd in cazul adaugdrii sarii re-
spective la inceputul ciclului de cultivare. In aceste
conditii, cantitatea biomasei de spirulina colectate la
ziua a sasea a ciclului vital este de peste trei ori mai
mica fata de proba martor (figura 1, I, A). Si in cazul
adaugdrii sulfatului de cupru dupa 72 de ore de cul-
tivare este evidenta influenta negativd a sarii asupra
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Figura 1. Modificarea parametrilor biochimici ai spirulinei in conditii de stres oxidative indus de sulfatul de cupru (5
mg/]) la adaugarea lui la inoculare (variantele notate cu A) si peste 72 de ore dupd inoculare (variantele notate cu B):
I - cantitatea de biomasa; IT - cantitatea de proteine in biomasa; III - lipidele in biomasé; IV - carotenoizi;

V - cantitatea de DAM; VI - activitatea antioxidanta a extractelor hidrice din biomasa.
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acumuldrii biomasei de cdtre spirulind, dar diferenta
dintre proba experimentald si martor nu a fost atat de
pronuntatd si a constituit 19,1% (figura 1, I, B).

Efectul toxic al sulfatului de cupru asupra culturii
de spirulina a fost confirmat si prin nivelul dialdehidei
malonice in biomasa. Aceastd substantd reprezinta un
produs citotoxic, rezultat din procesul de peroxidare a
lipidelor, este un indicator recunoscut al formarii de
radicali liberi si, prin urmare, un marcher adecvat al
stresului oxidativ. Din figura 1, V se vede ca indiferent
de timpul de addugare a sarii de cupru, continutul de
DAM in variantele experimentale depaseste semnifi-
cativ continutul ei in biomasa martor (la finele expe-
rientei — de = 2 ori). Astfel, chiar si in conditiile cAnd
sarea de cupru (II) este addugata dupa trei zile de cul-
tivare a spirulinei, iar cantitatea de biomasd acumula-
ta este destul de inalta, procesele degradarii oxidative
in aceasta biomasa sunt la fel de intense ca si in cazul
adaugdrii sulfatului de cupru la inceputul ciclului de
cultivare.

Dintre numeroasele tinte biologice ale stresului
oxidativ, lipidele sunt cea mai implicaté clasd de bio-
molecule. In timp ce in conditii de stres creste intensi-
tatea proceselor de peroxidare, continutul de lipide to-
tale in biomasa de spirulind supusa stresului oxidativ
provocat de CuSO, este superior martorului (figura 1,
I1,A,B). La finele experientei, cantitatea lipidelor acu-
mulate in biomasa variantelor cu stres indus a fost cu
~ 30% mai mare comparativ cu martorul.

Continutul de carotenoizi de asemenea se modi-
fica semnificativ in conditii de stres indus (figura 1,
IV). Este cunoscut faptul cd acesti pigmenti se carac-
terizeazd nu numai ca antene pentru captarea energiei
cuantelor de lumina, ci §i ca antioxidanti puternici.
Efectul lor protector se manifesta in special in condi-
tii de stres fotooxidativ [14, pp. 86-99]. In cazul adi-
ugdrii sulfatului de cupru dupa trei zile de cultivare,
continutul de caroten in biomasa de spirulina este
stabil mai jos comparativ cu martorul, iar la sfarsi-
tul experientei este cu 23,8% mai mic comparativ cu
martorul (figura 1, IV, B).

In cazul adiugirii sulfatului de cupru la inceputul
ciclului de crestere, in etapa de crestere exponentiald
continutul de carotenoizi este mai mic decat in martor,
iar la trecere in faza stationara are loc o crestere a con-
tinutului de pigmenti galbeni cu un maximum la ziua
a sasea de cultivare (figura 1, IV, A). Aceasta indica
asupra rolului diferit pe care il au acesti pigmenti la
diferite etape ale ciclului vital, cel mai probabil rolul
protector fiind caracteristic fazei stationare.

Continutul proteinelor in biomasa de spirulina
este un indicator stabil si supus mai putin fluctuatiilor
valorice in functie de conditiile de mediu. Din acest
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motiv, continutul total de proteine este mai putin stu-
diat in calitate de marcher al stresului. Cu toate aces-
tea, in cazul primei variante de stres indus, in biomasa
de spirulina se inregistreazd o scadere semnificativa
a continutului de proteine, deosebit de pronuntata in
faza stationara — de peste doud ori mai putine proteine
comparativ cu martorul (figura 1, I, A). In cazul cind
stresul oxidativ a fost indus dupa trei zile de cultivare,
nu au fost inregistrate diferente statistic veridice intre
continutul de proteine in variantele experimentale si
proba martor (figura 1, II,B).

Activitatea antioxidantd in biomasa de spirulina
supusd stresului oxidativ, indiferent de timpul de in-
ducere a stresului, a fost semnificativ mai joasd com-
parativ cu martorul. Astfel, la finele experientei, inhi-
bitia radicalului cation ABTS in biomasa variantelor
experimentale a fost cu 36% mai joasa comparativ cu
martorul in prima varianta de stres (figura 1, VI, A)
si cu 20% in cea de-a doua varianta de stres (figura 1,
VI, B)

Astfel, sulfatul de cupru (II) in cantitate de 5
mg/] produce o stare de stres oxidativ in cultura de
Spirulina platensis CNMN-CB-11, confirmat prin
reducerea cantitatii de biomasa si a activitatii anti-
oxidante a acesteia, cresterea continutului de lipi-
de totale si de dialdehida malonica, precum si prin
modificari semnificative ale continutului de prote-
ine si carotenoizi.

Dupd cum am mentionat anterior, ,,stresul oxida-
tiv” este un termen utilizat pentru a defini dezechili-
brul dintre concentratiile de SRO si mecanismele de
apdrare ale celulei. Desi in general se acceptd o astfel
de situatie, termenul ,stres oxidativ” este inadecvat.
Analiza datelor din literatura de specialitate demon-
streazd cd stresul oxidativ nu poate fi definit in ter-
meni universali, iar criteriul bazat pe cuantificarea
produselor peroxidarii lipidelor nu pot fi considerate
ca o estimare general a statutului redox individual. In
acelasi timp, nivelele de antioxidanti prezintd o relatie
nemonotond cu alte criterii ale stresului oxidativ [15,
pp- 298-304]. Evidentierea coreldrilor dintre diferiti
parametri este una dintre cele mai sigure cai de a se-
lecta un set adecvat de biomarkeri, care sa descrie cét
mai realist statutul redox al celulelor vii in conditii de
stres oxidativ. Figura 2 reflectd unele dintre corelérile
evidentiate in cadrul cercetdrilor descrise in acest ar-
ticol.

Anterior am stabilit cd in majoritatea cazurilor in
conditii de stres oxidativ la cultura de Spirulina pla-
tensis se observa o corelare inversa intre continutul de
proteine totale si produsele degradérii oxidative ale
lipidelor. Si in experienta descrisa in variantele experi-
mentale, in care stresul oxidativ a fost indus cu sulfat



STINTE BIOLOGICE

o 05 0.8 %
Z ol * ¥ g .
., ra .
E 013 * - 8 :-;:ﬂ.]-l = *
= g T o G £ "
= M2 oy v ONE R e e L +
f“f 0l = * a
|= 01 [=TLIN A
i i 40 ik il 0.1 415 0:1 025
Proteine, o BAL Lipide. abs 220 nom
I II
g 016 L .
= = = ) §TE
a g:i — .; £50 R = 0,579 o
BT R o 245 4 S
LV o e—— 5t EJ' ™ o
s R#= 0.5 = Ak Al
8 R e s e
= 011 4 L g 35 e
g8 01 = 20 -
ols _ 0.2 025 048 M 000 008 0.l 01z
P -Careten, abs 450 mm Pueren de reducere @ fiamlai, abs "00 mn
m v

Figura 2. Corelarea intre diferiti indici ai biomasei de spirulina in conditii de stres oxidativ
indus prin adaugarea CuSO, (5 mg/l).

de cupru, suplimentat la mediul de cultivare a spiruli-
nei din prima si a treia zi de cultivare, a fost determi-
nata corelarea inversd dintre continutul proteinelor si
valorile testului MDA (figura 2, I).

Coeficientul de determinare R? in acest caz a fost
de 0,7959, iar coeficientul de corelare - r = - 0,892,
p<0,001 care corespunde unei dependente corelatio-
nale pronuntate.

Acelasi tip de corelare a fost stabilit si in cazul
continutului lipidelor acumulate in biomasa spiruli-
nei si in valorile testului MDA pe fundalul stresului
indus prin addugarea sulfatului de cupru in cele doud
variante (figura 2, II). Coeficientul de determinare R?
pentru acesti doi parametri a fost de 0,5721, iar coefi-
cientul de corelare - r = - 0,756, ceea ce denoti o co-
relare pronuntata. Astfel, putem spune ca in conditiile
stresului oxidativ instalat, valorile mici ale dialdehidei
malonice corespund concentratiei sporite ale lipidelor,
sinteza carora poate fi un raspuns la intensificarea pro-
cesului de oxidare a lor in biomasa spirulinei pe durata
fazei de crestere exponentiala.

La fel, o corelare linear3 inversa a fost determinata
si pentru continutul de carotenoizi si cel al dialdehidei
malonice in biomasa de spirulind in conditii de stres
oxidativ indus prin adaugarea sulfatului de cupru.
Astfel, coeficientul de determinare R? pentru acesti doi
parametri a fost de 0,5777, iar coeficientul de corelare
r = - 0,76 care denotd o corelare pronuntata.

Dupé cum a fost stabilit, in conditii de stres oxi-
dativ are loc scaderea activitétii antioxidante determi-
nate in baza reducerii radical cationului ABTS. Datele

din literatura de specialitate aratd ci rezultatele obtinu-
te prin aceastd metoda coreleaza cu rezultatele testului
de determinare a puterii de reducere a fierului [11, 3].
Aceste metode sunt similare dupd mecanismul reacti-
ei redox. Se considera cd in cazul reactivitatii joase a
unor componente fenolice, pentru care durata reactiei
este peste 6 minute, testul de reducere a Fe(III) este mai
avantajos. In cazul spirulinei, capacitatea de reducere a
fierului este dependentd de componentele biomasei si
nu a extractelor din biomasa. Pornind de la aceste pre-
mise teoretice, am decis sd verificam existenta corelarii
intre aceste metode in cazul stresului oxidativ indus de
sulfatul de cupru in cultura de spirulind. Rezultatele
obtinute au demonstrat ci intre valorile testului ABTS
pentru extractele hidrice si ale puterii de reducere a
fierului pentru variantele experimentale cu sulfatul de
cupru, coeficientul de corelare este r = 0,937, p<0,001
(figura 1,1V). Astfel, aceste doua metode pot fi utilizate
pentru determinarea capacitatii antioxidante a bioma-
sei de spirulind in conditii de stres oxidativ provocat de
prezenta ionilor de Cu(II).

CONCLUZII

Sulfatul de cupru (II) in cantitate de 5 mg/1 produ-
ce o stare de stres oxidativ in cultura de Spirulina pla-
tensis CNMN-CB-11, confirmat prin reducerea canti-
tatii de biomasd si a activitatii antioxidante a acesteia,
cresterea continutului de lipide totale si de dialdehida
malonicd, precum si prin modificari semnificative ale
continutului de proteine si carotenoizi. Intre valorile
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obtinute pentru marcherul stresului oxidativ, dialde-
hida malonica, si continutul de proteine, lipide si caro-
tenoizi au fost stabilite corelari inverse (coeficientul de
corelare avand valori de la -0,892 pana la -0,756) in
conditii de stres oxidativ provocat de prezenta ionilor.

Valorile testului de reducere a radicalului cation
ABTS si a celui de determinare a puterii de reducere a
fierului coreleaza strans, ambele metode fiind adecva-
te pentru evaluarea activitatii antioxidante a biomasei
de spirulind in conditii de stres oxidativ indus.
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