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Rezumat
Articolul prezintă rezultatele cercetărilor orientate spre elucidarea efectelor stresului creat 
prin introducerea condiţiilor de fotoperiodism la spirulina, cultivată pe mediu cu adaos 
de acetat de zinc în calitate de protector şi stimulator biosintetic. Stresul de iluminare 
a fost indus la cultura de spirulină pe durata fazei de creştere exponenţială a ciclului 
vital prin reducerea perioadei luminoase la 4 ore din 24 ore. Parametrii monitorizaţi au 
fost: nivelul acumulării de biomasă, conţinutul de proteine, ficobiline, glucide, lipide  
şi β - caroten. S-a demonstrat că reducerea perioadei de lumina la 4 ore in zi constituie 
un stres pronunţat pentru cultura de spirulină. Efectul stresului se reflectă în reducerea 
cantităţii de biomasă şi creşterea conţinutului de lipide şi glucide. Acetatul de zinc din 
stimulator al acumulării de ficobiline şi β - caroten în condiţii de iluminare continuă se 
transformă în inhibitor în condiţii de stres de iluminare. 
Cuvinte cheie: Spirulina platensis, stres indus, regim de iluminare, acetat de zinc, 
conţinut biochimic.
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Introducere
Cianobacteriile reprezintă una dintre cele mai vechi şi cele mai de succes forme de 

viaţă pe Pământ. Lunga istorie evolutivă şi modul de viaţă fotoautotrof le-a permis să 
colonizeze diverse habitate. În prezent sunt cel mai important grup de organisme din 
punct de vedere numeric de pe planetă [9]. Apariţia şi dezvoltarea lor a fost unul din 
principalii factori, care a dus la trecerea la modul de viaţă oxic [10].

Evoluţia cianobacteriilor a avut loc in condiţiile unor modificări permanente 
ale mediului ambiant. Fluctuaţiile de temperatură, intensitate a luminii, salinitate, 
componenţă a mediului sunt surse de stres pentru diferite specii de cianobacterii. Pe 
durata evoluţiei aceste organisme şi-au dezvoltat mecanisme eficiente, care asigură 
supravieţuirea lor în condiţiile variaţiei principalilor parametri fizici. 

Lumina este sursa de energie pentru organismele fotosintetizatoare. De aceea, atât 
intensitatea luminii, cât şi calitatea ei determină intensitatea tuturor proceselor vitale. 
Cantitatea de biomasă, dar şi calitatea ei sunt influenţate de aceşti parametri. 

Lumina de culoare verde şi de intensitate de la 1200 lx asigură o acumulare accelerată 
de biomasă la spirulină, comparativ cu lumina roşie, albă, şi în special albastră de 
aceiaşi intensitate [11]. 
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Lumina de intensitate foarte înaltă provoacă efecte de inhibare a proceselor biologice 
la cianobacterii, inclusiv la spirulină. Efectul dat poate fi diminuat prin mărirea esenţială 
a cantităţii de carbon anorganic accesibil. În acest caz, inhibiţia survine mult mai târziu, 
iar revenirea culturii de spirulină la starea normală are loc mai repede şi cu urmări 
minime [15]. 

Scăderea intensităţii luminii de la 5 la 2 klux la spirulină este asociată cu o creştere 
simţitoare a cantităţii de clorofilă (cu aproximativ 30%) [4]. 

Influenţa iluminării asupra componentelor biochimice ale algelor fotosintetizante 
este pe larg controlată de procesul de fotoadaptare, când celulele algale suferă 
schimbări biochimice, fiziologice, biofizice şi structurale pentru a intensifica procesul 
de fotosinteză şi creştere [7].

O tendinţă comună a răspunsului celular la diminuarea intensităţii luminii este 
sporirea cantităţii pigmenţilor fotosintetici: clorofilelor, ficobilinelor, carotenoizilor 
primari. Intensificarea iluminării induce diminuarea cantitativă a pigmenţilor implicaţi 
în procesul de fotosinteză şi sporirea cantităţii carotenoizilor secundari cu rol 
fotoprotector (β-carotenul, zeaxantina). Intensitatea înaltă a luminii duce la mărirea 
cantităţii de polizaharide în cianobacterii. La cultivarea în bazine deschise a spirulinei, 
sinteza carbohidraţilor este mult mai înaltă în zile cu soare. Numeroase studii atestă 
o dependenţă invers proporţională a conţinutului de lipide, în special a acizilor graşi 
polinesaturaţi, de intensitatea luminii [1, 4, 5, 14].

Efectele luminii asupra organismelor vii sunt determinate nu numai de parametrii 
fizici ai acesteia, ci şi de durata de expunere, adică de prezenţa fenomenului de 
fotoperiodism. Variaţiile circadiene cu perioada de aproximativ 24 ore sunt caracteristice 
practic pentru toate procesele fiziologice a majorităţii organismelor cunoscute, inclusiv 
cele mai vechi, cum sunt cianobacteriile. 

Spirulina (Arthrospira) platensis – reprezentant tipic al cianobacteriilor - rămâne 
a fi unul dintre cele mai solicitate obiecte atât în plan de producere ficologică, cât 
şi al cercetărilor fundamentale. În natură spirulina este adaptată la condiţii de 
fotoperiodism, iar situaţia în care perioadele de lumină şi cele de întuneric alternează 
este normală pentru habitatele naturale. În experienţele noastre a fost utilizată o tulpină 
de spirulină adaptată la condiţii industriale, creată pentru producere de biomasă şi alte 
produse valoroase [13]. În condiţii industriale pentru această tulpină se aplică regimul 
de iluminare continuă iar condiţiile de fotoperiodism pot induce o stare de stres la 
această cultură. În acelaşi timp unele microelemente pot interveni în starea de stres prin 
ameliorarea, ori din contra, prin agravarea situaţiei. 

Zincul este un element esenţial pentru toate organismele. Este partea activă a peste 
300 de enzime implicate în cele mai importante procese vitale. Metabolismul proteic şi 
cel al acizilor nucleici depinde de zinc. Diviziunea, creşterea şi funcţionarea normală 
a celulelor este determinată de cantităţi suficiente de zinc. Zincul are proprietăţi 
antioxidante, care poate proteja celulele în condiţii de stres, inclusiv cel de iluminare 
[8]. În acelaşi timp, a fost stabilit, că zincul poate fi şi un stimulator biosisntetic, care 
produce o majorare a anumitor componente în biomasa de spirulină [12]. 

Scopul lucrării a fost de a evidenţia efectele stresului creat prin introducerea 
condiţiilor de fotoperiodism la spirulina, cultivată pe mediu cu adaos de acetat de zinc 
în calitate de protector şi stimulator biosintetic. 
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Material şi metode
Obiectul de studiu. Tulpina cianobacteriei Spirulina platensis  

CNMN-CB-11[13]. 
Procesul şi condiţiile de cultivare. Pentru cultivarea spirulinei a fost utilizat 

mediul nutritiv mineral cu următoarea componenţă: macroelemente (în g/l): 
NaNO3-2,5; NaHCO3-8,0; NaCl-1,0; K2SO4-0,6; Na2HPO4-0,2; MgSO4•7H2O-0,2;  
CaCl2-0,024; 1ml/l soluţie de microelemente ce conţine (mg/l(mediu): H3BO3-
2,86; MnCl2•4H2O-1,81; CuSO4•5H2O -0,08; MoO3 –0,015); FeEDTA-1ml/l.  
Suplimentar, mediul de cultivare (atât în seria experimentală, cât şi în cea martor) a 
conţinut şi acetatul de Zn(II) în concentraţie de 15,0 mg/l. Pe durata cultivării au fost  
respectaţi următorii parametri de proces: cantitatea de cultură start (inoculum) –  
0,4-0,45g/l BAU; temperatura de 28-32oC, pH-ul optim al mediului 8-10, 
iluminarea (pe perioada de creştere a culturii la lumină) de ~ 37-55 µM 
fotoni/m2/s. Cultura a fost agitată zilnic, timp de 2 ore pe un agitator 
universal de laborator tip WU-4 cu frecvenţa oscilaţiilor de 2500 hz.  
Durata ciclului de cultivare de 7 zile. Probele de spirulină au fost colectate zilnic cu 
interval de 24 ore.

Condiţiile de stres de iluminare. În ziua a 3-a (după 48 ore) a ciclului de cultivare, 
care corespunde sfârşitului lag fazei şi începutului fazei de creştere exponenţială, cultura 
de spirulină a fost supusă stresului de iluminare prin reducerea perioadei luminoase la 
4 ore din 24 ore. Astfel regimul de iluminare a fost cu fotoperiodicitatea de 4 ore 
lumină/20 ore întuneric. Acest regim a fost respectat până în ziua a 7-a de cultivare. 

Metodele de determinare a conţinutului biochimic al biomasei de spirulină.
Conţinutul de proteine în biomasă, a fost determinat spectrofotometric prin 

metoda Lowry cu utilizarea reagentului Folin-Ciocalteu [6]. Conţinutul de glucide a 
fost determinat în baza deshidratării hexozelor în prezenţa acidului sulfuric concentrat, 
urmat de condensarea acestora cu reagentul antron [16]. Lipidele au fost determinate 
spectrofotometric cu utilizarea reagentului fosfo-vanilinic în extractul cloroformic  
[ 3]. Cantitatea de ficobiline a fost determinată în extractul hidric obţinut din biomasa 
de spirulină [2]. β – carotenul a fost extras în alcool etilic de 96%, iar absorbanţa 
măsurată la 450nm. Toate secvenţele experimentale au fost efectuate în trei repetări, iar 
rezultatele au fost prelucrate statistic utilizând facilităţile Microsoft Excel 2010. 

Rezultate şi discuţii
Ipoteza de lucru pentru cercetările, rezultatele cărora sunt expuse în acest articol 

constă în următoarele: în condiţii de stres de iluminare cu reducerea perioadei luminoase 
la doar 4 ore din 24, cultura de spirulină poate reacţiona prin reorientarea activităţii 
biosintetice cu scopul de menţinere a viabilităţii celulelor. Prezenţa stimulatorilor 
chimici în mediul de cultivare, care se implică activ în sinteza componentelor 
structurale şi funcţionale poate modifica răspunsul culturii de spirulină la stresul indus 
de modificarea condiţiilor de cultivare, în cazul dat a condiţiilor de iluminare. În 
studiul nostru, în calitate de stimulator chimic cu implicare în activitatea biosintetică 
a spirulinei a fost utilizat acetatul de zinc. Acest compus, conţine zincul în calitate 
de bioelement, iar în calitate de ligand – acetatul, pentru ambele componente fiind 
cunoscut rolul lor important în diverse procese biochimice derulate la nivel de celulă.  
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Rezultatele obţinute la inducerea stresului de iluminare pe durata fazei 
de creştere exponenţială a ciclului de dezvoltare a spirulinei au fost 
comparate cu rezultatele obţinute la cultivarea spirulinei în condiţii 
optimale cu regimul de iluminare continuu în lipsa sau în prezenţa  
acetatului de zinc. 

În condiţiile regimului de iluminare continuă, spirulina, cultivată în prezenţa 
acetatului de zinc, în primele zile ale fazei de creştere exponenţială a acumulat biomasă 
mai lent comparativ cu martorul (fig. 1A). În ziua a 5-a a fazei de creştere exponenţială, 
conţinutul de biomasă în probele de spirulina crescută în prezenţa acetatului de zinc a fost 
cu 23% mai mare comparativ cu martorul, în ziua a 6-a, la sfârşitul fazei exponenţiale, 
conţinutul de biomasă aliniindu-se practic la valorile conţinutului de biomasă  
din proba martor. 

Figura 1. Productivitatea spirulinei pe durata fazei de creştere exponenţială la cultivare 
în prezenţa acetatului de zinc: A – în regim de iluminare continuă şi B – în regim de 
iluminare periodică 4h/20h.

În condiţii de stres de iluminare, indus pe durata fazei de creştere exponenţială, 
cultura de spirulină a continuat să acumuleze biomasă, conţinutul maximal al acesteia 
de 0,738-0,740 g/L fiind stabilit în zilele a 5-a şi a 6-a de cultivare (fig. 1B). În varianta 
experimentală de suplimentare a mediului de cultivare cu acetat de zinc a fost stabilită 
o reţinere a creşterii culturii de spirulină pe durata fazei exponenţiale. În această fază 
a ciclului său vital, spirulina a acumulat cu 18% mai puţină biomasă comparativ cu 
martorul, iar conţinutul de biomasă nu s-a modificat pe durata fazei exponenţiale. 
Este de menţionat, că începutul fazei staţionare s-a remarcat prin reducerea cu 20% a 
conţinutului de biomasă în martor şi cu 15% în varianta experimentală. 

Prin urmare, spirulina cultivată în prezenţa stimulatorului chimic – acetatul de zinc 
este mai puţin rezistentă la reducerea perioadei luminoase, comparativ cu martorul.

Procesul de biosinteză şi respectiv, de acumulare a proteinelor nu a fost perturbat 
semnificativ de insuficienţa iluminării culturii de spirulina (fig. 2A, 2B).

Conţinutul proteinelor în martor s-a menţinut în limita valorică de 58-60% pe 
durata fazei de creştere exponenţială şi s-a redus nesemnificativ spre începutul fazei 
staţionare. În condiţii optime de iluminare, acetatul de zinc nu a modificat sinteza 
proteinelor de către spirulină pe durata fazei de creştere exponenţială. În condiţiile unui 
regim periodic de iluminare s-a observat o reducere cu 43% a conţinutului de proteine 
în biomasa de spirulină cultivată în prezenţa acetatului de zinc la sfârşitul fazei de 
creştere exponenţială. 
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În variantele experimentale cu regimul de iluminare continuă şi cu aplicarea 
acetatului de zinc s-a determinat majorarea cu 40-48% a conţinutului de ficobiline 
pe durata fazei de creştere exponenţială (fig. 3A), demonstrând implicarea pozitivă a 
stimulatorului chimic în stimularea procesului de sinteză a acestor compuşi biologic 
activi în biomasa spirulinei.

Figura 2. Modificarea conţinutului de proteine în biomasa de spirulină pe durata fazei 
de creştere exponenţială la cultivare: A – în regim de iluminare continuă şi B – în regim 
de iluminare periodică 4h/20h.

Figura 3. Modificarea conţinutului de ficobiline în biomasa de spirulină pe durata fazei 
de creştere exponenţială la cultivare: A - în regim de iluminare continuă şi B – în regim 
de iluminare periodică 4h/20h.

În regim de iluminare periodică, în varianta martor, conţinutul de ficobiline nu s-a 
modificat substanţial pe durata fazei de creştere exponenţială, valorile ne fiind diferite 
de cele obţinute în condiţii de iluminare continuă (fig. 3B). În variantele experimentale 
cu spirulina cultivată în prezenţa acetatului de zinc şi cu regimul de iluminare redus la 
începutul fazei de creştere exponenţială, conţinutul total de ficobiline determinate în 
biomasa spirulinei a fost cu 15% mai mic comparativ cu martorul. La sfârşitul fazei 
de creştere exponenţială, conţinutul ficobilinelor în biomasă a scăzut cu 48%, iar la 
începutul fazei staţionare – s-a redus cu 54%. 

Prin urmare, odată cu reducerea perioadei de iluminare la 4 ore din 24 ore, acetatul 
de zinc din mediul de cultivare inhibă sinteza ficobilinelor în biomasa spirulinei.

Conţinutul de glucide nu s-a modificat esenţial pe durata fazei de creştere exponenţială 
în biomasa de spirulină cultivată în condiţii de iluminare continuă (varianta martor), 
înregistrând-se chiar o slabă tendinţă de micşorare a lor (fig. 4A).

În varianta cu aplicarea acetatului de zinc, la sfârşitul fazei exponenţiale a fost 
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stabilită o creştere cu 14% a conţinutului de glucide în biomasa de spirulină, comparativ 
cu începutul perioadei exponenţiale. Astfel, conţinutul de glucide, rezultat la sfârşitul 
cultivării, a fost cu 64% mai mare comparativ cu martorul şi cu 44% mai mare 
comparativ cu începutul perioadei exponenţiale. 

Figura 4. Modificarea conţinutului de glucide în biomasa de spirulină pe durata fazei de 
creştere exponenţială la cultivare: A – în regim de iluminare continuă şi B – în regim de 
iluminare periodică 4h/20h.

Pentru cianobacteria Spirulina platensis este specifică acumularea glucidelor în 
condiţii de stres. În regim de iluminare periodică, în varianta martor, conţinutul de 
glucide a crescut pe durata exponenţială, fiind cu 23% mai mare la sfârşitul perioadei 
exponenţiale (fig. 4B). În varianta cu aplicarea acetatului de zinc, conţinutul de glucide 
în biomasă la sfârşitul fazei exponenţiale a fost cu 22% mai majorat comparativ cu 
perioada iniţială şi cu 20% comparativ cu probele martor. 

Prin urmare, acetatul de zinc, în condiţii de iluminare redusă, îşi intensifică efectul 
său de stimulare a sintezei glucidelor de către Spirulina platensis.

Conţinutul de lipide pe durata creşterii exponenţiale s-a modificat nesemnificativ în 
biomasa de spirulină cultivată în condiţii optimale, începutul fazei de creştere staţionară 
ne fiind însoţit de reducerea drastică a cantităţii lor (fig. 5A). 

Figura 5. Modificarea conţinutului de lipide în biomasa de spirulină pe durata fazei de 
creştere exponenţială la cultivare: A – în regim de iluminare continuă şi B – în regim de 
iluminare periodică 4h/20h.

În varianta experimentală cu introducerea în mediul de cultivare a acetatului 
de zinc, în regim de iluminare continuă, conţinutul lipidelor în biomasă a fost mai 
mic faţă de probele martor. În mod similar, acetatul de zinc a redus capacitatea de 
sinteză a lipidelor la spirulina supusă stresului de iluminare pe durata fazei de creştere 
exponenţială (fig. 5B).
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În condiţii de stres de iluminare, în biomasa spirulinei conţinutul de lipide a crescut 
cu 50% comparativ cu spirulina cultivată în regim de iluminare continuă. În primele 
24 ore de stres indus de iluminare, conţinutul lipidelor a crescut practic de două ori. 
La mijlocul fazei de creştere exponenţială care corespunde zilei a 5-a de cultivare, 
cantitatea de lipide a crescut nesemnificativ. La începutul fazei de creştere staţionară, 
conţinutul de lipide în biomasa spirulinei a fost cu 20% mai mic faţă de începutul fazei 
de creştere exponenţială. Astfel, reducerea perioadei luminoase la cultivarea spirulinei 
induce sinteza lipidelor la această cultură.

În varianta experimentală cu regimul de iluminare continuă, în experienţele 
cu aplicarea acetatului de zinc, conţinutul lipidelor nu s-a modificat semnificativ.  
În condiţii de stres de iluminare, în biomasa spirulinei cultivată în prezenţa acetatului 
de zinc, primele 24 ore de stres au indus reducerea cu 33% a conţinutului lipidelor 
în biomasă comparativ cu aceeaşi variantă obţinută în condiţii optime de creştere. 
Pe durata fazei de creştere exponenţială, în cultura de spirulină supusă stresului de 
iluminare, conţinutul lipidelor a crescut. Astfel, în ziua a 7-a, începutul fazei de creştere 
staţionară, conţinutul lipidelor în biomasă a constituit 7% ceea ce este de două ori mai 
mult comparativ cu conţinutul lipidelor determinat în biomasa de spirulină la începutul 
fazei de creştere exponenţială.

 Prin urmare, condiţiile de iluminare determină nivelul de acumulare a lipidelor 
în biomasa de spirulină la creşterea culturii în prezenţa acetatului de zinc. Reducerea 
drastică a perioadei de iluminare a culturii de spirulină induce sinteza acestor 
constituenţi ai biomasei şi în cazul cultivării în prezenţa stimulatorilor chimici, în cazul 
dat a acetatului de zinc. 

În condiţii optimale de cultivare în regim de iluminare continuă, conţinutul de 
β-caroten în biomasa de spirulină a scăzut cu 12% pe durata fazei de creştere exponenţială 
a culturii (fig. 6A). Acetatul de zinc, în aceste condiţii experimentale a stimulat cu 35% 
acumularea β-carotenului în biomasa spirulinei în a 5-a zi de cultivare. 

Figura 6. Modificarea conţinutului de β-caroten în biomasa de spirulină pe durata fazei 
de creştere exponenţială la cultivare: A – în regim de iluminare continuă şi B - în regim 
de iluminare periodică 4h/20h.

Conţinutul de β - caroten în biomasa spirulinei supusă stresului de iluminare s-a 
diminuat pe durata fazei de creştere exponenţială (fig. 6B). În cazul martorului, scăderea 
conţinutului de β - caroten în biomasă a fost un proces lent astfel, că la sfârşitul perioadei 
exponenţiale valoarea lui s-a redus cu 27%.
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În varianta experimentală cu regimul de stres de iluminare, în experienţele cu 
aplicarea acetatului de zinc, cultura de spirulină aflată în faza de creştere exponenţială 
a ciclului vital, a redus cu 23% conţinutul de β - caroten după 48 ore de cultivare în 
condiţii de iluminare redusă. În următoarele zile, conţinutul de β - caroten în biomasă 
nu s-a modificat şi spre sfârşitul fazei de creştere exponenţială, începutul fazei de 
creştere staţionară, acesta a fost practic identic celui din probele martor. Prin urmare, 
în condiţii de iluminare insuficientă, acetatul de zinc nu se manifestă ca stimulator al 
carotenogenezei.

Concluzii
Condiţiile de iluminare continuă asigură o acumulare sporită de biomasă de 

spirulină, comparativ cu condiţiile de stres de iluminare. Acetatul de zinc se manifestă 
ca stimulator al productivităţii spirulinei la iluminare continuă, în timp ce in condiţii de 
stres de iluminare acesta are un rol de inhibare a acumulării de biomasă.

Conţinutul de proteine în biomasa de spirulină nu diferă semnificativ în condiţii 
de iluminare continuă şi de iluminare redusă, dar se observă o uşoară tendinţă de 
descreştere pe durata ciclului vital. Acetatul de zinc în condiţii de stres de iluminare 
la sfârşitul fazei de creştere exponenţială se manifestă ca inhibitor al acumulării de 
proteine în biomasă.

În lipsa acetatului de zinc condiţiile de stres de iluminare nu modifică semnificativ 
conţinutul de ficobiline. Acetatul de zinc este un stimulator activ al acumulării 
de ficobiline în condiţii de iluminare continuă şi un inhibitor în condiţii de stres de 
iluminare. Cel mai pronunţat efect de inhibiţie în condiţii de stres se observă la trecerea 
culturii în faza staţionară.

Condiţiile de stres de iluminare duc la creşterea conţinutului de glucide şi lipide în 
biomasa de spirulină. Sub influenţa acetatului de zinc are loc o reducere a conţinutului 
de lipide în condiţii de stres pe durata fazei de creştere exponenţială, iar la ziua a 7-a se 
observă din contra, o stimulare a acumulării de lipide şi glucide. 

În condiţii de iluminare continuă acetatul de zinc este un stimulator al acumulării 
β - carotenului, în timp ce în condiţii de stres de iluminare, acţiunea substanţei este 
inversă, provocând reducerea cantităţii de pigment, în special la ziua 4-6.

Astfel, reducerea perioadei de lumina la 4 ore în zi constituie un stres pronunţat 
pentru cultura de spirulină. Efectul stresului se reflectă în reducerea cantităţii de 
biomasă şi creşterea conţinutului de lipide şi glucide. Acetatul de zinc din stimulator al 
acumulării de ficobiline şi β - caroten în condiţii de iluminare continuă se transformă în 
inhibitor în condiţii de stres de iluminare. 
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