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In prezentul studiu a fost evaluat efectul acetatilor de Cu(Il) si Zn(Il) cu si fara adaos de glucoza si al iluminarii
asupra productivitatii si producerii polizaharidelor intracelulare la cianobacteria Spirulina platensis. A fost analizata
componenta fractiilor polizaharidice obtinute la separare prin cromatografia pe coloana de Toyo-Pearl si stabilita natura
lor proteoglicanica. A fost propusd schema de realizare a unui procedeu de extragere si purificare a complexului de
polizaharide din biomasa.
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STUDY OF POLYSACHARIDES PRODUCED BY CYANOBACTERIA

SPIRULINA PLATENSIS IN MIXTROPHIC CULTIVATION

In the present work, the authors studied the effect of Cu (1) and Zn (I1) acetates with and without addition of glucose
and the influence of two illumination regimes on the productivity and production of intracellular polysaccharides in
cyanobacterium Spirulina platensis. The composition of the polysaccharide fractions obtained by chromatographic
separation on a Toyo-Pearl column was analyzed and their proteoglycanic nature was determined. A scheme for the
extraction and purification procedure of the polysaccharide complex from biomass has been proposed.

Keywords: Spirulina platensis, cultivation, intracellular polysaccharides, extraction, purification.

Introducere

Cianobacteriile sunt procariote fotoautotrofe care includ o mare varietate de specii cu diverse proprietati
morfologice, fiziologice si biochimice, fiind raspandite pe scara larga in habitate terestre si acvatice. Ciano-
bacteriile sunt considerate microreactoare ecologice pentru producerea a numerose biomolecule, inclusiv poliza-
haride. Multe cianobacterii sunt cunoscute ca fiind susceptibile sa sintetizeze si sa elimine materialul polizaha-
ridic in mediul de cultura in timpul cresterii celulare. Polizaharidele produse de cianobacterii, in paralel cu alte
polizaharide naturale obtinute din plante si macroalge, sunt utilizate tot mai frecvent in industria alimentara,
cosmeticd si farmaceutica. Polizaharidele cianobacteriene, avand diverse grupari functionale, cum ar fi hidroxil,
carboxil, sulfat etc., au capacitatea de a interactiona cu metale sau substante anorganice pentru a crea bionano-
compozite. Pe langa aplicatiile standard ale polizaharidelor in calitate de agenti de emulsifiere si gelifiere, flo-
culanti, agenti de hidratare etc., caracterul anionic special al polizaharidelor cianobacteriilor le face interesante
pentru aplicatiile biomedicale, deoarece s-a demonstrat cé polizaharidele sulfatate poseda proprietati inhibitoare
impotriva diferitor tipuri de virusuri si tumori [1,2], precum si in domeniul bioremedierii — la indepéartarea
metalelor toxice din apele poluate [3]. In plus, in ultimii ani a crescut interesul fata de exploatarea polizaharidelor
valoroase pentru diferite aplicatii industriale, iar cercetitorii acordd mai multa atentie valorificarii cianobacteriilor
producéatoare de polizaharide.

Spirulina este o cianobacterie care oferd o gama larga de aplicatii, in calitate de aditiv alimentar sau ca
remediu farmaceutic fara risc pentru sanatate. Studiile clinice sugereaza ca compusii extrasi din cianobacterii
si microalge au diverse functii terapeutice. Polizaharidele produse de spiruling, in special polizaharidele sulfatate,
antimicrobiene si antivirale, incluzand virusurile HIV, herpes si hepatita. In general, activitatea biologica a
polizaharidelor sulfatate este legatd de compozitia lor diferita si, in principal, de gradul de sulfatare a molecu-
lelor lor [4].

Spirulanul, care existda sub forma ionica (legata cu calciu sau sodiu), este un polizaharid sulfatat izolat din
cianobacteria Arthrospira platensis (Spirulina platensis) si consta din doua tipuri de unitati repetitive de dizaha-
rida, [—3)-a-L-Rha(1—2)-a-L-Aco-(1—] (unde Aco este 3-O-methyl-Rha cu grupari sulfat si O-hexuronosyl-
ramnozd). De asemenea, mai contine cantitai mici de xiloza, acid glucuronic si acid galacturonic. Masa Sa
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moleculara este de aproximativ 200x103g/mol si are de la 5 la 20% de sulfat, in functie de sursa [1,5]. Spirulanul
inhibd metastazele pulmonare in organismul uman si impiedica aderarea si proliferarea celulelor tumorale.
Au fost produse nanofibre bine definite pentru a fi utilizate ca matrici extracelulare pentru cultura de celule
stem si tratamentul viitor al leziunii maduvei spinarii [6].

Pana in prezent au fost raportate studii mai detaliate privind natura si proprietatile exopolizaharidelor produse
de unele specii de cianobacterii. Studiile anterioare au scos in evidenta efectul unor factori fizico-chimici asupra
producerii de exopolizaharide la unele cianobacterii. Astfel, a fost stabilit efectul pozitiv al ionilor de Cu?
[7], precum si al altor factori (NaCl, Na,SeOs majorarea intensitatii de iluminare, deficienta azotului) asupra
sintezei exopolizaharidelor la Spirulina platensis si a altor cianobacterii [8-11]. Totusi, in literatura de specia-
litate cercetdrile referitoare la factorii care influenteaza asupra sintezei polizaharidelor intracelulare sunt intr-un
numar redus.

Scopul prezentei lucrari este de a studia influenta unor factori fizico-chimici asupra producerii polizaharidelor
intracelulare la cianobacteria Spirulina platensis, de a evalua componenta fractiilor polizaharidice prin croma-
tografia pe coloana de Toyo-Pearl si de a elabora un procedeu de extragere si purificare a complexului de poli-
zaharide din biomasa.

Material si metode

Cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis CNM CB-02. Probe a cate 200 ml suspensie de spirulina
(0,4mg/ml) au fost cultivate in mediul Zarrouk modificat [7] la iluminarea de 3500 Ix (K proba de referintd),
cu suplimentarea acetatilor de Cu(ll) - Cu(Ac)2 (0,5, 1,0, 2,5 si 5,0 mg/l) si de Zn(1I) (0,5, 1, 2,5, 5,0 si 7,5 mg/l)
cu adaos a 2 g/ glucoza in ziua a 7-3, iar pentru variantele experimentale incepand cu a 7-a zi cultivarea a fost
continuata la 5500 Ix. La a 10-a zi de cultivare biomasa a fost recoltatd si determinata productivitatea si canti-
tatea de polizaharide.

Obtinerea biomasei de Spirulina platensis imbogitite cu seleniu. Probe a cate 200 ml suspensie de
spirulina (0,4 mg/ml) au fost cultivate Tn mediul Zarrouk modificat [8] la iluminarea de 3500 Ix (K proba de
referintd), cu suplimentarea a 2 g/l Na,SeOs in ziua a 7-a, iar pentru variantele experimentale incepand cu a
7-a zi cultivarea a fost continuata la iluminarea de 5500 Ix. La a 10-a zi de cultivare biomasa a fost recoltata
si determinata productivitatea si cantitatea de polizaharide.

Extragerea si izolarea polizaharidelor. Polizaharidele intracelulare au fost extrase cu apa in raport de
1:5 (V/V), la tratare termica pe baie la 95°C timp de 60-90 min. Dupa centrifugare, la supernatantul obtinut
s-a adaugat solutie de 20% acid tricloracetic (in raport de 3:1) pentru precipitarea proteinei din solutia de
polizaharide. Dupa centrifugare a fost determinata cantitatea de polizaharide cu antron.

Cromatografia pe coloana de Toyo-Pearl HW40F. Cromatografia de separare a fractiilor de polizaharide
intracelulare cu si fara Se a fost efectuata pe coloana de Toyo-Pearl HWA40F (Sigma Aldrich) (25 cm x 4,6 mm),
echilibrata cu solutie tampon 1 mM CuSOs, pH=4,5. Viteza de elutie 0,5 ml/min. Detectarea complexului de
polizaharide cu Cu?* a fost efectuata la A=240 nm, iar proteina a fost detectatd dupd absorbanta la 280 nm.

Spectrele UV-VIS ale polizaharidelor au fost trasate la aparatul UV-VIS Spectrometer T60 (Alma-Parc,
England).

Rezultate si discutii

Au fost studiate efectele reglatoare ale acetatilor de cupru si de zinc cu adaos de glucoza si fara glucoza,
precum si ale iluminarii asupra productivitatii si continutului de polizaharide la cianobacteria Spirulina platensis.
Acetatul de Cu(Il) a fost utilizat in concentratii de 0,5, 1,0, 2,5 si 5,0 mg/l, iar acetatul de zinc — In concentratii
de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 si 7,5 mg/l. Cultivarea 1n regim mixotrofic a fost efectuatd cu utilizarea acetatilor de Cu(Il)
si de Zn(II) in concentratiile mentionate cu adaos a 2 g/l de glucoza. Rezultatele referitoare la productivitatea
la a 10-a zi si continutul de polizaharide produse de cianobacteria Spirulina platensis la cultivare in prezenta
reglatorilor mentionati, suplimentati la mediul nutritiv n a 2-a zi de cultivare, cu varierea iluminarii in ziua a
7-a la 5500 Ix sunt prezentate in Figurile 1 si 2.

La suplimentarea acetatului de Cu(ll) la iluminarea de 3500 Ix, productivitatea spirulinei atestd valori
(1,27-1,19 g/l) ce depasesc usor valoarea probei de referinta (1,13 g/1), cu tendinta de diminuare odata cu cresterea
concentratiei (Fig.1a). Concentratia de 5 mg/l a acetatului de Cu(Il) este letald pentru cultura de spirulina.
Productivitatea spirulinei la cultivare cu suplimentarea acetatului de Cu(II) in limitele de concentratii 0,5-2,5 mg/I
cu majorarea iluminarii pana la 5500 1x inregistreaza valori mai diminuate (1,23-1,36 g/1) fata de proba de
referintda (1,48 g/l). Astfel, valorile productivitatii atestate la doua regimuri de iluminare sunt influentate
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negativ de acest compus cu majorarea concentratiei de Cu(Ac).. La concentratii ce depasesc 2,5 mg/l Cu(Ac):
acest compus are actiune toxica asupra culturii de spirulind, iar concentratia de 5 mg/1 are actiune letald asupra
culturii de spirulind. Cu cresterea concentratiei (in limitele de concentratii 0,5-2,5mg/l) cu adaos de glucoza
(2 g/l) 1a ambele regimuri de iluminare, cu prevalentd la iluminarea de 3500 1x, continutul polizaharidelor
intracelulare se majoreaza, atingdnd valoarea maxima de pana la 16,4% din biomasa (Fig.1b).
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Fig.1. Productivitatea cianobacteriei Spirulina platensis (a) si continutul de polizaharide (b)
produse de aceasta la cultivare cu iluminarea de 3500 si 5500 Ix si suplimentarea in a 7-a de cultivare a Cu(Ac):
cu glucoza si fara adaos de glucoza.

De mentionat ca atit majorarea ilumindrii, cat si prezenta glucozei diminueaza actiunea toxica a Cu?* asupra
spirulinei, ceea ce permite utlizarea unor concentratii mai inalte de Cu(Ac)z — pana la 5 mg/l. Acest fapt se
datoreaza sintezei mai sporite a expopolizaharidelor la iluminare mai intensa [7], ceea ce contribuie la legarea
partiald a ionilor de Cu?* prin complexare cu acestea. La regimul de iluminare de 5500 Ix rata de crestere a
culturii este mai Tnaltd, comparativ cu cea inregistrata la 3500 Ix.

In cazul suplimentarii acetatului de Zn(II) fara adaos de glucoza la 3500 Ix se observa diminuarea productivi-
tatii cu cresterea concentratiei in intervalul de 2,5-7,5 mg/l, pe cand in varianta cu adaos de glucoza se inregis-
treaza un efect pozitiv asupra productivitatii spirulinei pentru toate concentratiile (Fig.2a). La iluminarea de
5500 Ix fard adaos de glucoza, odata cu cresterea concentratiei de Zn(Ac)., are loc descresterea productivitatii
doar 1n intervalul de 5,0-7,5 mg/l. La 5500 Ix in probele cu adaos de glucoza productivitatea atesta valori maxime
(1,64 g/1) la concentratii de 1,0-2,5 g/l Zn(Ac).. Asadar, putem concluziona ca adaosul glucozei concomitent
cu Zn(Ac); anihileaza efectul negativ al metalului. La cultivarea fard adaos de glucoza, ionii de Zn?*, comparativ
cu ionii de Cu?*, manifesta un efect toxic mai moderat asupra cresterii si productivitatii spirulinei.
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Fig.2. Productivitatea cianobacteriei Spirulina platensis (a) si continutul de polizaharide (b)
produse de aceasta la cultivare cu iluminarea de 3500 si 5500 Ix si suplimentarea in a 7-a zi de cultivare a Zn(Ac)2
cu glucoza si fara adaos de glucoza.

Un efect de stimulare mai intens asupra acumularii polizaharidelor intracelulare (16,4% din BAU) a fost
observat la administrarea acetatului de cupru cu adaos de glucoza (2 g/1) 1a regimul de iluminare 3500 Ix. Adaosul
de glucozi diminueaza efectul toxic al ionilor de Cu?* si contribuie la majorarea productivitatii spirulinei, compa-
rativ cu probele suplimentate cu acetat fara glucoza.

Pentru obtinerea unui continut maxim de endopolizaharide in conditii dirijate este eficientd cultivarea
spirulinei cu suplimentarea in a 7-a zi de cultivare a 5 mg/l Zn(Ac). si a 2 g de glucoza cu majorarea iluminarii
pani la 5500 Ix sau la suplimentarea a 2,5 mg Cu(Ac), cu adaos de glucoza la 3500 Ix. in cazul Cu(Ac),, la
iluminarea de 3500 Ix productivitatea spirulinei este cu 27% mai diminuata (1,22 g/1) fata de valorile atestate
la iluminarea de 5500 Ix (1,55 g/l). La suplimentarea concomitenta a acetatului de Cu(Il) si a glucozei (2 g/l)
la iluminarea de 5500 Ix se observa un efect pozitiv asupra valorilor productivitatii. Din punctul de vedere al
valorificarii biotehnologice a exo- si endopolizaharidelor intr-un flux tehnologic integru, ar putea fi utilizata
si cultivarea spirulinei cu suplimentarea acetatului de cupru in concentratii de 2-2,5 mg/l cu adaos de glucoza
(2 g/l) concomitent cu varierea regimului de iluminare din a 7-a zi la 5500 Ix.

In baza cercetarilor efectuate in prezentul studiu a fost elaborat un procedeu de obtinere a biomasei de
spirulind cu un continut inalt de polizaharide (16,4%), care include cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis
CNM CB 02 in doua etape: la prima etapa cultivarea se efectueaza la 3500 Ix tump de 6 zile, iar din a 7-a zi
la iluminarea de 5500 Ix cu suplimentarea la mediul nutritiva 5 mg/l Zn(Ac), si a 2 g/l glucoza si cultivarea
este continuatd pana la a 10-a zi.

Pentru a evalua componenta endopolizaharidelor si a Se-endopolizaharidelor extrase din biomasa de
spirulina fara seleniu si cu continut de seleniu, respectiv, a fost efectuata cromatografia FPLC pe coloana de
Toyo-Pearl. Absorbanta fractiilor obtinute a fost masurata la doud lumgimi de unda — 240 si 280 nm, pentru
a evalua prezenta proteinelor in fractiile polizaharidice si a stabili natura lor proteoglicanica (Fig.3,4). Rezultatele
obtinute demonstreaza prezenta a doud picuri de polizaharide la determinarea absorbantei la 240 nm a com-
plexului polizaharidic cu Cu?. Primul pic, mai esential cantitativ, a fost inregistrat in fractiile 6-8, cu valoarea
maxima in fractia 6 — 2,26 si un pic mai minor in fractiile 9-12. Absorbanta fractiilor la 280 nm demonstreaza
prezenta proteinei in complexul de endopolizaharide, ceea ce ne-a permis si stabilim natura lor proteoglicanica.
Din cromatogramele prezentate putem concluziona ca preparatul de endopolizaharide produse de Spirulina
platensis este constuit din doi componenti de natura proteoglicanica. Prezenta glicoproteinelor la spirulina si
la clorela a fost confirmata si de alti autori. O glicoproteind cu masa moleculara 130 kD a fost izolata si
purificatd de catre cercetatorii chinezi [12]. O alta glicoproteina, izolata din Chlorella vulgaris, a demonstrat
activitate anticancer [13]. Astfel, glicoproteinele extrase din biomasa de S. platensis prezinta interes pentru
medicina si ar putea fi testate pe viitor la prezenta actiunii anticancer.

Analogic au fost analizate si Se-endopolizaharidele obtinute din biomasa de spirulind cultivata cu suplimen-
tarea la mediul nutritiv a Na;SeQs. Este predominant un pic proeminent de polizaharide, care include fractiile
5-11, dar 1n care este prezenta si proteina, care se elueaza in doud picuri inregistrate la lungimea de 280 nm,
maximumul de absorbtie al proteinelor (Fig.3).
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Fig.3. Fractiile de endopolizaharide produse de Spirulina platensis (a) si de Se-endopolizaharide obtinute din
biomasa cultivatd cu suplimentarea Na,SeOs, separate prin cromarografia pe coloana de Toyo-Pearl HW40F.
A0 — absorbanta complexului polizaharidic cu Cu?*, Azgo — absorbanta proteinei.

Spectrele UV-VIS ale preparatelor de endopolizaharide si de Se-endopolizaharide obtinute din spirulina
(Fig.4 a, b) au scos in evidentd prezenta picului proeminent la lungimea de undd 191-192 nm, care se datoreaza
prezentei acizilor uronici, precum si absorbanta mai redusa la 280 nm, ceea confirma si prezenta proteinei in
ambele preparate de endopolizaharide. Prezenta seleniului in Se-polizaharide ar putea intensifica actiunea
antiradicalica a acestora [14].
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Fig.4. Spectrele UV-VIS ale preparatelor de endopolizaharide (a) si de Se-endopolizaharide (b) din Spirulina platensis.

Procedeul prevede izolarea exopolizaharidelor din lichidul cultural prin precipitare cu etanol (in raport de
1:3), precedata de concentrarea prealabila a acestuia si dializd, iar din biomasa supusd congelarii-decon-
gelarii repetate se extrag endopolizaharidele cu apa purificata, la tratarea termica pe baia de apa (95°C).
Extractul cu continut de endopolizaharide este supus purificarii de fractia de proteine prin precipitare cu acid
tricloracetic de 20% (3:1). Pentru obtinerea preparatului de endopolizaharide, supernatantul obtinut dupa
centrifugare este supus dializei, apoi liofilizarii sau precipitarii cu alcool.

In cele ce urmeazi este prezentati schema de realizare a unui procedeu de obtinere a polizaharidelor
intracelulare (endopolizaharide) si a exopolizaharidelor produse de cianobacteria Spirulina platensis (Fig.5).

......... platensis !
! . |
Bi . Lichid cultural
tomasa (exopolizaharide)
. Distrugerea peretilor celulari (.?o.nlcclnr.ra.rc.a. '
coceree R Lichid cultural concentrat
- Extragerea ficobiliproteinelor * ( lizaharide)
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Rest de biomasi (extract sumar) * Precipitare cu -
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Fig.5. Schema de realizare a procedeului de extragere si obtinere a polizaharidelor
si a altor substante bioactive din biomasa de Spirulina platensis.
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Schema propusi in prezenta lucrare poate fi utilizatd pentru obtinerea polizaharidelor si din alte specii de
cianobacterii. In acest caz se selecteazi conditiile optime de cultivare si componenta optima a mediului nutritiv,
natura reagentului cu efect reglator asupra productivitatii si sintezei polizaharidelor, modul de distrugere a
peretilor celulari si solventul respectiv pentru extragerea polizaharidelor.

Concluzii
o A fost stabilit efectul reglator al Zn(Ac). si Cu(Ac). cu adaos de glucoza si al ilumindrii asupra producti-
vitatii spirulinei si continutului de endopolizaharide in biomasa. Un efect de stimulare mai intens asupra
acumularii polizaharidelor intracelulare (16,4% din BAU) a fost observat la administrarea acetatului de
cupru cu adaos de glucoza (2 g/) la regimul de iluminare 3500 1x. Adaosul de glucoza diminueaza efectul
toxic al ionilor de Cu?* si contribuie la majorarea productivititii spirulinei, comparativ cu probele suplimen-
tate cu acetat fara glucoza.
o A fost evaluatd componenta biochimica a fractiiilor de polizaharide separate prin cromarografia pe coloana
de Toyo-Pearl HW4O0F si stabilita prezenta proteoglicanilor.
e A fost propusa schema de realizare a procedeului de obtinere a endopolizaharidelor din biomasa ciano-
bacteriiei Spirulina platensis si au fost obtinute doua preparate polizaharidice de natura proteoglicanica
cu si fara seleniu.
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