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The paper deals with the results of qualitative and quantitative studies of the carbohydrate complexes isolated from
cyanobacteria Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CALU-835, Nostoc linckia (Roth.) Born et Flah CNM CB 03, red alga
Porphyridium cruentum CNM-AR 01, green algae Dunaliella salina Teod.Calu CNMN-834, and Haematococcus plu-
vialis Flotow CNM-AV-05. The carbohydrate composition and characterization of sugar from 5 species of microalgae
and cyanobacteria were detected. In each case, the presence of alcohol soluble carbohydrates, water soluble carbohydrates,
and carbohydrates of hemicellulose’s and cellulose’s types is shown. The presence of sulfated polygalactans compo-
nents in the hot-water extract commonly used in photobiotechnology S.platensis and P.cruentum was demonstrated.

Introducere

Una dintre principalele sarcini ale ficobiotehnologiei moderne constd in evidentierea si valorificarea noi-
lor surse de substante biologic active (SBA): proteine, vitamine, pigmenti, aminoacizi, lipide, carbohidrati etc.
Studiile stiintifice recente din tara si de peste hotare atestd compozitia biochimica pretioasa a microalgelor si
cianobacteriilor ce apartin gg.Spirulina, Dunaliella, Nostoc, Porphyridium, precum si avantajul lor de a pro-
duce cu un randament sporit compusi naturali valorosi, fapt ce le plaseaza printre obiectele biotehnologice
de incontestabila actualitate si de mare perspectiva. Realizari valoroase in domeniul studierii conditiilor de
sinteza orientatd a SBA de catre cianobacterii si microalge au fost obtinute de cétre savantii din Republica
Moldova, care au brevetat mai multe medii de cultivare si procedee de obtinere a biomasei algale [1-3].

Cianobacteriile si algele microscopice, in spetd cele rosii §i verzi, reprezintd o sursa inepuizabila de poli-
zaharide (PZ) cu proprietati unice si aplicatii speciale in medicind, fitotehnie, tehnologii microbiene [4-6].
Bibliografia selectiva la tema atesta ca productia polizaharidelor de catre microalge si cianobacterii depinde
in mare masura de conditiile de mediu si cultivare (concentratia nutrientilor, iluminare, temperatura, pH si a.).
De altfel, anume gratie usurintei de dirijare a conditiilor de crestere in bioreactoare, precum si diversitatii
biochimice oferite, microalgele si cianobacteriile au devenit obiectul unor cercetari stiintifice intense in
vederea producerii SBA [7].

Lewis [8] a verificat capacitatea mai multor specii din filumul Chlorophyta, in speta ale g.Chlamidomonas,
de a sintetiza polizaharide extracelulare, apreciind indeosebi Ch.mexicana pentru cele cca 25% polizaharide
din productia sa organica totald. La fel, Moore si Tischer [9] comunicad despre nivelul inalt al productiei de
polizaharide extracelulare observat la mai multe alge verzi si cianobacterii. Becker [10] caracterizeaza conti-
nutul total (%BAU) al carbohidratilor algelor verzi ca unul destul de variat: de la 4% la Dunaliella bioculata,
12-17% — la Chlorella vulgaris, 26% — la Ch.pyrenoidosa, pana la 32% la D.salina. Autorul a fixat prezenta
urmadtoarelor cantitdti de glucide la cianobacterii si alge rosii: Spirulina platensis — 8-14%, S.maxima — 13-
16%, Porphyridium cruentum — pana la 57%.

Investigatiile cianobacteriilor si microalgelor sub aspectul relevarii si separdrii substantelor bioactive de
naturd glucidica ofera suportul informational indispensabil pentru fundamentarea procesului de sinteza orien-
tatd a substantelor bioactive, cu perspectiva elaborarii unor noi tehnologii si preparate. In aceasti ordine de
idei, scopul lucrarii de fatd a fost realizarea unui studiu calitativ si cantitativ al complexului de glucide ale
unor reprezentanti ai cianobacteriilor si microalgelor din Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene.

Material si metode

Mostre ale biomasei si lichidului cultural ale tulpinilor cianobacteriilor Spirulina platensis (Nordst.) Geitl
CALU-835, Nostoc linckia (Roth.) Born et Flah CNM CB 03, algelor verzi Dunaliella salina Teod.Calu
CNMN-834 si Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05, algei rosii Porphyridium cruentum CNM-AR 01,
selectate la etapa stationard de crestere, au fost oferite de Laboratorul Ficobiotehnologie al Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM.
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S.platensis era cultivatd in mediu mineral lichid Nr.16 [11] cu intensitatea iradierii 12-15 x 10° erg/cm’ in
prima zi si 18-21 x 10’ erg/cm’ in urmitoarele zile, la temperatura 30-34°C si amestecarea continui a culturii.
Prelevarea biomasei a fost efectuatd in a 5-a zi, dupa spélarea ei prealabila cu solutie acetat de amoniu [12].

P.cruentum a fost crescut in mediu lichid, la temperatura 25-26°C si iradierea 2-3 x 10° erg/cm® [13].
Productivitatea algei in a 7-a zi de cultivare constituia 6 g biomasa /L.

Probe ale biomasei si ale lichidului cultural al H.pluvialis, N.linckia, D.salina au fost selectate la etapa sta-
tionara de crestere, cu separarea biomasei prin filtrare si spalarea cu solutie acetat de amoniu dupa necesitate.

Fractionarea biomasei algale a fost executatd in patru etape [14]. La etapa I au fost extrase cu alcool 80%
mono- si dizaharidele. Prin extragerea cu apa caldd a fost obtinuta fractia Il a polizaharidelor coloidale
(dextroze, gume, substante pectice). La etapa III, prin hidrolizd in sol.2% H,SO,, au fost extrase substantele
pectice si polizaharidele de tipul hemicelulozei (PZ de structurd), iar la hidroliza restului probei in sol. 80%
H,SO, a fost obtinuta fractia [V (PZ de structura, sau carbohidrati de tipul celulozei).

Schema obtinerii fractiei glucidice ,,PB” (polizaharid brut) din spirulina si porfiridium prevede extragerea
repetatd a liofilizatului biomasei algale brute cu apa distilata fierbinte (100°C) timp de o ora, liofilizarea super-
natantului rezultat in urma centrifugarii, prelucrarea prafului obtinut cu sol. 10% acid tricloracetic, inghetarea/
dezghetarea partii lichide, centrifugare. Fractia solubila in acid este supusa dializei contra apei distilate timp
de 24 de ore. Prin liofilizarea partii nedializate a fost obtinut un praf, care reprezinta polizaharidul brut ,,PB” [15].

Determinarea cantitativa a continutului sumar de glucide a fost facuta prin metoda colorimetrica cu reac-
tiv antronic, standard — D-glucoza [16]. Compozitia monozaharidica a glucidelor fiecdrei probe a fost cerce-
tatd prin metoda cromatografiei in strat subtire CSS pe placi Silufol UV 254 in sistemul revelator ,nz-butanol —
acid acetic — apa” (4:5:1). Concomitent, alicuota fiecarei probe a fost supusa hidrolizei in sol. 1IN H,SOy, in
fiole sudate, la 100°C timp de 5 ore. Hidrolizatul obtinut era neutralizat cu BaCOs si centrifugat, supernatan-
tul era uscat la 40°C [15]. Placile cromatografiate au fost examinate dupa testele de reactivitate cu anilinftalat
(culoare rosie cu aldopentoze si cafenie cu aldohexoze) si benzidina diazotata (culoare cafenie cu monoaldoze).
Monozaharidele erau identificate conform Rf si reactiei colorate a petelor pe cromatograme la confruntarea
cu setul standard de glucide simple [17].

Spectrometria-IR a fost executata la dispozitivul Specord IR-75 in amestec cu KBr sau ulei de vaselina, in
regiunea numerelor de undi 400-2200 cm™ [18]. Continutul substantelor uscate a fost determinat prin metoda
gravimetrica.

Rezultate si discutii

Bibliografia selectiva la tema atesta ca cianobacteriile contin un numar redus de monozaharide libere [19].
Astfel, cantitatea monozelor libere ale Nostoc commune alcatuieste, conform Payen [20], 0,4-1,5% la sub-
stanta uscata, sau 0,03-0,04%, conform Quillet [21].

Informatia prezentatd mai jos demonstreaza pluricomponenta polizaharidelor izolate din cianobacterii.
Complexul de polizaharide ale N.muscorum a fost cercetat de Biswas [22]. Autorul a observat ca acest com-
plex este alcatuit din galactoza, glucoza, arabinoza, riboza, xiloza, ramnoza. Hough si coaut. au gasit ca circa
60% din polizaharidele N.commune hidrolizeaza usor in prezenta acizilor, iar 30% din gume constau din
acizii galacturonic si glucuronic, 10% — din ramnoza, 25% — din D-xiloza, restul 35% alcatuiesc galactoza,
glucoza si monoze neidentificate [23]. Mai tarziu, Musak [24] relateaza despre prezenta glucozei, galactozei
si arabinozei la N.commune. Monozele principale ale polizaharidelor extracelulare ale algei verzi Coelastrum
sphaericum sunt ramnoza, galactoza, manoza, glucoza si acidul uronic. Brown [25] a realizat un studiu com-
parativ al algelor verzi Dunaliella tertiolecta, Nannochloris atomus si al mai multor specii de diatomee si
prasinofite, in care a demonstrat cd componentii glucidici majori ai microalgelor cercetate variaza in depen-
denta de clasa si specie, glucoza fiind principalul component al polizaharidelor cercetate, iar ramnoza, fuco-
za, riboza, arabinoza, xiloza, manoza si galactoza sunt prezente in diferite proportii.

Continutul sumar al glucidelor N.muscorum constituie 25-48%, N.punctiforme — 21-42%, S.platensis —
pana la 15% [26]. Savantii francezi Allard, Casadevall [27], pe exemplul a 5 tulpini ale aceleiasi specii de
alge verzi Botryococcus braunii, au conchis ca polizaharidele algale extracelulare pot fi eterogene ca struc-
turd si masa moleculara chiar si in cadrul unei singure specii; totusi, calitativ, monozele constituiente raman
invariabile. Autorii relateaza despre prezenta predominantd a galactozei, la fel a fucozei, ramnozei, glucozei
si a 2 zaharuri neidentificate la B.braunii.
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Rezultatele cercetarilor proprii a 5 tulpini de microalge si cianobacterii din Colectia Nationala de Micro-
organisme Nepatogene au demonstrat cd continutul sumar al glucidelor in biomasa de nostoc, dunaliela,
porfiridium si hematococcus constituie 45,9, 30,2, 57,5 si 22,1% biomasa absolut uscata BAU, respectiv
(a se vedea Tabelul).

Conform datelor obtinute, alga rosie P.cruentum CNM-AR 01 se deosebeste printr-un continut deosebit
de inalt de glucide alcool- si hidrosolubile, principalele monoze constitutive fiind galactoza, glucoza, acidul
glucuronic. Analizele CSS si IR-spectroscopice au demonstrat prezenta compusilor cu sulf si a celor aminici
in fractia ,,PB” din porfiridium. Este bine cunoscut ca algele rosii contin poligalactani sulfatati, fapt mentio-
nat si in studiile noastre anteriore [28-29]. Astfel, prezenta galactozei si a sulfului confirma in mod indirect
posibilitatea existentei caraginanilor sulfatati in materialul cercetat.

La fractionarea succesiva a biomasei de porfiridium, repartizarea cantitativa a glucidelor sumare are o
tendintd clard. Cantitatea principald a glucidelor este extrasa cu apa (70,80%). Prin extractia cu alcool se
obtin 22,22%, iar la hidroliza cu acid — numai 6,98%. De obicei, cu ajutorul apei sunt extrase polizaharidele
slab legate de tipul pectinelor vegetale, iar cu alcool — mono- si oligozaharidele. Hidroliza in conditii mai
aspre permite cercetarea polizaharidelor structurale (a se vedea Tabelul, Fig.1).

Investigatiile tulpinii cianobacteriei N./inckia (Roth.) Born et Flah CNM CB 03 au demonstrat ca partea
principala a glucidelor de nostoc se afld in stare polimerizatd, avand ca monoze constitutive xiloza, galac-
toza, arabinoza si cel putin doud monoze neidentificate. Monoze libere in lichidul cultural de nostoc nu au
fost observate. La fractionarea succesivd a biomasei de nostoc repartizarea cantitativa a glucidelor sumare
are o tendintd clara. Cantitatea principald a glucidelor se obtine la hidroliza acida (88,44% din suma gluci-
delor). Prin extractia cu alcool se obtin 8,92% glucide, cu apa — 2,64% din suma glucidelor [30]. Continutul
sporit de hemiceluloza si substante pectice denota ca, in special, acestor glucide le revine rolul elementelor
structurale de baza ale N./inckia.

Tabel

Continutul glucidelor in biomasa microalgelor si cianobacteriilor
cercetate la fractionarea biomasei algale

Fractia Specificarea glucidelor Carbohidrati .
] % BAU ‘ % suma glucidelor
Porphyridium cruentum CNM-AR 01
I Mono- si dizaharide solubile in alcool - 22,2
II PZ coloidale hidrosolubile - 70,8
11 PZ de tipul hemicelulozei si compusilor pectinici - 5,8
v PZ de tipul celulozei - 1,2
Nostoc linckia (Roth.) Born et Flah CNM CB 03
| Mono- si dizaharide solubile in alcool 4,09 8,9
II PZ coloidale hidrosolubile 1,21 2,6
1 PZ de tipul hemicelulozei si compusilor pectinici 35,95 78,4
v PZ de tipul celulozei 4,62 10,1
Dunaliella salina Teod.Calu CNMN-834
| Mono- si dizaharide solubile 1n alcool 9,02 29,9
11 PZ coloidale hidrosolubile 0,68 2.3
11 PZ de tipul hemicelulozei si compusilor pectinici 15,94 52,9
v PZ de tipul celulozei 4,51 14,9
Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05
I Mono- si dizaharide solubile 1n alcool 3.83 17.3
11 PZ coloidale hidrosolubile 5.50 24.9
11 PZ de tipul hemicelulozei si compusilor pectinici 9.50 43.0
v PZ de tipul celulozei 3.27 14.8
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Rezultatele cercetarilor proprii ale glucidelor algei verzi D.salina Teod.Calu CNMN-834 atesta uniformi-
tatea compozitiei glucidelor de dunaliela, acestea fiind in mare parte polimerizate, de structura (67,83% din
suma glucidelor) si contin in calitate de monomeri principali galactoza si arabinoza, precum si cel putin un
monozaharid cu o mobilitate superioara arabinozei (Rf 0,72), de natura aldopentoza sau acid 2-cetohexonic.
Prin extractia cu alcool la fel am obtinut o parte importantd de glucide — 29,91% din suma glucidelor. Canti-
tatea glucidelor libere din lichidul cultural al D.salina constituie 0,4% BAU (a s vedea Tabelul, Fig.1).

100+
80
60
40
20
0
P.cruentum N.linckia D.salina H.pluvialis
B Solubile Tn alcool O Hidrosolubile
0 2%H,SO, 0 80% H,SO,

Fig.1. Distributia cantitativa a fractiilor principale de carbohidrati in biomasa tulpinilor de microalge
si cianobacterii in studiu, % suma glucidelor.

Cercetarile biochimice ale lichidului cultural de H.pluvialis Flotow CNM-AV-05 atestd prezenta unei
cantitati nesemnificative de glucide — 2,1% BAU si lipsa unor monoze libere. Prin urmare, aceasta cantitate
poate fi atribuita glucidelor polimerizate — polizaharidelor extracelulare hidrosolubile, eliminate de algd in
mediu pe parcursul cultivarii. Partea principald a glucidelor de hematococcus din biomasa si lichid cultural
se afld in stare polimerizatd, avand ca monoze constitutive glucoza, xiloza, manoza, galactoza, iar ca monoze
libere — glucoza. Polizaharidele de structurd alcatuiesc 57,8% din suma glucidelor, fiind reprezentate in spe-
cial de PZ de tipul hemicelulozei si substantelor pectice — 43% suma glucidelor (a se vedea Tabelul, Fig.1).
Continutul sporit al hemicelulozei si substantelor pectice (fractia III) denota ca, in special, acestor glucide le
revine rolul elementelor structurale de baza ale H.pluvialis.

Rezultatele investigatiilor cromatografice atestd cd partea principald a glucidelor fractiei ,,PB”, izolate
din S.platensis (Nordst.) Geitl CALU-835, se afla 1n stare polimerizatd. Monoze libere nu au fost depistate.
Hidrolizatul acid sumar al polizaharidelor fractiei ,,PB” este pluricomponent. A fost fixata prezenta ramnozei
ca monoza principala, urmata de fructoza, acid glucuronic, galactoza, xiloza, in ordinea prezentei cantitative
in materialul examinat. La fel, cercetarile CSS si IR-spectroscopice indica asupra prezentei in fractia specifi-
catd a compusilor cu sulf si a aminelor. Astfel, cercetarile efectuate ale preparatului ,,PB” separat din bio-
masa de spirulind au demonstrat ca partea principald a compusilor organici, constituenti ai acestei fractii,
sunt polizaharide geliforme sulfatate [29].

Concluzii

Cercetarea calitativa si cantitativa a glucidelor tulpinilor in studiu a demonstrat ca alga rosie P.cruentum
se deosebeste printr-un continut inalt de carbohidrati alcool- si hidrosolubili, principalele monoze constitu-
tive fiind galactoza, glucoza, acidul glucuronic. Polizaharidele gelifiante libere de porfiridium sunt reprezen-
tate prin poligalactani sulfatati. Carbohidratii de H.pluvialis sunt in mare parte polimerizati, sub forma unor
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polizaharide de tipul hemicelulozei si substantelor pectice, avand ca monoze structurale glucoza, xiloza, ma-
noza, galactoza, iar ca monoza liberd — glucoza. Partea majora a glucidelor de nostoc se afld in stare polime-
rizata si contine xiloza, galactoza, arabinoza si cel putin doud monoze neidentificate. Carbohidratii agei verzi
D.salina sunt In mare parte polimerizati de structurd si contin in calitate de monomeri principali galactoza si
arabinoza.

Continutul sulfului, galactozei si al acidului glucuronic in fractiile hidrosolubile separate din spirulina si
porfiridium indica asupra prezentei poligalactanilor sulfatati in biomasa tulpinilor de spirulina si porfiridium
de colectie.

Prezenta masiva a fractiilor extrase cu alcool si apa in biomasa tulpinilor cercetate ofera posibilitatea
valorificarii lor cu scopul credrii de noi biopreparate. Rezultatele obtinute pot fi aplicate in ficobiotehnologie,
in elaborarea noilor tehnologii autohtone de producere a biopreparatelor de natura preferential glucidica.
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