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Cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis CNM CB-02 in doua etape cu adaos de NaCl (0,25 si 0,50 M) la a 2-a
etapa de cultivare, fara a varia regimul de iluminare, sporeste continutul de polizaharide sulfatate in biomasa cu 29 si,
respectiv, 31,3%, comparativ cu proba de referintd (fara NaCl). In acest caz n-a fost observat un efect evident al acestei
sdri asupra continutului total de polizaharide acide. Majorarea intensitatii de iluminare (pana la 5500 1x) si suplimen-
tarea cu NaCl (0,25 M) la a 2-a etapa de cultivare a asigurat un spor cu 23,45% al continutului total de polizaharide
acide, comparativ cu continutul acestora in proba de referintd (cultivata la 3500 Ix). Adaugarea CuSO,4-5H,0 (1-4 mg/l)
nu a exercitat un efect semnificativ asupra continutului de polizaharide acide si sulfatate in biomasa de spiruling, insa a
stimulat considerabil producerea de exopolizaharide acide (pana la 238,3 g/kg) la 5500 Ix.

Cuvinte-cheie: spiruling, cultivare in doud etape, factori de stres, endo- si exopolizaharide acide.

ACIDIC POLYSACCHARIDES DIRECTED SYNTHESIS AT CYANOBACTERIA

SPIRULINA PLATENSIS CNM CB-02

Two-stage cultivation of cyanobacterium Spirulina platensis CNM CB-02 with NaCl (0,25 and 0,50 M) supplemen-
tation on the second stage of cultivation, without varying of the lighting regime ensured an increasing of the content of
sulfated polysaccharides in biomass by 29 and 31,3%, respectively, compared to the reference sample (without NaCl). It
wasn’t found an evident effect of NaCl on the total content of acidic polysaccharides in this case. Light intensity increasing
(up to 5500 Ix) with NaCl (0,25 M) supplementation ensured the increasing of the acidic polysaccharides content with
23,45%, compared to the reference sample (cultivated at 3500Ix). CuSO,4-5H,0 (1-4 mg/l) hadn’t a significant effect on
the content of acidic and sulfated polysaccharides in spirulina biomass, but considerably stimulated acidic exopoly-
saccharides production (up to 238,3 g / kg) at 5500 Ix.

Keywords: spirulina, two-stage cultivation, stress factors, acidic intracellular polysaccharides and exopolysaccharides.

Introducere

Polizaharidele sunt prezente in toate organismele si prezintd o mare varietate a structurilor biochimice
bazate pe combinatiile diferitelor monozaharide (hexoze si pentoze, inclusiv multe zaharuri complexe). Diversi
substituenti, cum ar fi gruparile acil, aminoacizii sau gruparile sulfat, pot fi atasate la aceste structuri liniare sau
ramificate. Polizaharidele si, in special, polizaharidele sulfatate sunt utilizate in diverse ramuri ale industriei
pentru proprietatile lor reologice ca agenti de ingrosare si de gelifiere [1-3]. Acestea sunt utilizate si in medicina
datorita diferitelor efecte biologice, cum ar fi: imunomodulatorii, antibacteriene, anticoagulante, antimutagenice,
radioprotectoare, antioxidante, antiulcer, anticancerigene si antiinflamatorii [1, 3-5].

Inca in 1993 au fost efectuate cercetiri in vederea stabilirii componentei biochimice a unui polizaharid
exocelular solubil, secretat in calitate de metabolit primar de cianobacteria filamentoasa Spirulina platensis.
S-a constatat ca el era format din zece tipuri diferite de unitati monomerice, inclusiv sase zaharuri neutre (xiloza,
ramnoza, fucoza, galactoza, manoza si glucoza), doud zaharuri neidentificate, doi acizi uronici, reprezentand
40%, precum si grupari de sulfat (5%) [6].

Studii mai recente asupra polizaharidelor extracelulare (EPS) produse de cianobacteria Arthrospira platensis
au fost efectuate de Trabelsi si al. [7]. Analiza elementara si reactia cu acidul bicinconinic (BCA) au scos in
evidenta cd EPS reprezentau heteropolizaharide cu continut de carbohidrati (55%) si proteine (13%). Analiza
spectrului infrarosu si analiza chimicd au relevat prezenta grupdrii sulfat (0,5%). Cromatografia gazoasa a
componentului glucidic din EPS a indicat prezenta a sapte zaharuri neutre: galactoza (14,9%), xiloza (14,3%),
glucoza (13,2%), fucoza (13,2%), ramnoza (3,7%), arabinoza (1%) si manoza (0,3%) si a doi acizi uronici:
acidul galacturonic (13,5%) si acidul glucuronic (0,9%) [7].

Publicatiile din ultimii ani relateaza unele tentative de inducere a sintezei exo- si endopolizaharidelor la
Spirulina sp. Conform datelor din literatura, asupra sintezei exopolizaharidelor la alge si cianobacterii pot
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influenta unii factori de stress, precum si raportul C/N [2]. Pentru sporirea producerii de exopolizaharide la
cianobacteria Spirulina subsalsa a fost utilizat stresul prin crearea deficientei de fosfat sau nitrat sau prin adaos
de surplus de NaCl (0,9 M), precum si a nitratului (10 mM) la mediul de cultivare [8].

Studiul efectului concentratiei de azot asupra continutului de polizaharide sulfatate in biomasi a scos in
evidenta ca la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis pe mediu cu continut optim (412 ppm) si limitat de
azot (45 ppm) in biomasa s-au acumulat, respectiv, 5,02 si 4,13% polizaharide sulfatate. in componenta poli-
zaharidelor sulfatate au fost identificate monozaharidele: acidul glucuronic si galactoza, acestea fiind prepon-
derente, urmate de ramnoza, arabinoza, glucoza, riboza, precum si grupdrile sulfat [9].

In baza rezultatelor cercetirilor prezentate mai sus putem concluziona ci studiile referitoare la sinteza
dirijata a endo- si exopolizaharidelor la cianobacteria Spirulina platensis si alte specii de spirulina sunt intr-un
numir redus. In plus, n-au fost efectuate studii in ansamblu privind influenta unor factori fizico-chimici stresanti
asupra sintezei endo- si exopolizaharidelor acide, inclusiv asupra celor sulfatate.

In acest context, scopul prezentei lucriri consta in studierea influentei unor factori fizico-chimici asupra
sintezei polizaharidelor acide si sulfatate la cianobacteria Spirulina platensis. Pentru realizarea acestui scop
au fost trasate urmatoarele obiective:

« Cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis in doua regimuri de iluminare cu suplimentarea in mediu

la a 2-a etapa de cultivare a unor saruri (CuSO,-5H,0 si NaCl), utilizate ca factori de stres.

o Extragerea endopolizaharidelor din biomasa si determinarea lor cantitativa.

« Recuperarea exopolizaharidelor (EPS) din lichidul cultural al spirulinei, extragerea EPS atasate pe

suprafata celulelor si determinarea lor cantitativa.

Material si metode

Cultivarea spirulinei. 150 ml suspensie de spirulind (0,4 mg/ml) a fost cultivata in mediul Zarrouk modi-
ficat [10] in decurs de 7 zile la iluminarea 3500 Ix, iar la a 8-a zi au fost suplimentate 2-6 mg/l CuSO,-5H,0
si cultivarea a continuat incd 3 zile la 3500 Ix sau 5500 Ix. In a 11-a zi de cultivare spirulina a fost separata
de lichidul cultural prin filtrare.

Obtinerea i determinarea exopolizaharidelor. Suspensia de spirulina cultivata in decurs de 11 zile a fost
filtratd pentru separarea biomasei de lichidul cultural. Dupa recoltarea lichidului cultural (fractia 1 de exo-
polizaharide), biomasa a fost suspendata in 40 ml de apa distilatd pentru extragerea exopolizaharidelor
atasate pe suprafata peretelui celular si dupa agitare timp de 4-5 min. a fost filtratd cu pompa cu vid, iar
biomasa a fost spalata inca cu 10 ml de apa bidistilata, extractele fiind reunite (fractia 2 de exopolizaharide).
Fractiile de exopolizaharide au fost concentrate de 10 ori la evaporator cu vacuum si supuse dializei. Din
fractiile obtinute au fost luate probe pentru determinarea concentratiei polizaharidelor acide cu reagentul
alcian Blue [11].

Obtinerea i determinarea endopolizaharidelor. 1 volum biomasa de spirulina ramasa dupa extragerea
exopolizaharidelor a fost suspendat in 4 volume H,O si a fost efectuatd extractia endopolizaharidelor la
fierbere pe baia de apa timp de 60 min. Dupa centrifugare din restul solid a fost efectuata extractia repetata
cu 2 volume de apa. Extractele reunite de endopolizaharide au fost tratate cu solutie de 20% acid tricloracetic
(1:3 v/v) pentru inlaturarea proteinei. Dupa filtrare precipitatul de proteina a fost inlaturat, iar solutia de
polizaharide a fost dializata. Concentratia hidratilor de carbon a fost determinata prin reactia cu antron [12],
iar a polizaharidelor acide — cu reagentul alcian Blue [11].

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarilor efectului suplimentarii in a 8-a zi de cultivare a doud saruri — NaCl si CuSO,4-5H,0
in concentratii de 0,25 si 0,5 M si 1,2 si 4 mg/1, respectiv, precum si a intensitatii de iluminare (3500 si 5500 IX)
asupra continutului de endopolizaharide acide si sulfatate in biomasa de spirulina la cultivarea ei in doua
etape sunt prezentate in Tabelul 1. Analiza datelor din tabel a scos in evidenta ca la 3500 Ix suplimentarea
NaCl in concentratii de 0,25 si 0,50 M in a 8-a zi de cultivare nu influenteaza asupra continutului total de
endopolizaharide acide, insa sporeste continutul de endopolizaharide sulfatate cu 29 si 31,3%, respectiv,
comparativ cu proba de referintd. La cultivare in regim de iluminare mai intensa (5500 1x) se observa un spor
al continutului de endopolizaharide acide si sulfatate cu 12 si 13,9 % , respectiv, comparativ cu cel atestat in
biomasa cultivata la 3500 Ix (Tab.1).
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Tabelul 1

Influenta intensititii de iluminare si suplimentirii NaCl si CuSQ,-5H,0 asupra continutului de
glucide si endopolizaharide acide si sulfatate in biomasa de la cultivarea cianobacteriei
Spirulina platensis in doua etape

Sirurile Glucide dupi Endopolizaharide
suplimentate Biomasa, precipitare cu acide sulfatate
la a 2-a etapa mg/ml ATA o ot
de cultivare E620 % AE600 go,&jll_]n AE600 é)g:.r;
lHluminarea 3500 Ix
Proba martor K; 19,70 0,169 5,00 0,105 5,33 0,068 3,45
0,25M NacCl 15,98 0,175 4,58 0,086 5,38 0,071 4,44
0,50M NacCl 16,08 0,322 8,37 0,085 5,28 0,073 4,53
1mg/l CuSO,-5H,0 18,93 0,178 3,93 0,091 4,81 0,069 3,65
2mg/l CuSO,-5H,0 21,55 0,194 3,77 0,114 5,29 0,078 3,62
4mg/l CuSO,-5H,0 22,23 0,194 3,65 0,106 4,77 0,068 3,06
lluminarea 5500 Ix
Proba martor K, 23,4 0,399 7,13 0,142 6,06 0,111 4,70
0,25M NacCl 18,83 0,351 7,80 0,124 6,58 0,090 4,78
0,50M NacCl 17,58 0,583 13,8 0,108 6,14 0,073 4,15
1mg/l CuSO,-5H,0 17,00 0,258 6,35 0,102 6,00 0,077 4,53
2mg/l CuSO,-5H,0 20,18 0,269 5,58 0,116 5,75 0,089 4,41
4mg/l CuSO,-5H,0 20,73 0,318 6,42 0,126 6,08 0,095 4,58
p<0,05

La iluminarea 3500 Ix cu suplimentarea in a 8-a zi de cultivare a CuSO,-5H,0 (1-2 mg/l) efectul asupra
sintezei endopolizaharidelor acide este neesential, iar la 5500 Ix se observa valori usor mai diminuate, com-
parativ cu proba de referinta (K,). La suplimentarea in ziua a 8-a a NaCl in concentratie de 0,25 M cu majorarea
concomitentd a intensitatii de iluminare pana la 5500 1x s-a constatat un spor de cca 10% al continutului de
endopolizaharide acide, comparativ cu proba de referinta (K,), iar continutul de endopolizaharide sulfatate a
fost in limitele probei de referinta.

Astfel, putem concluziona cé cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis in doua etape cu adaos de NaCl
(0,25 51 0,50 M) 1n a 8-a zi de cultivare, fara a varia regimul de iluminare, a sporit continutul polizaharidelor
sulfatate in biomasa cu 29 si 31,3%, respectiv, comparativ cu proba de referinta (fard NaCl), manifestand
insd un efect nesemnificativ asupra continutului total de polizaharide acide intracelulare. Majorarea inten-
sitdtii de iluminare (5500 Ix) cu suplimentarea NaCl (0,25 M) la a 2-a etapa de cultivare asigura un spor al
continutului total de endopolizaharide acide cu 23,45% fata de continutul acestora in proba de referinta (K;).
CuSQO,4:5H,0 manifesta un efect nesemnificativ asupra acumularii endopolizaharidelor acide si sulfatate n
biomasa de spirulina.

Continutul de polizaharide sulfatate in biomasa de Spirulina platensis, inregistrat in rezultatul cercetarilor
noastre, atestd valori apropiate cu cele obtinute de Abd EL BAKY si col. la cultivarea cianobacteriei
Spirulina platensis pe mediu cu nivel optim (412 ppm) si limitat (45 ppm) de azot la o iluminare continua cu
lampi fluorescente [9]. Continutul de polizaharide sulfatate determinat de cercetatori in biomasa de spirulina
a constituit 5,02% si 4,13% la cultivare pe mediu cu 412 ppm (nivel optim) si 45 ppm (nivel limitat) de azot.

A prezentat interes si studiul factorilor fizico-chimici utilizati mai sus si asupra producerii de exopoli-
zaharide acide la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis in doua etape. Analizand datele referitoare la
cantitatea de biomasa obtinuta in a 11-a zi de cultivare (Tab.2) se observa diminuarea valorilor productivi-
tatii spirulinei cu cresterea concentratiei de NaCl la ambele regimuri de iluminare, iar concentratia de 0,75 M
s-a dovedit a fi toxica pentru cresterea si dezvoltarea culturii de spirulina. In toate cazurile studiate (Cu exceptia
probelor cultivate in prezenta a 0,5 M NaCl) continutul de exopolizaharide in lichidul cultural avea valori
mai inalte, comparativ cu cele recuperate la extragerea cu H,O, urmata de filtrarea in vacuum.
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Rezultatele obtinute (Tab.2) au scos in evidenta ca la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis in doua
etape cu suplimentarea CuSO,-5H,0/1 (1, 2 si 4 mg/l) la ambele intensitati de iluminare are loc sporirea
productiei de exopolizaharide acide si sulfatate. Totusi, se observa ci utilizarea in a 8-a zi de cultivare a doi
factori de stress: suplimentarea CuSO,-5H,0 (2 mg/1) si majorarea intensitatii de iluminare (5500 Ix) induc o
sporire de 2-4 ori a producerii de exopolizaharide acide (inclusiv de polizaharide sulfatate), fata de proba de
referinta, si obtinerea unei cantitati maxime de exopolizaharide acide — de 238,3 g/kg.

In cerectirile efectuare anterior autorii francezi n-au depistat prezenta exopolizaharidelor in lichidul cultural
la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis timp de 15 si 30 de zile. Pentru extragerea exopolizaharidelor
atasate de peretele extern al celulelor, biomasa rezultata dupa separare de lichidul cultural a fost resuspendata
intr-o solutie tampon 0,05 M TAPS, pH 8,15, ce continea 0,025M EDTA, la 20°C. Suspensia rezultata a fost
incélzita la 100°C timp de 20 min, iar supernatantul de exopolizaharide a fost separat de restul de biomasa
prin centrifugare [6]. Totusi, extragerea cu tampon si tratarea termica la 100°C timp de 20 min cauzeaza dis-
trugerea peretilor celulari ai spirulinei; ca urmare, in extract nimeresc si componenti intracelulari (de exemplu,
endopolizaharidele). Astfel, pentru pastrarea celulelor intacte si recuperarea exopolizaharidelor atasate de pe-
retii celulari ai spirulinei este mai avntajoasa extractia cu H,O si filtrarea in vacuum, aplicata in prezenta lucrare.

Utilizarea stresului prin administrarea NaCl si iluminarea cu lampi fluorescente la cultivarea cianobacteriei
Spirulina platensis a fost utilizata si de alti autori, urméarindu-se majorarea producerii de biomasa si acumularea
exopolizaharidelor. Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis utilizat de ei includea doua
etape: prima de acumulare a biomasei la 96 pmol photons m(?) s(*) sau 7104 Ix si la temperatura de 28°C,
dupi care (a doua etapi) intensitatea luminii era majoratd pana la 192 pmol photons m(?) s(*) sau 14208 Ix
si la temperatura de 38°C sau ca factor stresant a fost utilizat NaCl (0,75M) si cultivarea continud inca 2-3 zile
in conditii de stres [13]. Totusi, cultivarea spirulinei efectuata la intensitai de lumina cu valori foarte Inalte
(7104 si 14208 1x) contribuie la diminuarea productivitatii cianobacteriei Spirulina platensis, precum si a
continutului de exopolizaharide acide la cultivare In prezenta unor concentratii inalte de NaClL

Tabelul 2

Influenta intensititii de iluminare si suplimentirii NaCl si CuSQ4-5H,0 asupra continutului de exo-
polizaharide acide si sulfatate produse de cianobacteria Spirulina platensis la cultivare in doui etape

Frac_tia 1 dg Frac_tia 2 d_e Exopoli-
Sirurile Producti- exqpo_llzaharlde exopolizaharide saharide
Nr. | suplimentatelaa | vitateala Biomasa (Lichid cultural (Extract de acide
' o . . dupa concentrare, exopolizaharide,
d/o 2-a etapa de all-azi, totalid, mg 96,15 ml) 50 ml) totale,
cultivare g/l ’ o o mg/g sau
AE600 | M99 1 AEeo0 | M99 1 gikg
biomasa biomasa
lluminarea 3500 Ix
1 | K; 1,03+0,02 309,60 0,059 45,98 0,031 12,62 58,60
2 | 0,25M/I NaCl 0,96+0,06 286,50 0,032 26,95 0,039 17,20 44,15
3 | 0,5M/I NaCl 0,78+0,05 260,40 0,013 12,05 0,031 15,00 27,05
4 | 1mg/l CuSO,4-5H,0 | 1,02+0,07 309,00 0,148 115,57 0,044 18,30 133,87
5 | 2mg/l CuSO,4-5H,0 | 1,01+0,08 302,70 0,167 133,13 0,054 22,50 155,63
6 | 4mg/l CuSO,4-5H,0 | 1,03+0,08 303,00 0,171 136,18 0,045 18,40 154,58
lluminarea 5500 Ix
1 | K 1,15+0,08 345,30 0,144 100,63 0,066 24,10 124,73
2 | 0,25M/I NaCl 1,07+0,06 321,00 0,080 57,9 0,103 40,40 98,30
3 | 0,5M/I NaCl 0,99+0,03 297,90 0,033 26,73 0,098 41,50 68,23
4 | Img/l CuSO4-5H,0 | 1,11+0,04 330,90 0,128 93,34 0,097 36,90 130,24
5 | 2mg/l CuSO,-5H,0 | 1,27+0,05 382,20 0,331 208,98 0,089 29,30 238,30
6 | 4mg/l CuSO,-5H,0 | 1,12+0,06 334,50 0,245 176,74 0,064 24,10 200,84
p<0,05

La cianobacteria Spirulina subsalsa pentru sporirea producerii de exopolizaharide a fost utilizat stresul prin
crearea deficientei de fosfat sau nitrat sau prin adaos de un surplus de NaCl (0,9 M), precum si a nitratului
(10 mM) la mediul de cultivare [8]. Cu toate cd a fost stabilit efectul pozitiv al factorilor mentionati asupra
acumularii exopolizaharidelor la cianobacteria Spirulina subsalsa, se observa diminuarea productivitatii si a
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continutului de proteina in biomasa, cantitatea de exopolizaharide fiind influentatd de durata cultivarii, care
in prezenta excesului de 0,9 M NaCl atingea valoarea maxima in a 28-a zi de cultivare, ceea ce nu este rentabil
din punct de vedere economic.

Analizand rezultatele cercetarilor efectuate in prezenta lucrare, putem concluziona ci cultivarea ciano-
bacteriei Spirulina platensis in doud etape cu adaos de NaCl (0,25 si 0,50 M) in a 8-a zi de cultivare, fard a
varia regimul de iluminare, a asigurat un spor al continutului de polizaharide sulfatate in biomasa cu 29 si
31,3%, respectiv, comparativ cu proba de referintd (fard NaCl), manifestand totodata un efect nesemnificativ
asupra continutului total de endopolizaharide acide. Majorarea intensitatii de iluminare (5500 1x) cu suplimen-
tarea NaCl (0,25 M) la a 2-a etapa de cultivare a asigurat un spor al continutului total de polizaharide acide
cu 23,45% fata de continutul acestora in proba de referinta (la 35001x). CuSO,4-5H,0 nu a manifestat un efect
semnificativ asupra acumularii polizaharidelor acide si sulfatate in biomasa de spirulind, insa a stimulat con-
siderabil producerea de exopolizaharide acide (pana la 238,3 g/kg) la utilizarea acestuia concomitent cu un
regim de iluminare intensa (5500 Ix), in calitate de factori stresanti la a 2-a etapa de cultivare.

Concluzii

« Suplimentarea NaCl (0,25M) la a 2-a etapa de cultivare fara a varia regimul de iluminare induce sinteza
polizaharidelor sulfatate Tn biomasa, iar continutul endopolizaharidelor acide totale este influentat atat de
administrarea NaCl, cat si de majorarea intensitatii de iluminare.

« A fost stabilit efectul stimulator al CuSO,4-5H,0 (1-4mg/l) asupra sintezei exopolizaharidelor acide la
cianobacteria Spirulina platensis. Producerea de exopolizaharide acide a atins valori maxime (pana la
238,3 g/kg) la utilizarea in calitate de factori stresanti a 2mg/l CuSO,-5H,0, concomitent cu un regim de
iluminare intensa (5500 Ix), la a 2-a etapa de cultivare a spirulinei.
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