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Au fost obtinute preparate de Se-EPZ si EPZ din cianobacteria Spirulina platensis cultivatd pe mediu nutritiv cu si
fara adaos de selenit. Extractele partial purificate (dupa inlaturarea fractiei proteice) au fost supuse separarii prin metoda
HPLC pe coloana de Toyo-Pearl HW40F. Au fost scanate spectrele UV ale preparatelor de exopolizaharide si elaborata
schema tehnologica de realizare a unui procedeu de obtinere a Se-EPZ produse de Spirulina platensis.
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PROCESS FOR OBTAINING OF Se-EXOPOLISAHARIDES PRODUCED BY

CYANOBACTERIUM SPIRULINA PLATENSIS

Selenium-containing (Se-EPS) and EPS from Spirulina platensis cyanobacterium grown on the nutritive medium
with and without selenite supplementation were obtained. The partially purified extracts (after removal of the proteins
fraction) were subjected to HPLC separation on the Toyo-Pearl HW40F column. The UV spectra of the exopolysaccharide
preparations have been scanned and the technological scheme for obtaining of Se-EPZ produced by Spirulina platensis
has been developed.
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Introducere

Polizaharidele reprezinta un grup structural divers de macromolecule biologic active, fiind compuse din
monozaharidele structurale repetitive legate intre ele prin legaturi glicozidice. La momentul actual polizaha-
in diferite ramuri ale industriei, inclusiv cea farmaceutica, de producere a produselor cosmetice, in industria
alimentara etc. [1,2]. Exopolizaharidele pot fi eliminate in mediul de cultivare fiind solubile in mediul apos
si/sau formeaza un strat gelatinos in jurul celulelor, fiind atagate de peretii celulari. Datorita importantei
aplicative vadite a polizaharidelor, obtinerea, izolarea si purificarea acestora capata o atentie sporita in cerce-
tarile ficobiotehnologice din ultimii ani. Cu toate ca a fost definit rolul important al EPS cianobacteriene,
multe aspecte legate de producerea, extragerea si obtinerea EPS la diverse specii de cianobacterii, insclusiv
spirulina, raman inca putin studiate.

Asupra producerii exopolizaharidelor pot influenta atat factorii biotici, cat si cei abiotici. In cercetirile
efectuate anterior referitoare la influenta diferitelor surse de azot asupra producerii exopolizaharidelor la
cultivarea cianobacteriei Nostoc linckia (Roth) Born. et Flah.(Cyanophyta) a fost stabilit ca continutul lor
depinde de forma de azot utilizata. Sursele de azot sub forma de azotat (NaNO3, KNOs) si limitarea azotului
promoveaza accelerarea cresterii culturii si cresterea rezervei de carbohidrati in celulele trihomilor, a poligli-
canilor tecii mucilagenoase si a celor eliminati in mediul de cultura. Azotul sub forma de saruri de amoniu
(NH,CI, ((NHy) ,SO,), indiferent de adaptarea anterioara a culturii la prezenta amoniului, inhiba procesele de
crestere si acumulare a carbohidratilor atat in celulele trihomilor, cat si in teaca mucelaginoasa [3].

Alti factori care pot influenta producerea de exopolizaharide la cianobacteria Spirulina platensis, pe langa
deficitul de azot, sunt deficitul de fosfor, salinitatea, metalele grele, temperatura si varierea intensitatii de
iluminare etc. Astfel de date au fost raportate in unele lucrari mai recente [4-7].

Astfel, analizdnd publicatiile la tema de studiu, constatim ca practic lipseste informatia referitoare la
influenta Na,SeO; aupra producerii de exopolizaharide la cianobacterii. Mai mult ca atat, prezinta interes si
acumularea seleniului nu doar in biomasa, dar si in fractia de exopolizaharide, intrucat acest oligoelement
este esential pentru buna functionare a organismului uman si animal. El este parte integranta a selenoprotei-
nelor si a catorva enzime antioxidante care protejeaza celulele de efectele daunatoare ale radicalilor liberi
care sunt generati in timpul procesului de oxidare [8]. Atat biomasa imbogatita cu seleniu, cat si polizahari-
dele cianobacteriene produse pot servi drept surse polifunctionale pentru obtinerea suplimentelor alimentare
si a remediilor cu efecte antioxidante, antiproliferative, anticancer etc.
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Cianobacteria Spirulina platensis reprezinta un obiect biotehnologic potential, datorita metabolismului
rapid si capacitatii de adaptare, exprimate printr-un nivel ridicat de interactiune cu mediul extracelular.
O caracteristica de baza a culturii de spirulina este cresterea intensa a biomasei celulare. In consecint, in structura
celulara a spirulinei are loc asimilarea si conversia eficienta a unor oligoelemente, inclusiv a seleniului [9-11].
Merita subliniat faptul cd mecanismul de acumulare a seleniului si transformarea lui in structuri celulare,
inclusiv in exopolizaharide, nu este pe deplin elucidat. In aceasti lucrare este testata influenta selenitului de
sodiu asupra producerii de exopolizaharide si posibila lui acumulare in componenta acestora.

Scopul lucririi constita in elaborarea unui procedeu de obtinere a exopolizaharidelor cu continut de Se din
cianobacteria Spirulina platensis.

Material si metode

Cultivarea spirulinei in doua etape, cu si fara adaos de Na,SeOs. Suspensia de spirulina (0,4 mg/ml) a
fost cultivata in vase de sticla cu volumul de 10 | in mediul Zarrouk modificat [12] timp de 7 zile la ilumi-
narea 3500 Ix, iar incepand cu a 8-a zi cultivarea a fost continuata la 5500 1x. In cazul cultivarii cu adaos de
Na,SeO; la suspensia de spirulina au fost suplimentate 45 mg/l de Na,SeOs a cate 15 mg/l Na,SeO3 in primele
3 zile de cultivare. Dupa 14 zile de cultivare biomasa a fost separata de lichidul cultural si au fost colectate
probe pentru determinarea productivitatii si pentru extragerea si determinarea exopolizaharidelor.

Extragerea EPZ. Suspensia de spirulina cultivatd in decurs de 14 zile a fost filtratd pentru separarea bio-
masei de lichidul cultural. Biomasa a fost suspendata in 200 ml de apa distilata pentru extragerea exopoliza-
haridelor atasate pe suprafata peretelui celular si dupa agitare timp de 4-5 min a fost filtratd cu pompa de vid,
iar biomasa a fost spalata cu inca 50 ml de apa bidistilata. Fractia de exopolizaharide a fost tratata cu solutie
20% acid tricloracetic (3:1, V/V) si supusa centrifugdrii pentru Inlaturarea fractiei proteice, iar supernatantul
obtinut a fost concentrat de 5-10 ori la un evaporator cu vacuum si supus dializei. Dupa dializa EPZ au fost
precipitate cu acetona rece §i recuperate prin centrifugare.

Determinarea Se in fractia proteica si in EPZ. Probe a cate 9,3 mg proteine si 16,2 mg EPZ, respectiv,
au fost supuse mineralizarii cu amestec de solutue de acizi concentrati (HCO, si HNOzin raport de 3:1 (V/V)).
Restul mineralizat obtinut in ambele cazuri a fost dizolvat in solutie 1M HCI si dupa neutralizare a fost
analizat continutul de seleniu. La 0,1 ml proba s-au adaugat 0,5 ml solutie 4,5M HCI, s-a efectuat agitarea si
dupa 10 min s-au adaugat 0,75 ml solutie 0,25% KI (preparata extempore), iar dupa agitare la un interval de
2 min s-au adaugat 0,5 ml solutie de 0,2% amidon si 1,0 ml H,O. Probele au fost masurate in decurs de 10
min la 570 nm fata de proba oarba. Calculul a fost efectuat conform curbei de calibrare, unde in calitate de
standard a fost utilizat Na,SeOs.

Cromatografia de separare a fractiilor de exopolizaharide cu si fara Se, precum si a fractiilor proteice
separate anterior din extractul de exopolizaharide a fost efectuata pe coloana de Toyo-Pearl HWA40F (Sigma
Aldrich) (25 cm x 4,6 mm), echilibrata cu solutie tampon 1 mM CuSQO,, pH=4,5. Viteza de elutie 0,5 ml/min.
Detectarea fractiilor de exopolizaharide a fost efectuata la A=240 nm.

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

Rezultate si discutii

Probe de exopolizaharide si Se-exopolizaharide, obtinute conform protocolului descris mai sus, in cantitate
de 0,5 ml, au fost introduse in coloana cu Toyo-Pearl HW40F (Sigma Aldrich) (25 cm X 4,6 mm), echilibrata
cu solutie tampon 1 mM CuSO,, pH=4,5. Elutia complexului de polizaharide cu Cu®* a fost efectuati cu
solutie 1 mm CuSQ,4, pH=4,5. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 1.
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Fig.1. Cromatografia FPLC pe coloana
de Toyo-pearl HW40F a preparatelor de
exopolizaharide obtinute din cianobacteria
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Se observa un spectru mai diversificat dupa componenta fractiilor in cazul Se-exopolizaharidelor (7 fractii),
comparativ cu exopolizaharidele fara seleniu (3 fractii). Cantitativ predomina primul pic, care este constituit
din exopolizaharide cu masa moleculara inalta.

Analiza spectrelor UV a EPZ si Se-EPZ (Fig.2 si 3) a scos in evidenta ca picul cel mai semnificativ se
observa la lungimea de unda 192,8 nm. Putem constata absenta proteinei si acizilor nucleici (lipsa absorbantei
la 260 si 280 nm), fapt datorat purificarii prealabile a extractului de EPZ si inlaturarii fractiei de proteine.
Maximul de absorbtie la 192,8 nm poate fi conditionat de prezenta in componenta EPZ a acizilor uronici [13].
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Fig.2. Spectrul UV al preparatului de exopolizaharide obtinut din cianobacteria Spirulina platensis
cultivatd pe mediu nutritiv fird adaos de SeO3%.

in cazul Se-EPZ se observa prezenta unor componenti in diapazonul lungimilor de undi de 195-230 nm,
valorile absorbantei mentinindu-se in limitele 2,8-3,3 (Fig.3).

Sean Spechum Cuve
10,000 H

9,000 ) : deeeanies

8,000 : -

7.000

6,000 F-11
ABS

..........................................

.........

50007

........

X1} T

3,0001-

S e SRR i

2,000 T

1,000

0,000 ;
190,00 206,00 222,00 238,00 254,00 270,00 286,00 302,00 318,00 334,00 350,00

Wavellength(nm)
B

Fig.3. Spectrul UV al preparatului de exopolizaharide obtinut din cianobacteria Spirulina platensis
cultivatd pe mediu nutritiv cu adaos de SeO5”".
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A fost determinat si continutul de seleniu inclus in componenta EPZ si in fractia proteicd obtinuta la
precipitare cu acid tricloracetic din extractul rezultat in urma extragerii cu apa purificata a EPZ legate pe
suprafata externd a peretelul celular si la filtrare sub vid (a se vedea Tabelul). In baza rezultatelor obtinute s-a
constatat ca 37,6% din seleniul detectat in extract revine fractiei de EPZ partial purificate, iar 60,53% de
seleniu revine fractiei proteice din extractul apos de EPZ.

Tabel

Continutul de seleniu acumulat in fractia de EPZ

Continutul seleniului

Proba examinata

Masa probei, mg

acumulat, mg%

Seleniu, %

Extract initial de exopolizaharide 29,15+0,14 17,66+0,11 100%
Fractia de EPZ partial purificata 16,20+ 0,10 6,64+0,04 37,60
Fractia proteica din extractul de EPZ 9,30+0,5 10,69+0,05 60,53

Acumularea seleniului in aceste fractii se datoreazd toxicitatii ionului de SeOs® care induce sinteza
exopolizaharidelor si a proteinelor pentru imobilizarea seleniului in exteriorul celulei. Probabil, are loc
imobilizarea partiald a seleniului in EPZ prin includerea lui posibild in polizaharidele acide la substituirea
sulfului din gruparile sulfatate ale acestora, precum si in fractia proteicd In componenta aminoacizilor cu
continut de sulf [14].

Cromatografia pe coloana de Toyo-Pearl a fost utilizatad si pentru separarea componentelor fractiilor
proteice, obtinute din extractul de exopolizaharide la precipitare cu solutie de 20% acid tricloracetic (Fig.4).
Se observa diferenta dintre componenta picurilor fractiilor detectate dupa Lowry si cele ale complexului
polizaharidelor cu Cu®*, detectate dupa absorbanta la 240 nm. In fractiile 6, 7 si 8 a fost detectat un pic mai
proeminent, caracteristic pentru complexul proteoglicanilor cu Cu** la 240 nm (Fig.4B). Astfel, putem
presupune ca impreuna cu proteina la precipitare cu solutie de 20% acid tricloracetic in raport de 3:1 (V/V)
se precipita si proteoglicani.

0.06

..0"*

0.05

&
0:‘

0.04

0.03

*
&
g

A 750 nm

*

0.02

""w....,

*
¢
4.

s

".0
b YOVN
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
ese®e+ Proteina Lowry

0.01
¢

0 0"
k

A

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15 *
0,1
0,05 1

0o ¢ B

k 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

A 240 nm

= =#=— = Proteoglicanii din extractul de Se-EPS

Fig.4. Cromatografia pe Toyo-Pearl a fractiei proteice separate din extractul exopolizaharidic cu continut de Se la
determinare prin metoda Lowry (A) si dupi absorbanta la 240 nm a complexului polizaharidic cu Cu®* (B).
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Asadar, in rezultatul cercetarilor efectuate putem constata ca la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis
cu suplimentarea la mediul de cultura a Na,SeO; are loc acumularea seleniului in fractia de substante extra-
celulare atasate de peretele celular, constituite in principal din exopolizaharide si proteine. A fost propusa o
schema tehnologica de obtinere si purificare a Se-exopolizaharidelor (Fig.5).
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Fig.5. Schema tehnologica de realizare a procedeului de obtinere a Se-EPZ produse de Spirulina platensis.

Schema elaborata ilustreaza etapele de realizare a procedeului de obtinere a Se-EPZ produse de Spirulina
platensis, care include: cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis pe mediul nutritiv suplimentat cu Na,SeOs,
obtinerea biomasei de spirulind cu continut bogat de seleniu, extragerea Se-EPZ, concentrarea extractului de
Se-EPZ, fractionarea Se-EPZ (inlaturarea fractiei proteice prin precipitare cu ATA), purificarea ulterioard a
Se-EPZ prin dializa si FPLC pe Toyo-Pearl sau de schimb ionic, cuantificarea Se-EPZ (determinarea EPZ
acide si a seleniului), conditionarea, etichetarea si ambalarea.

Concluzii

1. Au fost obtinute preparate de EPZ si Se-EPZ din cianobacteria Spirulina platensis. Componenta
fractiilor de exopolizaharide la separare prin FPLC pe coloana de Toyo-Pearl HWA4OF este mai complexa in
cazul Se-exopolizaharidelor (7 fractii), comparativ cu exopolizaharidele fara seleniu (3 fractii). Cantitativ
predomina primul pic, care este constituit din exopolizaharide cu masa moleculara inalta.

2. Spectrele UV ale preparatelor de exopolizaharide cu si fara seleniu au scos in evidentd prezenta unui
pic mai semnificativ cu maximumul de absorbtie la lungimea de unda 192,8 nm in ambele cazuri §i prezenta
unor componenti in diapazonul lungimilor de unda de 195-230 nm, care in cazul Se-EPZ atesta valori ale
absorbantei mai nalte (2,8-3,3) pe tot acest interval, comparativ cu cele ale EPZ fara seleniu.

3. A fost elaboratd schema care ilustreaza etapele de realizare a procedeului de obtinere a Se-EPZ
produse de Spirulina platensis.
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