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OBTINEREA BIOMASEI DE SPIRULINA CU CONTINUT SPORIT
DE CUPRU LEGAT CU COMPUSI ORGANICI POATE SERVI
DREPT MATERIE PRIMA PENTRU FABRICAREA PRODUSELOR Sl PRE-
PARATELOR CUPRUCOMPONENTE CU ACTIUNE ANTIMICROBIANA SI
ANTIFUNGICA.

Cianobacteriile reprezinta un obiect promitator
pentru cultivarea industriala in vederea extinderii
proceselor de cultivare dirijata a lor, si producerea de
biomasa cu continut prognozat de principii bioacti-
ve calitative. Obtinerea biomasei cu continut sporit
de principii bioactive si microelemente poate fi re-
glatd prin modificarea componentei mediului nu-
tritiv, a parametrilor de cultivare sau administrarea
reglatorilor chimici, cum ar fi compusii coordinativi
ai diferitor microelemente.

In ultimii ani, se acordd o deosebita atentie ob-
tinerii noilor medicamente impotriva cancerului
in baza metalelor, pentru a imbunatati eficacitatea
clinica, reducerea toxicitatii si de a largi spectrul de
activitate. Varietatea functiilor biologice ale ionilor
metalelor au determinat dezvoltarea noilor meta-
lopreparate. S-a stabilit ca proprietatile compusilor
cuprului sunt coordonate si determinate in mare
madsura de natura liganzilor si de atomii donatori ce
leaga ionii metalici. Ins&, pana in prezent nu sunt cu-
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noscute mecanismele care stau la baza activitatii an-
titumorale a diferitor clase de complecsi ai Cu(ll) [1].

Studiile antibacteriene si antifungice efectuate
asupra tulpinilor Streptococcus aureus, Echerichia coli
si Aspergilus niger au demonstrat ca complexul Cu(ll)
[C,,H,,N,S,CulCl, manifestd o activitate intensa im-
potriva acestor tulpini si inhiba cresterea lor [2, 3].
Interesul amplu pe care il prezintd complecsii Cu(ll)
a dus la investigarea proprietatilor farmacologice a
complecsilor carboxiloti ai Cu(ll) mono- si binucle-
ari, precum si a complecsilor ce contin baza Schiff
de tipul N-salicilideneaminoalcanoat, privind activi-
tatile antiradicalice si antiinflamatoare. Acesti com-
pusi s-au dovedit a fi benefici in afectarea proceselor
inflamatorii. Analiza comparativd a datelor obtinute
asupra activitatii antitumorale a complecsilor coordi-
nativi ai cuprului si a celor anorganici a permis de a
elucida faptul c3, in cazul tratdrii cu compus coordi-
nativ, supravietuiesc 25-55 de celule tumorale, iar in
cazul tratarii cu [CuCl,»2H,0] supravietuiesc pand la
200 de celule. Astfel, s-a demonstrat ca compusii co-
ordinativi ai cuprului sunt mult mai eficienti si pose-
da activitate maiinaltd decat compusii anorganici [4].

Compusii coordinativi ai nitratului si sulfatului
de cupru cu tiosemicarbazonele aldehidei salicili-
ce substituite, de asemenea, poseda activitate an-



ticanceroasa asupra celulelor HL-60 ale leucemiei
mieloide umane, inhiband cresterea acestora in
concentratie de 10° - 10° mol/L [5]. Tiosemicarba-
zonele mai sunt cunoscute si pentru capacitatea lor
de a actiona ca liganzi polidentati si pentru activi-
tatea biologica pe care o poseda. In multe cazuri,
coordonarea lor cu ionii metalelor de tranzitie este
mult mai eficienta decat liganzii liberi [6]. Alte rezul-
tate efectuate si descrise in literatura de specialitate
se referd la activitatea antimicrobiana, antifungica
si algicida a compusilor cuprului 7, 8].

Este evidenta si importanta cuprului pentru or-
ganismul uman, deoarece acest microelement intra
in componenta unor enzime ca citocromooxidaza,
uricaza, aldolaza, catalaza, succidehidrogenaza, ce
influenteaza procesele de oxidoreducere celulare,
intensificandu-le actiunea lor si conditiondnd proce-
sele bioenergetice si fenomenele de sinteza la nivel
celular [9]. Cuprul are si rol de coenzima in sistemul
enzimatic, intra in componenta proteinelor, mares-
te actiunea hipoglicemica a insulinei si participa in
metabolismul fierului, serveste ca si catalizator in
formarea eritrocitelor si in sinteza hemoglobinei. De
asemenea, cuprul intervine in metabolismul gluci-
dic, iar cand se afla in raport optim cu fierul stimu-
leaza sinteza vitaminelor din complexul Bsi A [9, 10].

Cercetarile efectuate asupra acumularii cupru-
lui in biomasa de spiruling, la cultivare in prezenta
unor compusi coordinativi ai Cu(ll), au demonstrat
ca cianobacteria Spirulina platensis CNM-CB-02 se
prezinta ca o sursd de perspectiva pentru obtinerea
biomasei cu continut sporit de cupru legat cu com-
pusi organici componenti ai biomasei, de aceea ne-
am propus sa elaboram procedee noi de obtinere a
biomasei de spirulind cu continut sporit de cupru.

Obtinerea biomasei de spirulind cu continut
sporit si prognozat de cupru legat cu compusi orga-
nici ar putea fi utilizata ca sursa de biomasa pentru
obtinerea preparatelor cu actiune antimicrobiana si
antifungica.

MATERIALE S| METODE DE CERCETARE

Drept obiect al cercetarilor a servit tulpina cia-
nobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 - sursa
de substante bioactive, depozitata in Colectia Na-
tionala de Microorganisme Nepatogene din ca-
drul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie

al ASM. Cultura de Spirulina platensis CNM-CB-02 a
fost cultivatd in mediul lichid SP-7 cu o componenta
echilibrata de macro- si microelemente [11]. In ca-
litate de stimulatori in vederea modificérii dirijate
a continutului de cupru in biomasa de spirulind au
fost utilizati doi compusi coordinativi noi ai Cu(ll):
acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilide-
nimino(1-)cupru ([Cu(L-H)]) si bromo-{3-[(2-hidro-
Xi-5-nitro-benziliden)-amino]-propan-1,2-diolo}
(1-)-cupru ([Cu(L-H)Br]), administrati la mediu in a
doua zi de cultivare, in concentratie de respectiv 2,0
si 6,0 mg/L. Durata cultivarii - 7 zile.

Continutul de cupru in biomasa a fost determi-
nat prin metoda fotocolorimetrica bazatd pe for-
marea compusului complex al cuprului cu reactivul
dietilditiocarbamat de natriu de culoare galbena.
Densitatea optica se masoara la 453 nm, iar intensi-
tatea culorii este direct proportionala cu concentra-
tia cuprului, cantitatea de cupru se determina dupa
curba de calibrare [12]. Metoda de determinare a
cuprului are o sensibilitate inalta si permite de a de-
termina 1,0 mgCu/L.

REZULTATE SI DISCUTII

In literatura de specialitate este descris un pro-
cedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina pla-
tensis pe mediul nutritiv Zarrouk, iluminarea 40W,
temperatura 28-32°C, durata de cultivare 30 de zile,
in a 16-a zi la acest mediu se adauga 1,0-3,0 mg/L
de Cu?* [13]. Faptul ca cultivarea spirulinei conform
procedeului descris dureaza o perioada indelunga-
ta de 30 de zile, iar administrarea Cu?**are loc in a
16-a zi de la cultivare, cand spirulina este in peri-
oada latenta de crestere, are drept consecinta ne-
asigurarea acumularii cuprului in biomasa, acesta
acumulandu-se doar pe peretele celular, ceea ce
constituie un dezavantaj al procedeului.

Cercetarile efectuate asupra acumularii
cuprului in biomasa cianobacteriei Spirulina platen-
sis CNM-CB-02 la cultivare in prezenta unor compusi
coordinativi noi ai Cu(ll) au demonstrat capacitatea
spirulinei de a lega cuprul intracelular cu compo-
nentele organice din cadrul celulei. n rezultatul
cercetarilor efectuate, au fost elaborate doua proce-
dee de obtinere a biomasei de spirulind cu continut
majorat de cupru legat cu compusi organici compo-
nenti ai biomasei [14, 15]. Procedeele constau in:
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Procedeul |

Se prepara mediul mineral nutritiv cu urmato-
rul continut al ingredientelor (g/L): NaNO, - 2,5;
NaHCO, - 16,8; NaCl - 1,0; K,SO,- 1,0; K,HPO,-
0,5; MgS0,:7H,0 - 0,2; CaCl, - 0,04; FeSO,-7H,0 -
0,01; EDTA - 0,08; H,BO, - 0,00286; MnCl »4H,0 -
0,00181; ZnSO, -7H,0 - 0,00022; CuSO,:5H,0 -
0,00008; MoO, - 0,000015 si apa distilata pina la 1L.
La mediul preparat se adauga suspensia de Spi-
rulina platensis in cantitate de 0,4 g/L. In a doua zi
de cultivare, la suspensia de spiruling, in calitate
de reglator al continutului de cupru in biomasa,
se suplimenteazd 2,0 mg/L de acetato-N-[2-(2-
hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru.
Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmeyer a
cate 100 mL suspensie, iluminarea de 2000 - 3000 Ix,
la pH 9,5-10,0 si temperatura de 30°C. In ziua a sap-
tea biomasa se separa de lichidul cultural, se supu-
ne demineralizarii si se determind continutul de
cupru, care constituie 10,63 mg%.

Procedeul Il

Se preparad mediul mineral nutritiv cu urmato-
rul continut al ingredientelor (g/L): NaNO, - 2,5;
NaHCO, - 16,8; NaCl - 1,0; K,SO, - 1,0; K,HPO, -
0,5; MgS0,:7H,0 - 0,2; CaCl, - 0,04; FeSO,:7H,0 -
0,01; EDTA - 0,08; H,BO, - 0,00286; MnCl,-4H,0 -
0,00181; ZnSO,7H,0 - 0,00022; CuSO,5H,0 -
0,00008; MoO, - 0,000015 si apa distilata pina la 1L.
La mediul preparat se adauga suspensia de Spiru-
lina platensis in cantitate de 0,4 g/L. In a doua zi
de cultivare, la suspensia de spiruling, in calitate
de reglator al continutului de cupru, se suplimen-
teaza 6,0 mg/L de bromo-{3-[(2-hidroxi-5-nitro-
benziliden)-amino]-propan-1,2-diolo}(1-)cupru.
Cultivarea se efectueazd in baloane Erlenmeyer a
cate 100 mL suspensie, iluminarea de 2000-3000 Ix,
la pH 9,5-10,0 si temperatura 32°C. In ziua a saptea
biomasa se separa de lichidul cultural, se deminera-
lizeaza si se determina continutul de cupru, ce con-
stituie 11,14 mg%.

/

nut (g/L): NaNO, — 2,5; NaHCO, -

MgSO,7H,0 - 02; CaCl, —
FeSO,*7H,0 - 0,01; EDTA - 0,08

Prepararea mediului de cultivare pentru
Spirulina platensis cu urmatorul conti- [Cu(L-H)]

NaCl - 1; K,8O, - 1; K,HPO, —

\
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16,8;
0,5;
0,04;

Procedeul II + 6,0 mg/L

/ [Cu(L-H)Br]
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Fig. 1. Schema de realizare a procedeelor de obtinere a biomasei de spirulina cu continut sporit
de cupru legat cu compusi organici
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Diferenta compozitiei peretelui celular la diferite
grupe de microorganisme, alge, bacterii, cianobac-
terii si fungi duce la o diferenta semnificativa pri-
vind legarea metalelor cu componentele celulare.
Prima etapa de patrundere a microelementelor in
celula este absorbtia pasiva, care prezinta un me-
tabolism independent ce duce la legarea metalelor
prin: formarea legaturilor coordinative, complexa-
re, schimbul de ioni, adsorbtia fizicd sau micropre-
Cipitarea anorganica. A doua etapd o constituie
absorbtia activd, cand ionii metalelor penetreaza
membrana celulara si intra in interiorul celulei [16,
17]. In rezultatul patrunderii in interiorul celulelor
cianobacteriene, majoritatea microelementelor for-
meaza legaturi cu moleculele compusilor organici —
proteinele, lipidele, polizaharidele, aminoacizii etc.
De regulg, stocarea si neutralizarea excesului meta-
lelor are loc prin implicarea in special a peptidelor
de tipul fitochelatinelor si metalotioninelor. Cerce-
tarile descrise in literatura de specialitate arata ca
absorbtia microelementelor este datoratd grupu-
rilor functionale prezente pe suprafata celulelor,
in special a grupelor proteice -COO" si lanturilor
functionale secundare ale aminoacizilor — histidina,
cisteina, acidul aspartic si acidul glutamic [20].

In rezultatul depistarii capacitatii spirulinei de
acumulare intracelulara a cuprului, a prezentat in-
teres si studiul distribuirii cuprului in diferite fractii
organice extrase din biomasa de spirulina cultivata
in prezenta compusilor coordinativi ai Cu(ll).

In urma fractionarii biomasei de spirulina culti-
vata in prezenta metalocomplecsilor [Cu(L-2H)] si
[Cu(L-H)Br] in concentratie de, respectiv, 2,0 si 6,0
mg/L, am depistat ca din cantitatea totala de cupru
acumulat ponderea cea mai importanta a cuprului
revine fractiei de glucide si a celei de peptide cu
aminoacizi (Figura 2).
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Fig. 2. Repartizarea cuprului in fractiile extrase
din biomasa de spirulina cultivata
in prezenta compusilor coordinativi ai Cu(ll)

In urma fractionarii biomasei de spirulind culti-
vata in prezenta compusului [Cu(L-2H)], s-a stabilit
ca din cantitatea totala de cupru acumulat, ponde-
rea cea mai mare i revine fractiei de oligopeptide si
aminoacizi - 30,10% (3,20 mg%) si fractiei glucidice
- 28,22% (3,00 mg%). Cuprul incorporat in molecu-
lele de proteine constituie 26,25% din cuprul total,
iar cel mai diminuat continut a fost depistat in frac-
tia de lipide si constituie cca 15,99% din continutul
total de cupru.

Datele referitoare la repartizarea cuprului in dife-
rite fractii extrase din biomasa de spirulind cultivata
in prezenta compusului coordinativ [Cu(L-H)Br] arata
cd, la fel ca si in cazul compusului [Cu(L-2H)], ponde-
rea maxima a cuprului revine fractiei glucidice si celei
de oligopeptide cu aminoacizi, constituind 31,42%
(3,5 mg%) si 27,29% (3,04 mg%), respectiv, din cu-
prul total, urmata de fractia lipidica - 25,58% (2,85
mg%). In cazul cultivarii spirulinei in prezenta com-
pusului dat, moleculele de proteine din biomasa de
spirulind leaga un continut de cupru mai mic fata de
compusul precedent si constituie 15,71% (1,75 mg%)
din cuprul total.

In virtutea celor expuse mai sus, putem conclu-
ziona ca: au fost elaborate doua procedee de obti-
nere a biomasei de spirulina cu continut sporit de
cupru legat cu compusi organici componenti ai bi-
omasei de spirulind - sursa de substante bioactive
utilizate in industria farmaceutica, medicina clinica
si experimentala.
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REZUMAT

In prezentul articol este descrisc elaborarea a doud
procedee de obtinere a biomasei de spirulind cu conti-
nut sporit de cupru legat cu compusi organici compo-
nenti ai biomasei (proteine, oligopeptide, aminoacizi,
lipide, glucide), utilizandu-se in calitate de reglatori
compusii coordinativi ai Cu(ll).
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ABSTRACT

The elaboration of two processes for obtaining
of spirulina biomass with high content of copper
bound to organic compounds of biomass compo-
nents (proteins, oligopeptides, amino acids, lipids,
carbohydrates), using as regulators some coordina-
tion compounds of Cu(ll) is described in the present
article.



