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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate. In ultimele decenii a crescut interesul
catre cultivarea in proportii industriale a cianobacteriilor si microalgelor in calitate de surse de
compusi biologic activi cu valoare functionald naltd astfel ca aminoacizii, oligopeptidele,
proteinele, lipidele, polizaharidele, pigmentii, enzimele antioxidante §. a. Biomasa
cianobacteriand si microalgald este o componentd pretioasa a diverselor produse (suplimente
alimentare si preparate farmaceutice), iar imbogatirea acesteia cu microelemente esentiale (fier,
continuare in nutritie si in diverse domenii ale medicinii contemporane, care pune tot mai mult
accentul pe prevenirea disfunctiilor metabolice - cauza a patogenezei multor afectiuni ale
sistemelor cardiovascular si endocrin, nervos si hematopoietic [6, 13, 28]. Este evidenta
necesitatea substituirii aditivilor si suplimentelor chimice de sinteza prin produse naturale,
obtinute 1n conditii ecologice monitorizate. Cianobacteriile si microalgele, datoritd capacitatii de
acumulare si biotransformare a bioelementelor, inclusiv a seleniului si germaniului, reprezinta
materiile prime oportune pentru a fi valorificate in acest scop.

Din diversitatea de specii cianobacteriene si microalgale se remarca specia Arthrospira
platensis (spirulina) si diverse tulpini ale ei. Spirulina este cunoscutd, in primul rand, pentru
consumul in calitate de aliment/supliment. In prezent spirulina este valorificata si investigata in
calitate de matrice pentru producerea pe scard larga a diferitor substante biologic active cu efecte
benefice asupra sanatatii. Spirulina poseda inclusiv, mecanisme de acumulare a elementelor in
special a celor cu rol de bioelemente. La acest proces participa componentele sale structurale
transformand elementele din forma lor anorganica in cea organica, care poate fi inclusa, datorita
produse specializate [6, 12, 19-20, 28-29].

Obiect preferential al ficobiotehnologiilor industriale moderne In majoritatea tarilor de pe
glob, spirulina prezinta o serie de avantaje printre care: lipsa toxinelor, demonstrata prin testul
ELISA, compozitia biochimica complexa reprezentata de cei circa 50 compusi biologic activi ai
sdi, inclusiv vitamine §i microelemente si un metabolism foarte labil al acestora, precum si
rezistenta inaltd la diversi factori stresogeni ai mediului datoritd mecanismelor de adaptare
dezvoltate evolutiv. Durata ciclului de crestere foarte mica de 6-10 zile, permite obtinerea in
conditii industriale intr-un termen foarte scurt a biomasei si compusilor biologic activi, iar
proiectarea si constructia de cultivatoare cu includerea unor parametri de cultivare necesita
costuri relativ mici [8]. In Republica Moldova spirulina este cultivati la intreprinderea ficologica
FICOTEHFARM SRL cu sediul in mun. Chisindu si intreprinderea GIDROFIT cu sediul in
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raionul Slobozia. Aceste Intreprinderi propun spre consum atat biomasa de spirulina, cét si unele
produse biologic active in baza ei.

Pentru ca biomasa in calitate de materie primd si produsele care, in special contin
bioelementele ca parte componenta distincta a lor sa fie competitive si functionale, cercetarile
asupra spirulinei trebuie sa precaute si sd ofere solutii referitor la compozitia optimala a mediului
nutritiv; stabilirea parametrilor optimali de cultivare (pH-ul mediului, iluminarea si temperatura);
caile de modificare a proceselor biosintetice In scopul acumularii compusilor biologic activi si a
bioelementelor ca componente efective. Este important sd se stabileasca conditiile si sa se
elaboreze modele de evitare a stresului oxidativ indus de conditiile tehnologice. Tehnologiile
intensive de cultivare a spirulinei n scopul incorporarii unor bioelemente nespecifice conditiilor
de cultivare presupun activarea si intensificarea activitatii biosintetice a cianobacteriei cu
formarea si acumularea radicalilor liberi care pot compromite biomasa rezultatd in calitate de
materie primd pentru elaborarea produselor finale scontate. Este importantd selectarea si
argumentarea tehnicilor si metodelor de verificare a calitatii biomasei rezultate in scopul evitarii
excesului de radicali sau remodelarea unor etape tehnologice in vederea obtinerii unui profit din
stresul oxidativ produs. Tehnicile de procesare si purificare trebuie sa utilizeze solventi nontoxici
pentru a reduce costurile de productie, dar si pentru a asigura inofensivitatea preparatelor
policomponente create in baza biomasei de spirulind.

Seleniul este unul dintre microelementele, deficitul carora este cel mai frecvent
determinat in populatia planetei. Seleniul patrunde in organismul uman din sol prin produsele de
origine vegetald si animala, astfel Incat nivelul de asigurare cu acest microelement depinde de
conditiile geochimice ale habitatului [16]. Seleniul este absolut necesar pentru dezvoltarea
normald a oricarui organism viu [5, 11, 14, 17]. Acest microelement activeaza procesele de
respiratie tisularda, regleaza reactiile de oxido-reducere, influenteaza activitatea imuna,
metabolismul proteic, in particular metabolismul aminoacizilor ce contin sulf, este parte
componentd a majoritatii hormonilor si enzimelor. Rolul seleniului In organism este determinat,
in principal, de includerea lui in componenta glutationperoxidazei, enzima antioxidanta din clasa
peroxidazelor [24].

Germaniul este nu mai putin important pentru organismul uman. Germaniul participd in
procesul de transport al oxigenului in tesuturi prevenind astfel, starea de hipoxie in acestea.
Germaniul blocheazad radicalii liberi in organism si intervine pozitiv in sistemul imunitar al
organismului prin activarea macrofagelor si limfocitelor T. De asemenea, acest oligoelement
poseda proprietati antifungice, antivirale, antibacteriene si previne aparitia metastazelor [9, 18,

21-23, 25].



Astfel, spirulina intruneste toate criteriile, atat cele de calitate, cat si cele tehnologice
pentru a obtine din biomasa sa produse (preparate si suplimente) ce contin In cantititi sporite
aceste doua oligoelemente importante pentru organismul uman si animal, biotransformate de
catre compusii sdi biologic activi in procesul de cultivare a ei 1n conditii dirijate.

Scopul lucrarii: Elaborarea unor biotehnologii de obtinere a preparatelor cu continut
sporit de seleniu si germaniu in baza biomasei tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 (spirulina).

Obiectivele cercetarii:

1. Stabilirea efectului unor compusi anorganici ai Se (IV), anorganici si organici ai Ge (IV)
asupra capacitatii de producere a biomasei §i de acumulare a seleniului si germaniului de
catre tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11,;

2. Evaluarea modificarilor produse in continutul unor componente biologic active majore
(proteine, ficobiliproteine, glucide, lipide) din compozitia biomasei pe fonul seleniului si
germaniului acumulat de catre tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11;

3. Elaborarea procedeelor de cultivare a tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-
CB-11 in conditiile care asigurd obtinerea unei biomase cu continut sporit de seleniu si
germaniu biotransformate;

4. Elaborarea schemelor tehnologice de obtinere in cadrul unui singur flux a produselor
(preparatelor si suplimentelor) ce contin seleniul si/sau germaniul ca parte componenta
efectiva.

Ipoteza de cercetare:

Capacitatea tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) de a
acumula in conditii controlate si a biotransforma prin compusii sai biologic activi seleniul si
germaniul, precum si procedeele inofensive de extragere succesiva a lor in cadrul unui singur
ciclu tehnologic, asigura obtinerea unor produse (preparate si suplimente) ce contin ca parte
componentd distincta aceste doud oligoelemente cu proprietati biologice importante.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese:

Setul de metode selectate In cercetare este cel aplicat in ficobiotehnologia moderna si a
inclus un sir de tehnici si procedee analitice adaptate la obiectul de studiu. Aceste metode se
referd la determinarea continutului de biomasd produsd de catre tulpina utilizatd in studiu,
precum si la determinarea cantitatii acumulate de seleniu si germaniu, dar si a principalilor
indicatori de calitate (proteinele, ficobiliproteinele, glucidele, lipidele) in aceastd biomasa.
Pentru a monitoriza siguranta biomasei de spirulind si a preparatelor cu continut sporit de seleniu
si germaniu au fost utilizate doua teste: testul de reducere a radicalului cation ABTS si testul

dialdehidei malonice (DAM). Pentru stabilirea veridicitatii si autenticitatii datelor experimentale
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obtinute a fost aplicat instrumentarul standard de analizd statisticd (din componenta Microsoft

Excel 2010).

CONTINUTUL TEZEI

1. SELENIUL, GERMANIUL SI SPIRULINA - COMPONENTE DE VALOARE
ALE PREPARATELOR SI SUPLIMENTELOR ALIMENTARE

Capitolul include o analizd a datelor existente la momentul actual in literatura de
specialitate cu privire la importanta seleniului si a germaniului pentru organismul uman, asupra
diferitor preparate ce contin aceste oligoelemente, precum si asupra formei lor din aceste
preparate. Este elucidat metabolismul seleniului si germaniului in organism, precum si
importanta acestor elemente pentru sanatate.

Actualitatea si necesitatea obtinerii de noi preparate polifunctionale care contin seleniu si
germaniu in baza cianobacteriei Arthrospira platensis (spirulina) a fost argumentata in rezultatul
unei analize, la nivel mondial, a pietei moderne a preparatelor si suplimentelor alimentare ce
contin seleniul sau germaniul. Este prezentata valoarea cianobacteriei Arthrospira platensis ca
obiect biotehnologic, datorita utilizarii sale cu succes in calitate de materie primd pentru
fabricarea produselor farmaceutice si alimentare.

Arthrospira platensis ramane in continuare o sursa promitatoare de compusi biologic
activi si poate fi consideratd un biotransformator eficient al oligoelementelor din formele
anorganice in cele organice si poate fi utilizatd in calitate de sursa de noi agenti
imunomodulatori, hepatoprotectori, antitumorali. Sinteza literaturii prezentatd in acest capitol

oferd un suport teoretic important pentru cercetarile reflectate in capitolele experimentale.

2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE

2.1. Obiectul de studiu

In calitate de obiect de studiu a fost selectatd tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 (spirulina) care este adaptata conditiilor tehnologice industriale de cultivare [3].
Tulpina este depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene si in Colectia de
cianobacterii si microalge a laboratorului Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie. Pentru cultivarea spirulinei s-a utilizat mediul nutritiv. modificat Zarrouk

(variante de compozitie).



2.2. Compusi ai seleniului si germaniului

In calitate de surse de seleniu au fost selectati unii compusi anorganici ai Se (IV):
Na,SeOs;, (NH;).SeO;, Fe,Sez0q-6H,0, ZnSeOs;, GeSe, si CoSeOs;. Compusi anorganici
Na,SeOs, (NH4)2SeOs si Fe;Ses0q-6H,0 au fost adaugati la mediul de cultivare in concentratiile:
10, 20, 30, 40 si 50 mg/l. Pentru compusii ZnSeO3 si GeSe; au fost selectate concentratiile: 5, 10,
15, 20, 25, 30 mg/l. CoSeO3 a fost adaugat in patru concentratii: 5, 10, 15, 20 mg/l, concentratiile
lui de peste 20 mg/l, conform unui screening preliminar fiind letale pentru tulpina data de
spirulina. In calitate de surse de germaniu au fost utilizati compusii anorganici (GeO; si GeSey),
precum si organici ai Ge (IV) ((Mes,GeCl, - (FM-1), MesGe(OMe), - (FM-2), ArP =
C(CHGe(F)(Tip)t-Bu - (FM-3), ArP = C(Te)Ge(Tip)t-Bu - (FM-8), ArP = C(SeSe)Ge(Tip)t-Bu -
(FM-9 ), ArP = C(PhCH = CHCHO)Ge(Tip)t-Bu - (FM-10) si Mes,Ge(F)-PHMes - (FM-11)),
sintetizati in laboratorul de Heterochimie Fundamentald si Aplicatda a Univesitatii P. Sabatier,
Toulouse, Franta. Compusii organici ai germaniului contin componentul organic fenil (Mes - 2,
4, 6 - trimetilfenil; Ar - 2, 4, 6 - tributilfenil; Tip - 2, 4, 6 - izopropilfenil), radical foarte activ.

Compusii Ge (IV) au fost aplicati in concentratiile: 10, 20 si 30 mg/1.

2.3. Metodele de cercetare

Au fost utilizate metode si tehnici uzuale adaptate pentru aplicare in investigatiile
ficobiotehnologice, in special pentru biomasa de spirulind. Procedurile de determinare a
continutului de biomasa de spirulind, de determinare a cantitdtii de seleniu si germaniu, de
evaluare a unor compusi biologic activi in biomasa (proteine, ficobiliproteine, glucide si lipide)
au inclus suplimentar tehnici si protocoale aferente care au permis aprecierea sigurantei biomasei
de spirulina (nivelul activitatii antioxidante (AA) si nivelul de acumulare a produselor degradarii
oxidative a lipidelor), obtinutd la cultivare in prezenta compusilor seleniului si germaniului.
Setul de formule de prelucrare statistica (Microsoft Excel 2010) a asigurat analiza veridicitatii

rezultatelor obtinute.

3. ELABORAREA BIOTEHNOLOGIEI DE OBTINERE A PREPARATELOR CU
CONTINUT SPORIT DE SELENIU iN BAZA BIOMASEI DE SPIRULINA

3.1. Efectul unor compusi anorganici ai Se (IV) asupra producerii de biomasa,
acumularii seleniului si compozitiei biochimice a tulpinii cianobacteriei Arthrospira
platensis CNMN-CB-11 (spirulina)

Compartimentul prezintd datele experimentale obtinute la cultivarea tulpinii

cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) cu suplimentarea compusilor
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anorganici ai Se (IV) utilizati in cercetare, iar in calitate de indicatori principali au fost
monitorizati §i analizati - Cantitatea de biomasa si nivelul de acumulare a seleniului n aceasta.
S-a stabilit, cd compusii anorganici ai seleniului utilizati ca sursd de seleniu la cultivarea
spirulinei se comporta diferit — efectul fiind sau stimulator; sau nu influenteaza cresterea
spirulinei; sau este moderat toxic, ceea ce sugereaza ca seleniul este un element de necesitate
vitald pentru aceasta tulpina.

Cantitatea maximala de seleniu in biomasa circa 607 mg% s-a determinat la utilizarea
selenitului de fier hexahidrat in concentratie de 50 mg/l si de circa 228 mg% la introducerea
selenurii de germaniu in doza de 30 mg/l (Tabelul 3.1). Pentru ceilalti compusi studiati,

acumularea seleniului, de asemenea, are loc, dar intr-o masurd mai mica.

Tabelul 3.1. Continutul de seleniu (mg%), determinat in biomasa de A. platensis

CNMN-CB-11 la cultivare in prezenta compusilor anorganici ai Se (IV)

Concentratia compusului, mg/|
Compusul 10 | 20 | 30 | 40 | 50 |
Continutul de seleniu in biomasd, mg%
Na,SeOs 14,93 18,74 22,13 23,77 24,16
(NH,),SeO, 2,15 3,47 8,17 9,38 14,44
Fe,Se;046H,0 118,2 206,2 279,9 443,7 606,9
Concentratia compusului, mg/|
Compusul 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30
Continutul de seleniu in biomasda, mg%
ZnSe03 6,07 9,51 19,03 34,43 41,83 52,64
CoSe04 6,33 9,51 19,03 22,71 - -
GeSe, 20,36 33,4 63,26 100,63 141,3 228,27

Totodata, au fost cercetate si stabilite modificarile in compozitia biochimica a biomasei
de spirulind (proteine, ficobiliproteine, glucide si lipide), obtinutd la cultivare in prezenta
compusilor anorganici ai Se (IV), in functie de natura si concentratia lor. Toti cei sase compusi
ce contin seleniu nu au afectat vadit negativ valoarea calitativd a biomasei de spirulind. Din
contra, in anumite concentratii, acestia au contribuit la stimularea sintezei a unuia sau a catorva
din principalii compusi biologic activi.

De asemenea, sunt expuse datele privind siguranta biomasei imbogatite cu seleniu:
nivelul de activitate antioxidanta si nivelul de acumulare a produselor de peroxidare a lipidelor.
Activitatea antioxidantd (monitorizatd in extractele hidrice) s-a modificat, fara a depinde de
concentratia seleniului in mediul de cultivare si de continutul sdu acumulat in biomasa. Datele
testului cu acidul tiobarbituric au evidentiat lipsa cresterii nivelului dialdehidei malonice, chiar si
in variantele acumuldrii in cantitati mai mari a seleniului in biomasa (in cazul aplicarii selenitului

de fier hexahidrat si a selenurii de germaniu).



3.2. Procedee de obtinere a biomasei de spirulinid cu continut sporit de seleniu
bioorganic

In continuarea cercetarii au fost montate experiente in care tulpina de spirulind din acest
studiu a fost cultivata in conditii specifice de acumulare a seleniului: pe mediul nutritiv cu
continut redus de sulfati (1) si la un pH 8,0-8,5 (2). Suplimentarea in rate a compusilor selectati
(3) si la diferite intervale de crestere a culturii (4) au servit drept parametri cu care s-a manipulat
in cadrul acestei serii experimentale, pentru a atinge cote mai mari de acumulare a seleniului in
biomasa de spirulind. Rezultatele obtinute sunt aduse in Tabelul 3.2. Se va mentiona faptul, ca in
cazul acestor experiente cresterea cantitdtii de seleniu a fost monitorizata in raport cu nivelul de
producere al biomasei, selectat in calitate de indicator de control al procesului.

Rezultatele experimentale obtinute in cazul selenitului de fier hexahidrat, au scos in
evidentd, ca suplimentarea compusului in rate: 2 (in concentratie de 25 mg/l) in 1-a zi si 2 (in
concentratie de 25 mg/l) in a 3-a zi de cultivare a condus la concentrarea efectului exercitat de
catre acesta, atat asupra procesului de acumulare a seleniului, cat si asupra procesului de crestere
al spirulinei, nivelul de producere al biomasei crescand chiar, cu circa 15% (in raport cu spirulina
crescutd 1n conditii standard). Continutul seleniului in biomasa de spirulind cultivata in prezenta

Fe,Se30q:6H,0 administrat in conditiile date ale experientei a atins cota de 694,2 mg%.

Tabelul 3.2. Nivelul de biomasa produsa si cantitatea de seleniu acumulat in prezenta
selenitului de fier hexahidrat (50 mg/l) si selenurii de germaniu (30 mg/l) suplimentat in

rate si la diferite perioade de cultivare a A. platensis

Perioada ciclului de Continutul de seleniu in biomasa
cultivare la care a fost Biomasa, %M o ’
. mg%o
suplimentat compusul
Selenitul de fier hexahidrat (50 mg/l)
1-a zi de cultivare 113,92 606,9+7,49
3-a zi de cultivare 109,31 656,8+9,60
Y2 (1-a zi de cultivare) si 115,31 694,2+4,12
4 (3-a zi de cultivare)
Selenura de germaniu (30 mg/l)
1-a zi de cultivare 99,71 228,27+6,67
3-a zi de cultivare 94,60 378,50+2,70
% (1-a zi de cultivare) si 99,99 243,77+6,33
Y5 (3-a zi de cultivare)
Martor 100,00 (1,053+0,010 g/1) 0,161+0,05

In cazul selenurii, acumularea maximala a seleniului in biomasa de 378,50 mg% fara a
modifica principial producerea de biomasa (in jurul a 94% in raport cu martorul), a fost atinsa la

suplimentarea acestuia in concentratie de 30 mg/l la cultura de spirulina 1n a 3-a zi de cultivare.
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S-a determinat repartizarea seleniului in fractiile biologic active ale biomasei de spirulina.
In acest scop, biomasa de spirulind obtinuta prin cultivare in prezenta compusilor seleniului care
au asigurat acumularea optimala a lui in conditiile specifice de proces, a fost supusa fractionarii.
Au fost obtinute fractiile - aminoacizi (Am.) liberi si oligopeptide, proteine, glucide si lipide.

Rezultatele sunt redate de Figura 3.1.

Lipide; Proteine: Lipide: Proteine:

10.50% ‘ 28.50% 12.80% 27.20%
Glucide: 9% Glucide: I-

) ‘
/ An \.d’

Am. liberi,
oligopeptide: oligopeptide:
26,80% A 23.80% B

Fig. 3.1. Distributia seleniului in diferite fractii biologic active ale biomasei de spirulina

obtinuta (A) - in prezenta Fe,;Se;O0q¢-6H,0 si (B) - in prezenta GeSe;

Din continutul total de seleniu acumulat in biomasa de spirulind crescutd in prezenta
selenitului de fier hexahidrat, in fractiile biologic active obtinute au fost determinate 74,8%. In
fractiile biologic active din biomasa, obtinutd in prezenta selenurii de germaniu, s-au determinat
sumar 71,7% din continutul total de seleniu.

Dintre toate fractiile biomasei obtinute, proteinele au demonstrat cea mai inalta capacitate
de a lega seleniul - 28,5% din total in cazul selenitul de fier hexahidrat si 27,2% din total la
aplicarea selenurii de germaniu. In fractia biologic activi care contine aminoacizi liberi si
oligopeptide, de asemenea, distributia seleniului a fost la o cota inalta - 26,8% din seleniul total
in cazul selenitului de fier hexahidrat si respectiv 23,8% din seleniul total In cazul selenurii de
germaniu. In fractia lipidelor s-au determinat 10,5% din seleniul total acumulat la aplicarea
selenitului de fier hexahidrat si 12,8% din total in cazul selenurii de germaniu.

In fractia glucidelor au fost determinate 9,0% din seleniul total acumulat la aplicarea
selenitului de fier hexahidrat si 8,0% - in cazul selenurii de germaniu. Astfel, cultivarea tulpinii
Arthrospira platensis CNMN-CB-11 in conditiile stabilite asigurd obtinerea unei biomase cu
continut sporit al seleniului organic, care se contine la niveluri inalte de circa 59-64% din totalul
acumulat in fractiile biologic active ale acesteia.

In Figura 3.2 este redati schema de realizare a 2 procedee de obtinere a biomasei cu un
continut sporit de seleniu in procesul de cultivare a tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis

CNMN-CB-11, care se realizeaza conform urmatoarei succesiuni de proceduri.
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La prima etapa de realizare a procedeelor se prepara mediul nutritiv cu o cantitate redusa
de sulfati. La etapa a doua, in volumul de mediu nutritiv preparat, se inoculeaza tulpina
cianobacteriei Arthropsira platensis CNMN-CB-11 (spirulina). Cultura de spirulind se transfera
a cate 500 ml 1n retorte conice din sticla cu volumul total de 1000 ml. Introducerea compusilor
seleniului se efectueaza conform procedeelor. Procesul de cultivare al spirulinei dureaza 144 ore
si se realizeaza cu respectarea urmatorilor parametri: 1) in primele 48 ore - temperatura de 28 °C
si pH-ul mediului 8,0 - 8,5 si 2) in urmatoarele 96 ore - temperatura de 30 °C si pH-ul 8,0-8,5;
intensitatea ilumindrii pand la 37-55 pM fotoni/m?/s. In scopul mentinerii pH-ului la valoarea

8,0-8,5 cultura de spirulina pe durata cultivarii se supune barbotarii cu CO..

Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina)

\4

Fe,Se;04-61,0 Preparar-ea medlu|ljl nutritiv pu 0
50 mg/l: cantitate redl.lsa de sulfati GeSe,
1-a zi de cultivare -% l ; Q%mglll:t_
. . -a zi de cultivare
3-azi de cultivare - Inocularea suspensiei de spirulind
0,40 — 45 g/l BAU
i 1
A . an o -

694 mg%, dintre care _ Par_ametrl. temperatura 28 39 CZ: | 378 mg%, dintre care
519 mg % seleniu iluminarea de 33—55 uM fotoni/m-/s; 271 mg % seleniu
biotransformat pH =80-85 biotransformat
(aminoacizi liberi, l (_aminoa.cizi Iibefi,
oligopeptide, glucide, Biomasa de spirulini cu continut 0I|gopept|de, QIL_JC'de’
proteine), lipide < sporit de seleniu »  proteine), lipide

Fig. 3.2. Schema de obtinere a biomasei de spirulina cu continut sporit de seleniu [7]

La etapa finald (sfarsitul ciclului de cultivare), cultura de spirulind crescuta in prezenta
compusilor seleniului in concentratiile selectate se supune filtrarii printr-un filtru din hartie
demineralizatd si umectat in prealabil cu apa purificatd. Dupa, in vederea inldturarii surplusului
de saruri de pe suprafata celulelor, biomasa se spala cu o solutie de acetat de amoniu de 1,5%, se

supune uscarii si se determind continutul de seleniu.

3.3. Tehnologia integrata de obtinere a preparatelor cu continut sporit de seleniu in
baza biomasei de spirulina
Utilizarea biomasei de spirulind in calitate de adaos alimentar este bine-cunoscuta [19,

28]. Cantitatea de biomasa care de obicei se utilizeaza in calitate de supliment este relativ mica,
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iar efectele manifestate ale acesteia sunt semnificative. Eficacitatea biologica inaltd a biomasei
de spirulind este conditionatd de prezenta complexelor de substante esentiale si caracteristice
culturii. Compusii sau fractiile complexe extrase din biomasa de spirulind, de asemenea, pot fi
parte componenta ale diverselor preparate.

Pornind de la faptul, ca selenitul de fier hexahidrat si selenura de germaniu sunt implicati
in transformarea seleniului anorganic in organic, existd oportunitatea obtinerii In cadrul unui
singur circuit tehnologic a unor produse selenorganice cu o functionalitate si biodisponibilitate.

In primul rdnd, biomasa cu continut sporit de seleniu, obtinuti conform celor doua
procedee de cultivare a spirulinei in prezenta Fe,Se;04-6H,0 si GeSe; poate servi drept supliment

alimentar selenorganic (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Compozitia biomasei de spirulini cu continut sporit de seleniu

Componentele Biomasa cu continut sporit de seleniu ob{inuta prin:
biomasei, care Procedeul | Procedeul 11 Biomasa
participi la (selenit de fier hexahidrat 50 mg/I: selenura de germaniu de
biotransformarea Y - 1-a zi de cultivare, 30 mg/l: spirulina
seleniului Y - a 3-a zi de cultivare) a 3-a zi de cultivare) (Martor)
(exceptand lipidele) wSpirulina selenorganicd - 1”  |,,Spirulina selenorganicd -2”
Aminoacizi liberi 3,70% 3,20% 2,0%
Oligopeptide 8,40% 7,80% 8,90%
Proteine 52,15% 50,20% 65,20%
C-Ficocianina 4,80% 3,98% 8,50%
Glucide 12,90% 11,45% 13,95%
Lipide 8,85% 6,50% 5,50%
Seleniu 0,69% 0,378% 0,00015%
AA, % inhibitie ABTS 82,0 72,0 62,0

Compozitia biomasei cu confinut sporit de seleniu acumulat nu prezinta abateri majore de
la compozitia biomasei de spirulind, obtinutd in conditii fard addugare de compusi ai seleniului.
Acelasi lucru se poate afirma si despre activitatea antioxidanta, determinata in extractele hidro-
alcoolice de 50% obtinute din aceastd biomasa.

In baza biomasei de spirulind cu continut sporit de seleniu au fost propuse 2 formule de

compozitii ale unor produse ce pot fi utilizate in calitate de suplimente ce contin seleniul ca parte
componenta efectiva: ,,Spirulina selenorganica-1" si ,, Spirulina selenorganica-2".

Din biomasa de spirulina cu continut sporit de seleniu, prin procesarea acesteia au fost

extrase succesiv si obtinute extracte de compusi biologic activi ai spirulinei, care au asigurat un
continut maximal de seleniu biotransformat — aminoacizi liberi, oligopeptide, proteine.

In baza extractelor ce contin aceste componente biologic active ale spirulinei au fost
propuse 2 formule de compozitii de preparate ce contin seleniu organic ca parte componenta
efectiva: ,, BioR-Selenium 1 si 2" si ,,Supliment Se-proteic 1 si 2”. Prima formula reprezintd un
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complex biologic activ care confine atit aminoacizii in stare liberd si In componenta

oligopeptidelor. Cea de a doua compozitie reprezintd un extract proteic selenorganic.

Biomasa de spirulind selenorganica <
v
Prelucrarea alcoolica a biomasei Cultivarea spirulinei
selenorganice de spirulind in prezenta surselor
¢ anorganice de seleniu:
selenit de fier
Separarea —] Extragerea aminoacizilor si hexahidrat, selenura de
extractului de oligopeptidelor selenocomponente germaniu
aminoacizi §i
oligopeptide ¢

selenocomponente . L.
P Rest biomasa selenorganica de

spirulina 1

v 1

Purificarea Extragerea proteinelor

extractului de selenocomponente | : 5 —
aminoacizi si Rest biomasa selenorganica

oligopeptide ¢ spirulina I1

selenocomponente Separarea proteinelor: v
Extract proteic selenocomponent | Extragerea repetatd a
proteinelor selenocomnonente
v v v
Obtinerea Reunirea extractelor proteice Separarea proteinelor: Extract
extractului aqua selenocomponente I si I1 proteic selenocomponent 11
de aminoacizi si J,
oligopeptidelor
selenocomponente Extract proteic »| Purificarea extractului proteic
selenocomponent sumar selenocomponent sumar
Preparate ¢
Y | BioR-Selenium 1 gi 2 Suplimente
. T Se-proteice
Spirulina selenorganica 7
1si2 |

Executare forme: capsule, comprimate, |«
solutii
Conditionare, Etichetare, Ambalare

v

Fig. 3.3. Schema generalizata de obtinere in cadrul unui circuit tehnologic a produselor

(preparatelor si suplimentelor) ce contin seleniul ca parte componenta efectiva

In baza rezultatelor obtinute au fost dezvoltate doud tehnologii de obtinere a preparatelor
cu continut sporit de seleniu (Figura 3.3). Aceste tehnologii asigura obtinerea in cadrul unui
singur flux de fabricare, a 6 compozitii de produse seleniucomponente (Spirulina selenorganica -
1si 2, BioR+Selenium - 1 si 2 si 2 suplimente Se-proteice).

Tehnologiile sunt reproductibile, valorifica materii prime si materiale non toxice

prietenoase mediului si prezintd oportunitdti de producere in conditii controlate. Nivelul de
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activitate antioxidanta al preparatelor fabricate a demonstrat inofensivitatea lor, ceea ce confirma
ca compozitia lor nu se modifica peste limitele prescriptiei, iar fabricarea lor in serie este
justificatd din punct de vedere tehnologic, fizico-chimic si calitativ.

Tehnologia de producere elaboratd pentru produsele: Spirulina selenorganica-1, BioR-
Selenium 1 si Supliment Se-proteic 1 a fost testatd in conditii de producere in serie la uzina
»FICOTEHFARM” SRL, or. Chisindu, R. Moldova (Act de implementare 01-11/2017 din
30.11.2017).

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Compusii anorganici ai Se (IV) modifica nivelul de producere a biomasei de cétre tulpina
cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) in dependenta de concentratia
lor aplicata la cultivare. Selenitul de sodiu, selenitul de amoniu, selenitul de fier hexahidrat si
selenura de germaniu preponderent stimuleaza (cu mici exceptii - nu influenteazd) cresterea
cantitatii de biomasa, pe cand selenitul de cobalt si selenitul de zinc sunt toxici sau moderat
toxici pentru cultura de spirulina [4].

2. Acumularea seleniului in biomasa de Arthrospira platensis CNMN-CB-11 este un proces
doza-dependent. Nivelurile de seleniu in biomasa cresc la cultivarea ei in prezenta compusilor
in ordinea: (NHy),SeO3 < Na,SeO3; < CoSeO3 < ZnSeO3 < GeSe; <Fe,Se30q9-6H,0 [4, 7].

3. Compusii anorganici ai seleniului testati in concentratiile selectate influenteaza asupra
activitatii biosintetice a tulpinii Arthrospira platensis CNMN-CB-11 prin sporirea
continutului de substante biologic active importante in biomasa: proteinele, ficobiliproteinele
(inclusiv ficocianina), hidratii de carbon, lipidele [2].

4. Compusii testati ai seleniului nu provoacd o crestere semnificativd a continutului produselor
degradarii oxidative a lipidelor in biomasa tulpinii Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (chiar
si la un continut nalt al seleniului acumulat in biomasa) iar dupa datele testului cu utilizarea
radicalului ABTS™, efectul compusilor poate fi caracterizat ca netoxic sau moderat toxic [1].

5. O acumulare mai eficientd a seleniului in biomasa de spirulind se realizeaza la suplimentarea
selenitului de fier hexahidrat in rate: %2 (25 mg/l) in 1-a zi si %2 (25 mg/l) in a 3-a zi de
cultivare, precum si la adaugarea selenurii de germaniu in concentratie de 30 mg/l in a 3-a zi
de cultivare. Continutul seleniului este de circa 370 mg% si de circa 690 mg% dintre care
circa 71-75% sunt repartizate in fractiile biologic active ale biomasei (aminoacizi liberi si
oligopeptide, proteine, glucide, lipide).

6. Prin schemele tehnologice elaborate se propune obtinerea a 6 variante de preparate in baza
biomasei de spirulind cu continut sporit de seleniu - materie prima eficienta, in cadrul unui
singur flux tehnologic: ,,Spirulina selenorganica 1 si 2”, ,BioR-Selenium 1 si 27 si

15



oupliment Se-proteic 1 si 2”. Fabricarea preparatelor in serie este justificata din punct de

vedere tehnologic, fizico-chimic si calitativ.

4. ELABORAREA BIOTEHNOLOGIEI DE OBTINERE A PREPARATELOR CU
CONTINUT SPORIT DE GERMANIU iN BAZA BIOMASEI DE SPIRULINA

4.1. Cantitatea de biomasa, nivelurile de acumulare a germaniului si compozitia
biochimica a tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) la
cultivare in prezenta unor compusi anorganici si organici ai Ge (IV)

In acest subcapitol sunt expuse datele experimentale privind efectul compusilor
anorganici si organici ai Ge (IV) asupra cantitatii de biomasa produsa si acumularii germaniului

de catre tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Continutul germaniului acumulat in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11

obtinuta la cultivare in prezenta compusilor anorganici si organici ai Ge (IV)

Compusul | GeO, | GeSe, | FM-1| FM-2 | FM-3 | FM-8 | FM-9 | FM-10 | FM-11

Concentratia Ge acumulat, mg% biomasa

10 mg/l 14,89 | 26,27 | 17,79 | 13,57 7,49 4,77 9,16 8,57 13,07

20 mg/I 26,74 | 48,53 | 20,69 | 22,29 17,36 8,48 10,52 17,41 18,35

30 mg/l 31,21 | 75,73 | 25,33 8,64 17,04 23,85 12,80 15,84 29,07

S-a demonstrat, cd majoritatea compusilor anorganici si cei organici ai germaniului duc la
scaderea productivitatii spirulinei, cu exceptia compusilor germaniului — FM-3, FM-11, GeSe;.

S-a stabilit, cd spirulina acumuleaza germaniul in biomasd la cultivarea ei in prezenta
tuturor compusilor germaniului. Nivelul de acumulare al acestui element este mai scazut in
cazul compusilor organici ai germaniului, comparativ cu cei anorganici. Continutul maximal de
germaniu de circa 31-75 mg% se acumuleaza la cultivarea in prezenta GeO, si GeSe,.

In cazul compozitiei biochimice S-au evidentiat compusii cu efecte stimulatoare.
Compusii evidentiati pot fi utilizati in sinteza orientatd sporitd a compusilor biologic activi la
spirulina.

A fost analizat nivelul de sigurantd al biomasei de spirulind pe fonul continutului de
germaniu acumulat. Activitatea antioxidanta a biomasei de spirulind s-a modificat si aceasta
modificare nu depinde de concentratia germaniului in biomasa. O stabilitate relativa a testelor
antioxidante demonstreaza lipsa unui raspuns violent la implicarea compusilor in activitatea

biosintetica a culturii. In cazul compusilor organici ai germaniului a fost stabilitd o crestere cu
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peste 20% a activitatii antioxidante in cazul primilor 2 compusi si o sciddere a valorilor ABTS
pentru restul. Valorile testului ABTS nu depind de continutul germaniului in biomasa.

Datele testului cu acidul tiobarbituric au evidentiat valori de 2-3 ori mai mari ale
dialdehidei malonice in biomasa spirulinei la cultivare in prezenta compusilor organici ai
germaniului. Compusii anorganici nu au indus oxidarea ireversibila a lipidelor.

Selenura de germaniu - GeSe; in concentratiile de 10 si 20 mg/l a favorizat cresterea
culturii, sporind producerea de biomasa cu circa 19-25% fata de martor. Continutul maximal al
germaniului de 75,73 mg% a fost determinat la concentratia de 30 mg/l a compusului,
concentratie care nu a influentat producerea de biomasa. Este de mentionat faptul, ca la aceasta
concentratie a GeSey, in biomasa de spirulind se acumuleaza o cantitate semnificativa de seleniu

- circa 228 mg%.

4.2. Procedeu de obtinere a biomasei de spirulina cu continut sporit de germaniu

Selenura de germaniu a fost apreciata ca compusul care a asigurat acumularea cea mai
eficientd a germaniului in biomasa spirulinei. In biomasa de spirulind cultivati in prezenta
acestui compus in concentratic de 30 mg/l a fost determinat un continut al germaniului acumulat
de circa 75,7 mg%. Pe fonul acestei cantitati acumulate de germaniu, nivelul de biomasa produs
de catre spirulina este in limitele caracteristice producerii in conditii standard.

Pentru o rata mai mare de acumulare a germaniului Se asigura o alcalinitate de peste 9,5 a
mediului. In aceste conditii, germaniul trece in forma de ioni HGeOs, usor absorbiti de celulele
vii [15]. La finalul ciclului de cultivare a spirulinei alcalinitatea mediului este de 10,5 unitati de
pH. Pentru a asigura conditiile de acumulare a germaniului spirulina a fost cultivatd cu
respectarea parametrilor indicati ai procesului, iar in cadrul acestuia s-a manipulat cu intervalul
de administrare a concentratiei GeSe, care asigurda acumularea cantitafii importante de
germaniu.

Compusul a fost administrat in concentratia de 30 mg/l in rate si la diferite intervale de
crestere a culturii: concentratia de 15 mg/l a fost suplimentata in prima zi de cultivare si o alta
concentratie de 15 mg/l a fost administratd la cultura de spirulina in crestere la a treia zi de
cultivare. O alta varianta - 30 mg/l la a treia zi de cultivare (Tabelul 4.2).

Drept rezultat, suplimentarea selenurii de germaniu in rate si la diferite intervale de
cultivare a spirulinei asigurd obtinerea unei biomase cu un continut mai ridicat al germaniului, de
90,55 mg%, comparativ cu cantitatea lui de 80,6 mg%, care s-a obtinut la administrarea
compusului 1n a treia zi $i de 75,73 mg% determinate in biomasa obtinuta la cultivarea spirulinei
in prezenta selenurii de germaniu addugate in aceeasi concentratie in prima zi de crestere a

culturii.
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Tabelul 4.2. Nivelul de producere a biomasei (% Martor) si continutul de germaniu
acumulat (mg%) la cultivarea spirulinei in prezenta selenurii de germaniu suplimentata in

concentratie de 30 mg/1 in diferite intervale ale procesului de cultivare

Perioada de suplimentare a Biomasa, Cantitatea de germaniu
compusului seleniului %M in biomasa, mg%
15mg/l (1-a zi de cultivare) 99,99 90,55+2,14
15mg/l (3-a zi de cultivare)
3-a zi de cultivare 100,53 80, 60£1,56
1-a zi de cultivare 100,95 75,73+1,97
Martor 100,00 (1,04+0,012 g/l) 0,1140,02

Repartizarea germaniului in fractiile de compusi biologic activi ai spirulinei cultivate in
conditiile descrise de administrare a selenurii de germaniu este redatd in Figura 4.1.

Din continutul total al germaniului acumulat in biomasa de spirulina, 27,76% au fost
determinate in fractia proteica, 24,12% - in fractia ce contine aminoacizi in stare libera si in
componenta oligopeptidelor din spirulind, 9,21% - in fractia de glucide si 12,64% - in fractia

lipidelor.

llazipég;: Proteine:
o (1]

27,76%
Glucide: -
9,21%

Fig.4.1. Repartizarea germaniului in diferite fractii biologic active ale biomasei

Am. liberi,
oligopeptide:
24,12%

de spirulina cu continut sporit de germaniu

Asadar, suplimentarea selenurii de germaniu in rate §i la diferite perioade de crestere ale
culturii de spirulina, asigura obtinerea unei biomase Imbogatite cu germaniu (circa 90 mg%), iar
acesta este incorporat in cantitati inalte de circa 66 mg% sau 73% din total in fractiile ce contin
majoritar compusii sdi biologic acivi importanti. Procesul de obtinere a biomasei ce contine
germaniu biotransformat poate fi realizat dupa schema redata in Figura 4.2.

Circuitul tehnologic incepe astfel, de la producerea materiei prime germaniuorganice —
biomasa de spirulind cu continut sporit de germaniu care se ob{ine conform procedeului elaborat,
iar In cadrul acestui segment tehnologic se respectd toate elementele componente care asigura

rezultatul final.



Tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11
(spirulina)
v

Prepararea mediului nutritiv cu compozitia (g/1): NaNOs-
2,5; NaHCO3-8,0; NaCl-1,0; K,S0,-1,0; Na,HPO,-0,2;
MgSQ,4-7H,0-0,20; CaCl,-0,024; 1 ml/l sol. microelemente
ce contine (mg/l): H:BO3-2,86; MnCl,-4H,0-1,81;
CuSO,5H,0-0,08; M00z-0,015; FEEDTA-1ml/I

v

Inocularea suspensiei de spirulina (0,40 — 45 g/l BAU) GeSe, 30 mg/l:
¢ 1-a zi de cultivare - %2
3-a zi de cultivare - %

A

Cultivarea spirulinei la temperatura 28 °C, iluminarea de 37
uM fotoni/m?ls; pH-ul = 8,5, timp de 48 ore

|
;
Cultivarea spirulinei temperatura 30 °C, iluminarea de 55 .
uM fotoni/m*s; pH-ul = 9,0-10,5, timp de 96 ore Germaniu: 90,55 mg%,
dintre care
v 66,76 mg %
Separarea prin filtrare a biomasei de spirulina b'_OtranS_fc_’rr_nat )
v (aminoacizi liberi,
oligopeptide, glucide,
Biomasa de spirulini cu continut sporit de germaniu ——» proteine), lipide

Fig. 4.2. Schema de obtinere a biomasei de spirulini imbogitite cu germaniu

Biomasa se standardizeaza la o anumitd concentratie si se determina cantitatea de
germaniu si principalii indicatori de calitate (compusi biologic activi, continutul de DAM sau
activitatea antioxidantd) in cazul cand este procesatd in continuare pentru obtinerea unor
preparate ce contin germaniu biotransformat, sau biomasa se usuca si se utilizeaza ca produs

germaniuorganic.

4.3. Tehnologia integrata de obtinere in baza biomasei de spirulinid a preparatelor
cu continut sporit de germaniu (sau germaniu si seleniu)

Biomasa de spirulind imbogatitd cu germaniu demonstreazd o compozitie destul de
echilibrata, In comparatie cu cea obtinutd in conditii standard de cultivare. Astfel, biomasa
germaniucomponentd contine 3,5% aminoacizi liberi (fatd de 3,0%), 6,8% oligopeptide (fata de
8,0%), 60,5% proteine (fatd de 64,5%), 8,25% C-ficocianina (fatd de 9,15%), 15,75% glucide
(fata de 12,5%) si 8,0% lipide (fata de 5,15%). Activitatea antioxidantd a fost determinata in
extractele hidro-alcoolice de 50% obtinute din aceasta biomasa, de asemenea, prezintd un nivel

acceptabil (Tabelul 4.3).
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Tabelul 4.3. Continutul unor compusi biologic activi in biomasa de spirulini imbogitita

Cu germaniu
Spirulina
Compozitie germaniuorganica Spirulina, martor
Aminoacizi liberi 3,50% 3,0%
Oligopeptide 6,80% 8,0%
Proteine 60,5% 64,5%
Ficobiliproteine 16,40% 18,0%
C-Ficocianina 8,25% 9,15%
Glucide 15,75% 12,5%
Lipide 8,0% 5,15%
Germaniu 0,090% 0,00011%
AA, % inhibitie ABTS 67,5% 65,2%

Ca si in cazul biomasei de spirulind imbogatite cu seleniu, biomasa de spirulind cu
continut sporit de germaniu poate fi valorificata si procesata in cadrul unui singur flux tehnologic
pentru obtinerea produselor (preparatelor si suplimentelor) germaniucomponente, conform
etapelor redate in Figura 4.3.

Rezultatul final al acestei secvente tehnologice este biomasa de spirulina imbogatita cu
germaniu care ulterior poate fi valorificata pe doua cai:

Q) Biomasa, pornind de la compozitie si germaniul biotransformat de catre compusii
sdi biologic activi, conform unor proceduri specifice (uscare, pulberizare, conditionare,
ambalare) se formuleaza ca adaos/supliment alimentar cu denumirea conventionala ,, Spirulina
germaniuorganica’ sau

@) Biomasa ce contine germaniu biotransformat (cu masa standardizata si indicii de
calitate stabiliti) se transferd, in calitate de materie prima la urmatorul segment — fabricarea dintr-
o singura biomasd prin extragere succesivd a preparatelor si suplimentelor proteice
germaniucomponente. Acest segment tehnologic este unul foarte complex si contine doud
secvente: obtinerea extractului de aminoacizi liberi si oligopeptide la prima etapd si obtinerea
extractului proteic din restul de biomasa procesat la prima etapa, in cadrul celei de a doua etapa a
fluxului tehnologic.

In rezultatul primei secvente tehnologice se obtine extractul de aminoacizi si oligopeptide
germaniucomponente care, dupa aplicarea unor proceduri de purificare, standardizare, formulare,
conditionare i ambalare este formula preparatului biologic activ ce contine germaniul ca parte
componenta efectiva sub denumirea ,,BioR-Germanium”.

Biomasa, care a rezultat de la fabricarea preparatului ,, BioR-Germanium”, se utilizeaza
pentru fabricarea exractului proteic germaniucomponent. Extractul proteic germaniucomponent

care este produsul final al acestei secvente, la fel, dupa aplicarea procedurilor specifice fiecarei
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forme (pulbere incapsulatd sau comprimate sau lichid) reprezinta formula pentru preparatul

»oupliment Ge-proteic”.

Pulbere,

Capsule, Comprimate

!

Conditionare, Etichetare,

I: Spirulina
germaniuorganicd

4—

si oligopeptide
germaniucomponente

extractului de aminoacizi

A

\ 4

gemaniucomponente

Purificarea extractului de
aminoacizi si oligopeptide

v

Standardizarea

si oligopeptide
gemaniucomponente

extractului de aminoacizi

v

1. Preparat

BioR-Germanium

v

Ambalare BIOMASA DE SPIRULINVA
GERMANIUORGANICA
Separarea Extragerea aminoacizilor si

oligopeptidelor
germaniucomponente

'

Rest biomasa

v

Extragerea proteinelor
germaniucomponente

Cultivarea tulpinii
cianobacteriei A. platensis
CNMN-CB-11 (spirulina)

conform procedeului de
obtinere a biomasei
imbogatite cu germaniu

Rest biomasa

v

v

Separarea proteinelor: Extract
proteic germaniucomponent |

Extragerea proteinelor
germaniucomponente

v

Reunirea extractelor proteice
germaniucomponente I §i Il

'

v

Separarea proteinelor: Extract
proteic germaniucomponent Il

Purificarea extractului proteic
germaniucomponent sumar

Executare forme:
capsule comprimate,
solutii

v

Ambalare

Conditionare, Etichetare,

v

Extract proteic
germaniucomponent sumar

v

I11. Supliment Ge-proteic

Fig. 4.3. Schema integrata de obtinere in cadrul unui singur ciclu tehnologic a produselor

(preparatelor si suplimentelor) germaniucomponente

Circuitul tehnologic de obtinere in baza biomasei de spirulind a preparatelor cu continut

sporit de germaniu (ca si in cazul produselor seleniucomponente), a fost reprodus in conditii de

fabricare in serie la intreprinderea ,,FICOTEHFARM” SRL (or. Chigindu, R. Moldova).

Conform datelor obtinute, tehnologia elaborata poate fi introdusa in fabricarea in serie a

produselor (preparatelor si suplimentelor germaniuorganice) in baza biomasei de spirulind. Toate
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etapele — cheie ale procesului de fabricare in conditii de serie se incadreaza in limitele de
referintd (tehnologia elaborata n conditii de cercetare in laborator). Toti parametrii de control
interfazic si final de proces, precum si cei de calitate monitorizati In cadrul secventelor
tehnologice: Fabricarea biomasei de spirulina cu continut sporit de germaniu (Spirulina
germaniuorganica);  Producerea extractului de aminoacizi liberi §i  oligopeptide
germaniucomponente (BioR-Germanium); Producerea extractului proteic germaniucomponent
(Supliment Ge-proteic) s-au incadrat in limitele prescriptiei de referinta si nu au deviat de la
aceasta.

Fluxul tehnologic de obtinere 1n baza biomasei de spirulinda a produselor
germaniuorganice elaborat nu prezintd modificari majore ale elementelor si etapelor tehnologice
cruciale, rezultatele se incadreaza in limitele specifice, iar fabricarea lor in serie este justificata
din punct de vedere tehnologic, fizico-chimic si calitativ.

Variante tehnologice de obtinere a biomasei de spirulind, imbogdtite cu germaniu si
seleniu (sau seleniu si germaniu) - materie prima biologic activa pentru fabricarea
preparatelor policomponente ce contin ambele microelemente

Rezultatele cercetarilor redate in aceastd lucrare au scos in evidentd compusul anorganic
GeSe;,. S-a demonstrat, ca spirulina acumuleaza eficient atat seleniul (cap. 3), cat si germaniul
(cap. 4) din acest compus. Conditiile si parametrii de proces care pot asigura acumularea
maximala a fiecaruia din aceste oligoelemente Tn biomasa de spirulind sunt specifice si prezinta
anumite deosebiri. Tata de ce partea tehnologica care implica utilizarea selenurii de germaniu in
calitate de unul dintre factorii-cheie de proces a fost dezvoltata pe doua cai aparte:

Prima cale urmata a fost cea pe durata careia s-au respectat parametrii si elaborate unele
dintre conditiile care asigura obtinerea biomasei de spirulind cu un continut sporit de seleniu:
cantitatea redusa de bicarbonat si sulfat in mediul nutritiv, mentinerea pH-ului la valoarea de 8,0
- 8,5, suplimentarea compusului in concentratie de 30 mg/l la a treia zi de cultivare.

Pe cea de a doua cale a fost dezvoltata tehnologia care asigura obtinerea biomasei cu
continut sporit de germaniu: mediul nutritiv modificat Zarrouk, suplimentarea GeSe, in
concentratie de 15 mg/l in prima zi si cultivarea spirulinei la temperatura 28 °C, iluminarea de 37
uM fotoni/m?/s; pH-ul = 8,5 timp de 48 ore, suplimentarea a incd 15 mg/l compus si continuarea
cultivarii spirulinei la temperatura 30 °C, iluminarea de 55 pM fotoni/m%/s; pH-ul = 9,0-10,5.

Chiar daca tehnologiile au fost elaborate tinand cont de conditiile specifice de obtinere a
uneia sau a alteia biomase, nu poate fi neglijat faptul ca in cazul biomasei cu continut sporit de
seleniu aceasta contine intr-o cantitate mai mare si germaniul, iar in cazul biomasei cu continut
sporit de germaniu aceasta contine intr-o cantitate apreciabild si seleniul. Astfel, biomasa de

spirulind cu continut sporit de seleniu contine si circa 76 mg% germaniu, iar biomasa cu continut
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sporit de germaniu contine si circa 235 mg% seleniu, ceea ce permite ca de rand cu cele doua
tehnologii elaborate sa fie propuse si variantele tehnologice de obtinere a materiei prime si a
preparatelor si suplimentelor ce contin ambele oligoelemente (seleniul si germaniul) sau

(germaniul si seleniul) cu etapele principale de producere in serie redate in Figura 4.4,

Cultivarea tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis

| | CNMN-CB-11 (spirulina) ‘

1. Mediul nutritiv modificat
Zarrouk

v

1. Mediul nutritiv cu continut redus de
bicarbonat si sulfat

. . 2. Suplimentarea selenurii de
2. Cultivarea timp de 48 ore la germaniu in concentratie de 15 mg/!
temperatura 28 °C, iluminarea~37 uM
fotoni/m%s; pH = 8,0-8,5 l
l 3. Cultivarea timp de 48 ore la
temperatura 28 °C, iluminarea~37
3. Suplimentarea selenurii de germaniu uM fotoni/m®ls; pH = 8,5
in concentratie de 30 mg/l ¢
l 4. Suplimentarea selenurii de
germaniu in concentratie de 15mg/|
4. Cultivarea timp de 96 ore la ¢

temperatura 30 °C, iluminarea~55 uM - -
fotoni/m?/s; pH = 8,0-8,5 5. Cultivarea tlmp.de 9§ orela
temperatura 30 °C, iluminarea~55
l uM fotoni/m’ls; pH = 9,0-10,5

Biomasa de spirulind imbogadtiti cu ¢
Seleniu (378 mg%) Biomasa de spirulind imbogatita cu
Germaniu (90 mg%) si
Seleniu (235 mg%)

si Germaniu (76 mg%) organica

BioR Obtinerea extractelor de BioR
Selenium + Germanium [« aminoacizi liberi si » Germanium + Selenium
oligopeptide
Extract proteic seleniu si Obfinerea extractelor orofei Extract proteic germaniu
germaniu organic linérea extractelor proteice si seleniu organic

Fig. 4.4. Etapele tehnologice principale de obtinere a biomasei de spirulini, imbogitite cu

germaniu si seleniu (sau seleniu si germaniu)

Prin urmare, aplicarea selenurii de germaniu la cultivarea spirulinei este foarte atractiva
din punct de vedere tehnologic, oferind oportunitatea unor variante de obtinere:
1) a biomasei si preparatelor ce contin seleniu dar si germaniu;

(2)  abiomasei si preparatelor ce contin germaniu dar §i seleniu.
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Biomasa de spirulina ce contine ambele microelemente poate fi utilizatd pentru obtinerea

preparatelor policomponente cu proprietati antioxidante, imunomodulatoare si anticancer.

4.4. Concluzii la capitolul 4

1. Compusii ai Ge (IV), testati in concentratiile de 10, 20 si 30 mg/l modifica mai pronuntat sau
mai atenuat, in directia scaderii, nivelurile de producere a biomasei de spirulind, cu exceptia
selenurii de germaniu care sporeste aceste niveluri cu pana la 25,36% [10, 26].

2. Compusii anorganici si organici ai Ge (IV), in concentratiile aplicate favorizeazd acumularea
germaniului in biomasa spirulinei. Selenura de germaniu in concentratia de 30 mg/l
determind acumularea maximala a germaniului In biomasa de spirulind - 75,7 mg%. Dupa
efectul exercitat asupra nivelului de acumulare a germaniului (mg%) in biomasa, compusii
organici pot fi clasati in sirul: FM-2 (8,65) < FM-9 (12,81) < FM-10 (15,84) < FM-3 (18,07)
< FM-8 (23,85) < FM-1 (25,34) < FM-11 (29,07) [10, 26].

3. Compusii anorganici si organici ai Ge (IV) In anumite concentratii stimuleaza sinteza unor
compusi biologic activi la cianobacteria A. platensis. Compusul Mes,Ge(F)-PHMes (10
mg/l) a sporit sinteza proteinelor cu 20,7%; dioxidul de germaniu (30 mg/l) a stimulat cu
33% continutul de ficobiliproteine, cu 35,9% continutul de lipide si cu 84,3% continutul de
glucide. Selenura de germaniu (30 mg/l) a contribuit la sporirea cu 87% a continutului de
lipide si cu 50,3% a continutului de glucide in biomasa [10, 27].

4. Procedeul de cultivare a tulpinii cianobacteriei A. platensis CNMN-CB-11 1in conditiile si la
parametrii optimali de acumulare a germaniului: mediul modificat Zarrouk, iluminarea de
37~55 uM fotoni/m?/s; pH-ul = 9,0-10,5, temperatura de 28-30 °C, iar sursa de germaniu
(GeSe,), adaugata in rate (in 1-a si in a 3-a zi de cultivare) asigura obtinerea unei biomase cu
un continut sporit de germaniu - 90,5 mg% (dintre care 66 mg% reprezintd germaniul
bioconvertit), seleniu (235 mg%) si alte substante bioactive.

5. A fost elaboratad tehnologia care asigura obfinerea biomasei de spirulina cu un conginut sporit
de germaniu si in baza acesteia a produsului ,,Spirulina germaniuorganica”, a preparatului
,»BIOR-Germanium” si a ,,Suplimentului Ge-proteic” in cadrul unui singur ciclu tehnologic.

6. Selenura de germaniu oferd oportunitatea executarii unor variante tehnologice de obtinere in
cadrul unui singur flux tehnologic a unor preparate si suplimente ce contin atat seleniu, cat si

germaniu (sau atat germaniu, cat si seleniu), ca parte componenta efectiva.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele obtinute in raport cu scopul si obiectivele formulate in cadrul tezei de

doctorat ,,Biotehnologii de obtinere a preparatelor cu continut sporit de seleniu si germaniu

in baza biomasei de spirulini”, au condus la formularea urmatoarelor concluzii generale:

1.

Tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 acumuleaza in procesul de
crestere seleniul si/sau germaniul din compusii chimici ai acestor oligoelemente, procesul
fiind unul doza-dependent, iar eficienta maximala este atinsa In prezenta surselor anorganice
a acestor elemente: selenitul de fier hexahidrat (50 mg/1: seleniu) si selenura de germaniu (30
mg/l: germaniu si/sau seleniu) [4, 7, 26]. (cap. 3, cap. 4).

In dependenti de compus si concentratie, procesul de acumulare a biomasei este influentat in
trei maniere diferite: Na,SeO3, Fe,Se30q-6H20 si GeSe; stimuleaza producerea de biomasa
de catre spirulina. Compusii organici FM-3, FM-8, FM-9 si FM-11 produc efecte de scadere
sau nu influenteazd acest proces, iar dioxidul de germaniu si compusii organici ai Ge (IV)
FM-1, FM-2 si FM-10 sunt toxici pentru cultura de spirulina [4, 26]. (cap. 3, cap. 4).
Acumularea seleniului si/sau germaniului In biomasa de spirulind nu afecteaza calitatea
(compozitia biochimicd) si nivelul de siguranta al acesteia (conform datelor testului ABTS si
DAM). Au fost evidentiate, de asemenea, efecte benefice a unor compusi anorganici ai Se
(IV) s1 Ge (IV), s1 a unor compusi organici Ge (IV), care in anumite concentratii, au stimulat
sinteza unor componente ale biomasei, si pot fi utilizati pentru obtinerea unei biomase cu
cantitati maximal prognozate de substante biologic active la spirulina [1-2, 10, 27]. (cap. 3,
cap. 4).

Procedeele elaborate cu utilizarea selenurii de germaniu in concentratie de 30 mg/1 in a 3-a zi
si a selenitului de fier hexahidrat in concentratie de 50 mg/l suplimentat in rate: %2 in 1-a zi de
cultivare si 2 1n a 3-a zi de cultivare a spirulinei, asigurd obtinerea unei biomase cu un
continut sporit de seleniu (378-690 mg%). Din continutul total, 71,6-74,8% reprezinta
seleniul incorporat de catre bioliganzii intracelulari ai spirulinei: aminoacizii liberi si
oligopeptidele (23,8-26,8%), proteinele (27,2-28,5%), lipidele (10,5-12,8%) si glucidele (8-
9%) (cap. 3).

Procedeul de cultivare a spirulinei in conditiile optimale si cu adaugarea selenurii de
germaniu in concentratie de 15 mg/l in 1-a zi si de 15 mg/l in a 3-a zi de cultivare, asigura
acumularea maximald a germaniului in biomasa (90,5 mg%). Germaniul biotransformat
constituie circa 73,72% si este integrat in fractiile aminoacizilor liberi si oligopeptidelor
(24,1), proteinelor (27,8), lipidelor (12,6) si glucidelor (9,2%) (cap. 4).

Au fost elaborate tehnologiile care redau schemele de obtinere n cadrul unui singur flux de

fabricare, a 9 variante de noi preparate ce contin ca parte componentd activa seleniul si/sau
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germaniul biotransformate. Tehnologiile valorifici materii prime si materiale non toxice
»prietenoase mediului” si prezintd oportunitati de producere in conditii controlate (cap. 3,
cap. 4).

Utilizarea selenurii de germaniu la cultivarea tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11, ofera oportunitatea producerii In serie a materiei prime biologic active ce
contine in cantitati importante ambele microelemente — sursa de preparate policomponente cu

efecte sinergice antioxidante, imunomodulatore, anticancer (cap. 4).

Recomandari practice:
Se recomanda utilizarea tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 in
calitate de matrice pentru biotransformarea seleniului si/sau germaniului in conditii de
fabricare 1n serie;
Se recomanda utilizarea biomasei selenorganice si/sau germaniuorganice obtinute la
cultivarea in conditii controlate a spirulinei pentru fabricarea materiilor prime biologic
active destinate fabricarii preparatelor policomponente ce contin seleniu si/sau germaniu

biotransformat.

Sugestie privind cercetiri de perspectiva:

Cercetarea, dar si partea tehnologica in special, asupra selenurii de germaniu, compusul care
a demonstrat o eficacitate si o perspectiva de aplicare a lui in calitate de sursa de germaniu si
seleniu poate fi continuatd cu detalizarea unor mecanisme a lui de acumulare si de
biotransformare a acestor microelemente in celulele altor tulpini de microalge si
cianobacterii de interes tehnologic.

Este oportuna dezvoltarea in continuare a directiei de cercetare stiintifico-practica, destinate
precautarii noilor tulpini de microorganisme cu capacitate de acumulare si biotransformare
eficientd a microelementelor, in vederea diversificarii spectrului de materii prime biologic

active pentru fabricarea preparatelor policomponente naturale.
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ADNOTARE
Djur Svetlana: ,,Biotehnologii de obtinere a preparatelor cu continut sporit de seleniu si
germaniu in baza biomasei de spirulina”, teza de doctor in stiinte biologice,
Chisinau, 2021.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografie din 332 titluri, 3 anexe, 122 pagini text de baza, 24 de figuri, 20 tabele. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 22 de lucrari stiintifice.

Cuvinte - cheie: Arthrospira platensis CNMN-CB-11, spirulina, biomasa, preparate,
suplimente, seleniu organic, germaniu organic.

Scopul lucrarii: elaborarea biotehnologiilor de obtinere a preparatelor cu continut sporit
de seleniu si/sau germaniu in baza biomasei tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-
CB-11.

Obiectivele cercetarii: Stabilirea efectului unor compusi anorganici ai Se (IV),
anorganici si organici ai Ge (IV) asupra capacitétii de producere a biomasei si de acumulare a
seleniului si germaniului de catre tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11,
Evaluarea modificarilor produse in continutul unor componente biologic active majore
(proteinele, ficobiliproteinele, glucidele, lipidele) din biomasa pe fonul seleniului si germaniului
acumulat de catre spirulina; Elaborarea procedeelor de cultivare a spirulinei in conditiile care
asigurd obtinerea unei biomase cu continut sporit de seleniu si germaniu biotransformate;
Elaborarea schemelor tehnologice de obtinere in cadrul unui singur flux a produselor
(preparatelor si suplimentelor) ce contin seleniul si/sau germaniul ca parte componenta efectiva.

Noutatea si originalitatea stiintifica: Au fost selectati compusii Se (IV) si Ge (IV), si
stabilite limitele de concentratii si parametrii optimali care asigura nivelul maximal de acumulare
a seleniului si respectiv, a germaniului de catre tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11, si care nu afecteaza producerea de biomasa, compozitia biochimica si nivelul de
sigurantd (confirmat prin testul DAM) al acestei biomase. S-a demonstrat natura bioorganica a
seleniului s1 germaniului acumulat in biomasa de spirulind prin nivelul inalt de repartizare a
acestor elemente in fractiile biologic active (aminoacizi, oligopeptide, proteine, lipide si glucide).

Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice
importante consta in fundamentarea stiintifica a capacitatii tulpinii cianobacteriei Arthrospira
platensis CNMN-CB-11 de a acumula si biotransforma seleniul si germaniul din compusi
chimici, ceea ce a condus la elaborarea unor procedee noi de obtinere a biomasei de spirulind
imbogatite cu seleniu si/sau germaniu, fapt ce a permis obtinerea din aceasta biomasa, in cadrul
unui singur flux tehnologic, a preparatelor noi cu continut sporit al acestor elemente de
importanta biologica.

Semnificatia teoretici: Au fost acumulate date noi despre caracterul actiunii unor
compusi chimici ai Se (IV) si Ge (IV) asupra capacitatii de producere a biomasei de cétre tulpina
cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11, precum si despre nivelul si conditiile de
acumulare a seleniului si germaniului de cétre aceasta tulpind. Au fost elucidate modificarile in
compozitia biochimica, continutul produselor degradarii oxidative a lipidelor si in nivelul
activitatii antioxidante pe parcursul procesului de acumulare a seleniului 1 germaniului de catre
spirulina.

Valoarea aplicativa: Au fost elaborate 3 procedee de obtinere a biomasei de spirulina
imbogatita cu seleniu si/sau germaniu; Au fost elaborate schemele tehnologice de obtinere in
cadrul unui singur flux de fabricare a 9 variante de preparate noi cu continut sporit de seleniu
si/sau germaniu. Selenura de germaniu oferd oportunitatea obtinerii in baza biomasei de spirulina
a materiilor prime biologic active ce contin in cantitati sporite ambele microelemente.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele au fost implementate la uzina
FICOTEHFARM SRL, or. Chisindu, R. Moldova (Acte de implementare Nr. 01-11/2017 si Nr.
02-11/2017 din 30.11.2017).
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AHHOTALUSA
Jxyp Ceersiana: “bHOTeXH0JI0THM MOJIyYeHHS MPENAPATOB C MOBBIIIEHHBIM COJePsKaAaHUEM
ceJieHAa U repMaHuUs HA 0CHOBe OMoMacchl cMpy.IMHbI". Jlucceprauus kanauaarTa
Omosioruyecknx Hayk, Kummues, 2021.

CTpyKTypa AuccepTalMu: BBEIACHUE, YETHIPE TIABbI, BEIBOBI M PEKOMEHIAINH, CITHCOK
JTUTEPATyphl U3 332 UCTOYHUKOB, 3 IPHIIOKEHUS, 122 cTpaHUIIbl OCHOBHOTO TEKCTa, 24 pUCYHKa,
20 tabmun. [lomy4yeHHble pe3yIbTaThl OMYOIMKOBAHbI B 22 HAYYHBIX paboTax.

KiawueBbie caoBa: Arthrospira platensis (cnmpynmna), ©Owomacca, Ipemnaparsl,
010100aBKH, OPraHUYECKUN CEJIeH, OpraHUYECKU TepMaHuil.

Heab pa6orhi: pazpaboTka OMOTEXHOJOTUM IMOJYYEHUS NPENapaToB C IMOBBIIICHHBIM
COZICP’KAHMEM CelieHa W/WIIM TepMaHus. Ha OCHOBEe Omomacchl ImanoOaktepuu Arthrospira
platensis CNMN-CB-11.

3agauu ucciaenoBanmii: V3yueHue BIUSHUS HEKOTOPHIX HEOPTaHUYECKUX COEIUHEHUM
Se (IV), Heoprannyeckux u opranudeckux coenuHenuit Ge (IV) Ha HakoruieHne OGMOMACCHI,
celeHa M repMaHus mramMmoM IranoOaktepun Arthrospira platensis CNMN-CB-11; Ouenka
U3MEHEHHUS  COJCpXaHHsl  OCHOBHBIX  OWOJIOTUYECKHM  aKTUBHBIX  BeIIECTB  (OENKOB,
(UKOOMIUIIPOTENIOB, YITIEBOAOB, JIMIIUOB) B COCTaBe OMOMAacChl Ha (JOHE HAKOIUIEHUS CeJeHa
u repmanus; Pa3paboTka crmoco0OB — KyJIbTUBUPOBAHMSI  CIHUPYIUHBI B  YCJIOBHUSX,
o0ecTeynBaIIUX MOJyYeHHe OHMOMAcChl C BBICOKHM COJEp)KAaHHEM CelIeHA W TepMaHus;
Pa3paboTka TeXHOJOTHYECKUX CXEM IMOJIYYCHHs] B €IMHOM IIMKJIE MPOM3BOJACTBA MPENapaToB U
0610100aBOK, COAEPIKAIINX CEJICH /WM T€PMAaHUI B KQUECTBE UX COCTABIISIOIICH.

Hayunasi HOBU3HA U OPUTMHAJNBHOCTL: bbutn BeiOpansl coenunenus Se (IV) u Ge (IV)
U YCTaHOBJICHBI ONTHUMAaJbHBIE MPEAETbl KOHICHTPAUUH W MapaMeTpoB, O0ECIeUMBAIOIINX
MaKCHMAaJIbHBI YpPOBCHb HAKOIJICHHS CeJeHAa W TrepMaHus muaHoOakrepueit Arthrospira
platensis CNMN-CB-11, koTopbie He BIHSIOT OTPHIATEIBHO HA MPOJIYKTHBHOCTS,
OMOXMMHUYECKU COCTaB M YpOBEHb 0€30macHOCTH OMoMacchl (MoATBepkAeHHO TecToM MDA).
Bbuoopranmueckasi mpupoa celieHa W repMaHusl, aKKyMyJTHPOBAaHHBIX B OMOMacce CIUPYJIUHBI,
IPOIEMOHCTPUPOBAHA BBICOKMM YPOBHEM DACHpPEIENCHHs] 3THX 3JIEMEHTOB B OMOJOTHMYECKH
AKTUBHBIX (Dpakiusax (aAMUHOKHUCIIOTHI, OJTUTONENTHIbI, OCJIKH, JIUTTU]IBI U YTJIEBOJIBI).

PesynbTaT, KOTOpBIH CHOCOOCTBYET PELICHHI0O HAYYHOH NMPO00JjeMbl B AHCCEPTANMHA
COCTOMT B HayuHOM 000CHO8aHuu criocoOHOCTH nuaHoOakrepun Arthrospira platensis CNMN-
CB-11 nakarmmBaTh U OMOTpaHCHOPMHUPOBATH CEJIEH M T€PMAaHUN U3 XUMHUECKUX COEIMHEHMH,
umo cnocobcmeosano pa3pabOTKE HOBBIX CIOCOOOB TMOJy4eHHs OMOMAacchl, OOOTaIeHHOM
CeJICHOM W/WJIM TepMaHUEeM, 4YTO HO380JuUN0 TOMYYUTh U3 HTOM OMOMAcchl B €IUHOM
TEXHOJIOTUYECKOM IIUKJIE HOBBIE MPETapaThl ¢ BEBICOKUM CO/IEPIKaHUEM dTUX BAKHBIX dJIEMEHTOB.

Teopernueckasi 3HaYMMOCTh. BbulH MOTy4eHbI HOBbIE JaHHBIE O XapakTepe JAEeHCTBUS
HeKoTOpbIX xumuuecknx coeauHenuit Se (IV) u Ge (IV) Ha npoayKTUBHOCTH IIMAHOOAKTEPUH
Arthrospira platensis CNMN-CB-11, a Takke 00 ypoBHE M YCIOBHSX HAKOIUICHHS ITUM
HITAaMMOM CeJleHa W repMaHusl. BBISIBICHB H3MEHEHUS! OMOXUMHUYECKOTO COCTaBa, COACPIKaHUS
IPOAYKTOB OKHCIUTEIBHON JErpajallii JUMHUIOB U YPOBHS aHTUOKCHJAHTHOM aKTHBHOCTU B
nporiecce HaKOIUICHUST B OMOMacce CUPYJIUHBI CeJICHa U TepMaHusl.

IIpakTHyeckasi HeHHOCTh: pa3paboTaHbl 3 crocoda MosyyeHust OMOMacchl CIIUPYIIUHBL,
oOoraieHHOH CelleHOM W/WiIM TepMaHWeM; BeuTi pa3paboTaHbl CXeMBI TOIYYEHUS B €IUHOM
TEXHOJIOTUYECKOM LMKJIEe 9 BapMaHTOB HOBBIX MPENApaToB C IOBBIIICHHBIM COJEPKaHHEM
ceneHa w/wim repMmaHus. CeNeHHIl TepMaHUs SBISACTCS MEPCIeKTUBHBIM IS TIONyYeHUS Ha
OCHOBE OMOMAcChl CIUPYJIHMHBI OMOJOTMYECKH AKTHBHOTO ChHIPbS, COAEPIKAIIEero B OOJBIIMX
KOJTMYEeCTBaX 00a MUKPODJIEMEHTA.

BHeapenue Hay4yHBIX pe3yJbTATOB: IOJYYCHHBIC pPE3yNbTaThl ObUIM BHEAPEHBI Ha
dapmanestnueckori ¢dabpuke FICOTEHFARM SRL, r. Kummnes, Pecny6nmka MommgoBa
(Axtol BHeapenus Ne 01-11/2017 u 02-11/2017 ot 30.11.2017).
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ANNOTATION

Djur Svetlana: ,,Biotechnologies for obtaining spirulina-based preparations with high
selenium and germanium content”. PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2021.

The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and recommendations,
bibliography list with 332 references. It comprises 122 pages of the main text, 24 figures, 20
tables and 3 annexes. The results were published in 22 scientific papers.

Keywords: Arthrospira platensis CNMN-CB-11, spirulina, biomass, preparations and
supplements, organic selenium, organic germanium.

Aim: Development of biotechnologies for obtaining preparations with a high content of
selenium and/or germanium based on biomass of cyanobacterial strain Arthrospira platensis
CNMN-CB-11.

Objectives: To establish the effect of some inorganic compounds of Se (IV), inorganic
and organic compounds of Ge (IV) on biomass production and accumulation of selenium and
germanium by cyanobacterial strain Arthrospira platensis CNMN-CB-11; to assess the changes
in the content of major biologically active components (proteins, phycobiliproteins,
carbohydrates, lipids) in the composition of biomass on background of selenium and germanium
accumulated by spirulina; to elaborate proceedings for spirulina cultivation under conditions that
ensure the production of biomass with high content of biotransformed selenium and germanium;
to develop technological schemes for one-stage production of preparations and supplements
containing selenium and/or germanium as an effective component.

Scientific novelty: The compounds Se (IV) and Ge (V) have been selected, and their
concentration limits and optimal parameters ensuring the maximum level of selenium and
germanium accumulation by cyanobacterial strain Arthrospira platensis CNMN-CB-11, which
do not affect productivity, biochemical composition and safety aspects (confirmed by the MDA
test) of biomass production. The bioorganic nature of selenium and germanium accumulated in
spirulina biomass was demonstrated by the high level of distribution of these elements in
biologically active fractions (amino acids, oligopeptides, proteins, lipids and carbohydrates).

Solved scientific problem: scientific foundation of the capacity of cyanobacterium
Arthrospira platensis CNMN-CB-11 strain to accumulate and biotransform selenium and
germanium from chemical compounds that led to the elaboration of new proceedings for
obtaining spirulina biomass enriched with selenium and/or germanium, which allowed one-stage
production of new preparations with a high content of these biologically important elements.

Theoretical significance: New data have been accumulated about the action of chemical
compounds Se (IV) and Ge (IV) on the productivity of cyanobacterium Arthrospira platensis
CNMN-CB-11, as well as the level and conditions of selenium and germanium accumulation by
this strain. Changes in biochemical composition, content of lipid oxidation products, and
antioxidant activity of biomass in the process of selenium and germanium accumulation by
spirulina were revealed.

Applicative value: There have been developed 3 new proceedings to obtain selenium
and/or germanium enriched spirulina biomass. The technological schemes with a single
manufacturing cycle for 9 new preparation variants with high selenium and/or germanium
content were elaborated. Germanium selenide offers the opportunity to obtain biologically active
raw materials containing increased quantities of both trace elements based on spirulina biomass.

Implementation of scientific results: the results were implemented at
FICOTEHFARM SRL, Chisinau, Republic of Moldova (Implementation Acts No. 01-11/2017
and No. 02-11/2017 of 30.11.2017).
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