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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 cercetirii: Stabilirea efectului unor compusi anorganici ai Se (IV),
anorganici si organici ai Ge (IV) asupra capacitatii 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
asigura 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 afecteazd producerea de biomasa, compozitia biochimica si nivelul de
sigurantd (confirmat prin testul DAM) al acestei biomase. S-a demonstrat natura bioorganica a
seleniului si 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 spirulina
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 catre 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 si germaniului de cétre
spirulina.

Valoarea aplicativa: Au fost elaborate 3 procedee de obtinere a biomasei de spirulind
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 ofera 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).



AHHOTALUA
Jlxyp CBetiiana: “BHOTeXHOI0TMM N10JIy4eHHs IPENapaToB ¢ NOBBILIEHHBIM CO/lepP:KaHHeM
ceJleHa M TepMaHMsl HA OCHOBe OMOMACChI CIUPY/IMHBI”. /{uccepranus KaHauaaTa
OmnoJsiorn4YecKknx HayK, Kummmnes, 2021.

CTpyKTypa AuccepTanMu: BBEJACHUE, YEThIPE IVIaBbl, BEIBOJBI U PEKOMEHIAIINH, CIIMCOK
auTeparypsl U3 332 UCTOYHUKOB, 3 IPUWIOKEHUs, 122 cTpaHUIIBI OCHOBHOTO TEKCTa, 24 pUCYHKA,
20 Ta6ym. [ToxydeHHbIe pe3yabTaThl ONyOJUKOBaHBI B 22 HAyYHBIX padoTax.

KawueBbie caoBa: Arthrospira platensis (cnupynuna), Ouomacca, mpenaparsi,
0610100aBKH, OPraHUYECKUI CeJIeH, OPraHNYEeCKUI TepMaHu.

Heas padorbi: pazpaboTka OMOTEXHOJOTMH TMONYYEHHs MPENapaToB C IMOBBIIICHHBIM
COJIep)KaHMEM CeJieHa W/WIM TepMaHus Ha OCHOBe Ouomacchl IuaHoOaktepuu Arthrospira
platensis CNMN-CB-11.

3agaum ucciaenoBanmii: M3ydyeHne BIUSHUS HEKOTOPBIX HEOPraHMYECKUX COEIMHEHUN
Se (IV), neoprannyecknx u opranudeckux coenuHennid Ge (IV) Ha Hakomsenne GMOMAacchl,
celeHa M repManus mrammom Iranobaktepun Arthrospira platensis CNMN-CB-11; Ouenka
U3MEHEHHS  COJIEp)KaHWs  OCHOBHBIX  OMOJIOTMMECKM  aKTUBHBIX  BemecTB  (Oenkos,
(UKOOMIUIIPOTEUIOB, YIIIEBOJOB, JIMIUI0B) B cOCTaBe OMOMAacchl Ha ()OHE HAKOIUICHHs celieHa
U repmaHus; Pa3paboTka Ccmoco0OB — KyJNbTUBHUPOBAHHS  CIOUPYJIWHBI B YCIOBUSX,
o0ecrneynBarIUX IOJydeHHe OMOMacchl C BBICOKMM COJEpKAHHUEM CeJleHa U TIepMaHus;
Pa3zpaboTka TEXHOIOTMYECKHX CXEM MOIYYEHHUS B €IMHOM LIMKJIE MPOU3BOACTBA MPENAPATOB H
6101006aBOK, COAEPIKAIIMX CEJICH W/WUIIM TeépPMaHUi B KAUeCTBE UX COCTABJISIOIIEH.

Hayuynasi HOBM3HAa M OPUTHHAJIBHOCTD: bbutn BeIOpansl coenuuenus Se (IV) u Ge (IV)
U YCTaHOBJEHbI ONTHUMAaJbHbIE NpEAeSbl KOHIEHTpalUMid M IapaMeTpoB, O0OECHeuHBaIOLINX
MaKCHMAJIbHBII YpOBCHb HAKOIUICHUS CeJeHa W TepMaHus nuaHoOaktepueii Arthrospira
platensis CNMN-CB-11, xortopble He BIMSIOT OTPHIATEIBHO HA MPOJYKTHBHOCTb,
OMOXMMHYECKUH COCTaB U ypOBEHb 0€30MacHOCTH Onomacchl (OATBEpkIeHHO TecToM MDA).
buooprannueckas npupoja ceiieHa U repMaHusi, aKKyMyJIUPOBaHHBIX B OMOMAacce CIUPYJIUHBI,
IIPOIEMOHCTPUPOBAaHA BBICOKMM YPOBHEM DACIIPEIEIICHUS] 3TUX JJIEMEHTOB B OHMOJIOTHYECKU
AKTUBHBIX (PpakiusaxX (AMUHOKHCIIOTHI, OJTMTONENTH IbI, OETIKH, JTUIMHUbI U YTIEBOIbI).

Pe3ysibTaT, KOTOPBI COCOOCTBYET pPelIeHHI0 HAYYHOI MPo0JieMbl B JHCCEPTALMH
COCTOMT B HayuHOM 0O0cHO8anuu criocobHocTH nuaHobakrepuu Arthrospira platensis CNMN-
CB-11 nakarummBaTh U OHOTPaHC(POPMHUPOBATH CEJIEH U TEPMaHHUH M3 XUMUYECKUX COCTMHEHUH,
umo cnocobcmeogano pa3pabOTKe HOBBIX CIIOCOOOB MOJMy4eHHMs OuoMacchl, oOorameHHON
CeJICHOM W/WIIM TepMaHUEM, YTO HO380JAUN0 TIONYyYUTh W3 OTOW OWOMAcChl B €IWHOM
TEXHOJIOTHYECKOM LIUKJIE HOBBIE MpenapaThl ¢ BHICOKUM COZEPKaHUEM 3TUX BaKHBIX 3JIEMEHTOB.

Teopernueckasi 3HAYMMOCTh. BbuIK MOTydeHbI HOBBIE JAHHBIE O XapakTepe ACUCTBUS
HeKoTOpbIx xuMuuecknx coeauHenuit Se (IV) u Ge (IV) Ha npoayKTHBHOCTH IIMAHOOAKTEPUU
Arthrospira platensis CNMN-CB-11, a takxke 00 ypOBHE M YCIOBHSAX HAKOIUICHHS ITUM
IITAaMMOM CeJileHa W TepMaHUs. BBISBICHB H3MEHEHUS OMOXMMHYECKOTO COCTaBa, COACPIKAHHS
IPOAYKTOB OKHCIUTEIBHON JErpajallii JUMHUIOB U YPOBHS aHTHOKCHJAHTHOM aKTHBHOCTU B
nporiecce HaKOTUICHUsT B OMoMacce CITUPYJIMHBI CelieHa U TePMaHusI.

IIpakTHyeckas HeHHOCTh: pa3paboTaHbl 3 crlocoda MoyyeHust OMoOMacchl CIIUPYINHBL,
o0orameHHOH CeleHOM W/WJIM TepMaHueM; Bpimn pa3paboTaHbl CXEMBI TONYYEHHUS B €IUHOM
TEXHOJIOTUYECKOM LMKJIe 9 BapHaHTOB HOBBIX IIPENapaToB C MOBBIIMIEHHBIM COAEpP)KaHUEM
ceneHa w/wnm repMmaHus. CelleHWJ TepMaHUs SBISIETCS TEPCIeKTUBHBIM IS TIONTYYEHHUS Ha
OCHOBE OMOMAcChl CIUPYJIHMHBI OMOJOTMYECKH aKTHBHOTO CHIPbS, COJEpIKALIero B OOJIBIINX
KoJIn4ecTBax 00a MUKpPO3JIEMEHTA.

BHeapeHnue Hay4yHbIX pe3yJbTATOB: MOJYYCHHBIC pPE3yNbTaThl ObUIM BHEAPEHBI Ha
dapmanestuueckorr ¢dadpuke FICOTEHFARM SRL, r. Kummues, Pecnmy6nmka MommgoBa
(Axtol BHeapenus Ne 01-11/2017 u 02-11/2017 ot 30.11.2017).



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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Na,SeOs, (NH4)2$€O3, Fe,Se;0q-6H,0 $i B - CoSe03, ZnSeO3, GeSe,
Continutul de proteine (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-
11 la cultivare in prezenta compusilor: A - Na,SeOs, (NH;),SeOs,
Fe,Se30q-6H,0 si B - ZnSeOs3, GeSe,, CoSeO3
Continutul de ficobiliproteine (% BAU) in biomasa de A. platensis
CNMN-CB-11 la cultivare in prezenta compusilor: A - NaySeOs,
(NH4)28803, F8288309'6H20 §1 B- ZnSeog, GeSe,, COSEOg
Continutul de glucide (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11
la cultivare in prezenta compusilor: A - Na,SeOs, (NH4),SeOs,
Fe,Se;09:6H,0 si B - ZnSeO3, GeSe,, CoSeOs
Continutul de lipide (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11
la cultivare in prezenta compusilor: A - NaySeOs;, (NHj),SeOs,
Fe Se30q:6H20 si B - ZnSeOs, GeSe,, CoSeO3
Cantitatea de dialdehida malonicd (DAM, nM/g) in biomasa de A.
platensis CNMN-CB-11 la cultivare in prezenta compusilor: A -
N3.28603, (NH4)25603, F9289309'6H20 §1 B - ZnSe03, GeSey, COSEOg
Activitatea antioxidantd a extractelor hidrice (% inhibitie ABTS) din
biomasa de A. platensis CNMN-CB-11 si nivelul seleniului acumulat
(mg%) la cultivare in prezenta compusilor: A - Na,SeOs, (NH;),SeOs,
ZnSeO3, CoSeOs si B - GeSe,, FeySe;0y-6H,0
Distributia seleniului in diferite fractii biologic active ale biomasei de
spirulind obtinutd (A) - in prezenta selenitului de fier hexahidrat si (B) - in
prezenta selenurii de germaniu
Schema generalizata de obtinere a biomasei de spirulind cu continut sporit
de seleniu
Schema generalizata de obtinere in cadrul unui circuit tehnologic a
produselor (preparatelor si suplimentelor) ce contin seleniul ca parte
componentd efectiva
Continutul de germaniu acumulat (mg%) si cantitatea de biomasa (g/l),
obtinutd la cultivarea spirulinei n prezenta compusilor anorganici (A) si
organici (B) ai Ge (IV)
Continutul de proteine (% BAU) in biomasa de spirulina, cultivatd in
prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (IV)
Continutul de ficobiliproteine (% BAU) in biomasa de spirulind, obtinuta
la cultivare in prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge
(V)
Continutul de glucide (% BAU) in biomasa de spirulind, obtinutd la
cultivare in prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (IV)
Continutul de lipide (% BAU) in biomasa de spirulina, obtinutd la
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LISTA ABREVIERILOR

GSH — glutation;

Met — metionina;

Cys — cisteina;

Se-Cys — selenocisteina;

Se-Met — selenometionina;

OMS — Organizatia Mondiala a Sanatatii;

SBA — substante biologic active;

BAU — biomasa absoluta uscata;

Ca-SP — Calciu - Spirulan;

Na-SP — Sodiu - Spirulan;

SPV — sulfo-fosfo-vanilina;

DAM - dialdehida malonica;

TBARS - substante reactive ale acidului tiobarbituric;
ATB — acid tiobarbituric;

ABTS — 2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid;
TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity;
GOST - Standard al Federatiei Ruse;

BCTA — bromura de cetil - trimetil - amoniu;
APSe — fosfoselenat de adenozina;

OAS — O-acetilserina;

MMT — metilmetionina metiltransferaza;
DMSeP — dimetilselenoproprionat;

DMDSe — dimetil (di) selenurd;

SMT — selenocisteind metiltransferaza.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate:

In ultimele decenii a crescut interesul citre cultivarea in proportii industriale a
cianobacteriilor si microalgelor in calitate de surse de compusi biologic activi cu valoare
functionald inalta astfel ca aminoacizii, oligopeptidele, proteinele, lipidele, polizaharidele,
pigmentii, enzimele antioxidante s. a.

Biomasa cianobacteriand si microlagald este o componenta pretioasa a diverselor produse
(suplimente alimentare si preparate), iar imbogatirea acesteia cu microelemente esentiale (fierul,
ei in continuare in nutritie, dar 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 [12, 56, 89, 301, 319]. Este
evidentd necesitatea substituirii aditivilor si suplimentelor chimice de sinteza prin produse
naturale, obtinute in conditii ecologice monitorizate. Cianobacteriile si microalgele, datorita
capacitatii de acumulare si biotransformare a bioelementelor, inclusiv seleniului §i germaniului,
reprezintd 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 cunoscuta, in primul rand, pentru
consumul in calitate de aliment/supliment. In prezent spirulina este valorificati 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 participd componentele sale structurale
transformand elementele din forma lor anorganica in cea organica, care poate fi inclusa, datorita
preparate si produse specializate [56, 95, 81, 103, 111, 172, 191, 209, 216, 227, 319, 324].

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
sai, inclusiv vitamine si microelemente si un metabolism foarte labil al acestora, precum si
rezistenta nalta la diversi factori stresogeni ai mediului — datoritd mecanismelor de adaptare
dezvoltate evolutiv. Durata ciclului de crestere foarte mica — 6 - 10 zile, permite obtinerea in

conditii industriale intr-un termen foarte scurt a biomasei si compusilor biologic activi, iar
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proiectarea si constructia de cultivatoare cu includerea unor parametri de cultivare necesita
costuri relativ mici [12, 41, 71]. In Republica Moldova spirulina este cultivata la intreprinderea
ficologica FICOTEHFARM SRL cu sediul in mun. Chisinau si intreprinderea GIDROFIT cu
sediul 1n raionul Slobozia. Aceste intreprinderi propun spre consum atat biomasa de spirulina, cat
si unele produse biologic active in baza ei.

Pentru ca biomasa in calitate de materie prima 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 sa 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 si se stabileasca conditiile si sa se
elaboreze modele de evitare a stresului oxidativ indus de conditiile tehnologice. Tehnologiile
intensive de cultivare a spirulinei in 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 pentru evitarea
excesului de radicali sau remodelarea unor etape tehnologice in vederea obtinerii unui profit din
stres oxidativ produs. Tehnicile de procesare si purificare trebuie s utilizeze solventi nontoxici
pentru a reduce costurile de productie, dar si pentru a asigura inofensivitatea preparatelor
policomponente create in baza biomasei de spirulina.

Seleniul este unul dintre microelementele, deficitul carora este cel mai frecvent
determinat in populatia planetei [266]. Seleniul patrunde in organismul uman din sol prin
produsele de origine vegetala si animala, astfel incat nivelul de asigurare cu acest microelement
depinde de conditiile geochimice ale habitatului [133]. Seleniul este absolut necesar pentru
dezvoltarea normala a oricarui organism viu [48, 61, 79, 93, 134]. Acest microelement activeaza
procesele de respiratie tisulard, 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 uneia dintre enzimele antioxidante principale -
glutationperoxidaza [85, 127, 283].

Germaniul este nu mai putin important pentru organismul uman. Germaniul organic (prin
proprietatile similare hemoglobinei) previne dezvoltarea asa numitei stari de ,,hipoxie sanguina”

care survine in cazul diminudrii nivelului de saturatie cu oxigen a sangelui, determinatd in caz de
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hemoragii, intoxicari cu monoxid de carbon si radiatie. Sensibilitate sporitd fatd de germaniu
manifestd: sistemul nervos central, inima, tesutul renal si cel hepatic [139, 152].

Germaniul blocheaza radicalii liberi in organism si intervine pozitiv in sistemul imunitar
al organismului prin activarea macrofagelor si limfocitelor T. Germaniul (organic) poate preveni
acumularea de metale grele in organism. De asemenea, acest oligoelement poseda proprietati
antifungice, antivirale, antibacteriene si previne aparitia metastazelor, regleaza peristaltica si
sistemul de valve a sistemului digestiv si cel venos; reduce doloritatea (compusii germaniului
blocheaza fluxul de electroni in celulele nervoase) [31, 72, 119, 152, 174, 178, 224, 244, 282,
286, 288, 316].

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 [79, 93, 176, 178, 213,
224, 282, 298, 316], biotransformate de catre compusii sdi biologic activi in procesul de cultivare
a ei in 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 si 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 asigura obfinerea 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 sdi biologic activi seleniul si

14



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
componenta distinctd aceste doua oligoelemente cu proprietiti 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 aceasta biomasa.

Pentru a monitoriza siguranta biomasei de spirulina si a preparatelor cu continut sporit de
seleniu si germaniu au fost utilizate doui teste: testul de reducere a radicalului cation ABTS™ si
testul dialdehidei malonice (DAM).

Pentru stabilirea veridicitatii si autenticitatii datelor experimentale obtinute a fost aplicat
instrumentarul standard de analiza statistica (din componenta Microsoft Excel 2010).

Sumarul compartimentelor tezei:

Teza contine partea de introducere si 4 capitole. Primul capitol reprezinta reviul de
sinteza a informatiei expuse in literatura de specialitate, cu referire la problema abordata in teza.
Capitolul doi prezinta baza de cercetare, obiectul, materialul si metodele de investigare. Partea
experimentala si analiza ei este structuratd in capitolul trei si patru a lucrdrii. Lucrarea finalizeaza
cu concluzii generale si recomandari si contine compartimentul cu Anexe.

Capitolul 1 ,,SELENIUL, GERMANIUL SI SPIRULINA - COMPONENTE DE
VALOARE ALE PREPARATELOR SI SUPLIMENTELOR ALIMENTARE?” include o
analiza 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 si importanta lor pentru sanatate. Sunt trecute in revista
proprietatile terapeutice ale seleniului si germaniului descrise in publicatiile stiintifice.

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 a pietei moderne a preparatelor si suplimentelor alimentare ce contin seleniul sau
germaniul la nivel mondial. Este prezentatd valoarea cianobacteriei Arthrospira platensis ca
obiect biotehnologic, datorita utilizdrii sale cu succes in calitate de materie primd pentru

fabricarea produselor farmaceutice si alimentare.
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Arthrospira platensis ramane in continuare o sursa promitatoare de un sir de compusi
biologic activi si poate fi consideratd un biotransformator eficient al oligoelementelor din
formele anorganice in cele organice si poate, de asemenea, fi utilizata ca 0 sursa de noi agenti
imunomodulatori, hepatoprotectori, antitumorali. Sinteza literaturii prezentatid in acest capitol
ofera un suport teoretic important pentru cercetarile reflectate in capitolele experimentale.

Capitolul 2 ,,OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE” prezinta
baza de cercetare, obiectul, materialul si metodele utilizate pe durata efectuarii lucrarii. Lucrarea
a fost realizata in cadrul laboratorului Ficobiotehnologie al Universitatii de Stat din Moldova,
laboratorului Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, uzinei
FICOTEHFARM, orasul Chisindu.

In calitate de obiect de studiu a fost selectata tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 (spirulina), o tulpina adaptata conditiilor tehnologice industriale de cultivare.
Tulpina este depozitata 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). In calitate de surse de microelemente au fost selectate: pentru seleniu — unii
compusi anorganici ai Se (1V), iar pentru germaniu — unii compusi anorganici si organici ai Ge
(V).

Au fost utilizate metode si tehnici uzuale adaptate pentru aplicare in investigatiile
ficobiotehnologice, in special pentru biomasa de spirulina. Procedurile de determinare a
continutului de biomasa de spirulind, de determinare a cantitatii 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 spirulind (nivelul activitdtii antioxidante si nivelul de acumulare a produselor degradarii
oxidative a lipidelor), obtinuta la cultivare in prezenta compusilor seleniului si germaniului.

Setul de formule de prelucrare statistica (Microsoft Excel 2010) a asigurat analiza
veridicitatii rezultatelor obtinute.

Capitolul 3 ,ELABORAREA BIOTEHNOLOGIEI DE OBTINERE A
PREPARATELOR CU CONTINUT SPORIT DE SELENIU iN BAZA BIOMASEI DE
SPIRULINA” incepe Cu prezentarea etapelor parcurse in partea de cercetare consacrati
elaborarii biotehnologiei de obtinere in baza biomasei de spirulind a preparatelor ce contin
seleniu biotransformat. Sunt prezentate datele experimentale obtinute la cultivarea tulpinii

cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) cu suplimentarea unor compusi
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anorganici ai Se (IV): Na;SeOs, (NH4),Se03, Fe,Se30q:6H,0, ZnSeOs, GeSe, si CoSeOs. Drept
rezultat al unui screening preventiv, compusi anorganici NapSeOsz, (NH4),SeOs si
Fe,Se;09:6H,0 au fost adaugati la mediul de cultivare in concentratii de 10, 20, 30, 40 si 50
mg/l. Pentru compusii ZnSeOj3 si GeSe; au fost selectate concentratiile de 5, 10, 15, 20, 25, 30
mg/l. CoSeOs a fost adaugat in patru concentratii: 5, 10, 15, 20 mg/l, concentratiile lui de peste
20 mg/l fiind letale pentru tulpina data de spirulina.

Au fost monitorizati astfel de indicatori ca cantitatea de biomasa si nivelul de acumulare
a seleniului in aceasta. Au fost stabilite modificarile in compozitia biochimica a biomasei
(proteine, ficobiliproteine, glucide si lipide), obtinutd la cultivare in prezenta compusilor
anorganici ai Se (IV), in functie de natura si concentratia lor. Capitolul include, de asemenea,
date privind siguranta biomasei Tmbogatite cu seleniu: nivelul de activitate antioxidanta si nivelul
de acumulare a produselor de peroxidare a lipidelor.

S-a stabilit, ca din compusii GeSe; si Fe;Se;09:6H,0 acumularea seleniului in biomasa
de spirulind este mai eficientd. Din ceilalti compusi studiati acumularea seleniului de asemenea
are loc, dar intr-o masura mai mica, iar biomasa pastreaza o compozitie biochimica suficient de
echilibratd. Au fost selectati compusii, concentratiile si intervalul de administrare a lor in
procesul de cultivare al spirulinei la parametrii optimali care asigura obtinerea de biomasa
imbogdtitd cu seleniu biotransformat de catre fractiille de aminoacizi liberi si oligopeptide,
proteine, glucide. In baza datelor obtinute si a concluziilor deduse, au fost elaborate doui
procedee de obtinere a biomasei de spirulind imbogatitd cu seleniu (la cultivarea in prezenta
selenitului de fier hexahidrat (1) si a selenurii de germaniu (2)).

Au fost dezvoltate doud tehnologii de obtinere a preparatelor cu continut sporit de
seleniu. Aceste tehnologii asigurd, obtinerea in cadrul unui singur flux de fabricare, a 6
compozitii de produse seleniucomponente (Spirulina selenorganica - 1 si 2, BioR-Selenium 1 i
2 si 2 suplimente Se-proteice). Tehnologiile sunt reproductibile, valorificd materii prime si
materiale non toxice prietenoase mediului si prezinta oportunitati de producere in conditii
controlate.

Tehnologia de producere elaborata 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. Chisinau, R. Moldova (Anexa 2, Act de implementare 01-11/2017
din 30.11.2017).

Capitolul 4 ,ELABORAREA BIOTEHNOLOGIEI DE OBTINERE A
PREPARATELOR CU CONTINUT SPORIT DE GERMANIU iN BAZA BIOMASEI DE

SPIRULINA” expune datele experimentale privind efectul compusilor anorganici (GeO, si
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GeSe;) 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))
asupra cantitatii de biomasa produsa de catre tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11, cultivata in prezenta lor, precum si dinamica acumuldrii germaniului si a
principalilor compusi biologic activi implicati in biotransformarea acestui oligoelement in
biomasa. A fost analizat nivelul de siguranta al biomasei de spirulind pe fonul continutului de
germaniu acumulat.

Selenura de germaniu - GeSe; a fost compusul care a asigurat acumularea cantitatilor cele
mai mari de germaniu de catre tulpina utilizata de spirulina, comparativ cu dioxidul de germaniu
si compusii sdi organici. Au fost stabilite conditiile si parametrii de proces optimali care asigura
obtinerea biomasei de spirulind cu continut sporit de germaniu la cultivarea spirulinei in prezenta
GeSe;. Procedeul elaborat, precum si procedeele de extragere suCcesiva a unor compusi biologic
activi care incorporeaza germaniul, au fost integrate in calitate de elemente — cheie intr-un singur
circuit de fabricare a 3 produse polifunctionale ce contin germaniu bioorganic (Spirulina
germaniuorganica, BioR-Germanium si Supliment Ge-proteic). Schema tehnologica a fost
reprodusa in conditii industriale de fabricare la uzina FICOTEHFARM SRL, or. Chisinau, R.
Moldova (Anexa 2, Act de implementare 02-11/2017 din 30.11.2017).

Au fost propuse variante tehnologice cu utilizarea selenurii de germaniu, de obtinere a
biomasei ce contine ambele microelemente (germaniul si seleniul sau seleniul si germaniul), care
la fel, poate fi consideratd o materie primd biologic activd cu perspectiva de valorificare in
conditii de fabricare in serie.

Compartimentul ,,CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI” generalizeaza
concluziile asupra rezultatelor experimentale obtinute in lucrare si exprima valoarea practicd a
lucrarii prin recomandarile naintate. Este evidentiat rezultatul principal al cercetarii expuse care
a contribuit la solutionarea problemei stiintifice importante in lucrare, datele privind aprobarea
rezultatelor, brevetele obtinute, implementarea rezultatelor tezei de doctorat.

Compartimentul ,,BIBLIOGRAFIE” cuprinde cele 332 surse citate in teza.

Compartimentul ,, ANEXE” contine copiile: Brevetelor de inventie 228 MD si 4123 MD
(Anexa 1), actelor de implementare Nr. 01-11/2017 si Nr. 02-11/2017 din 30.11.2017 a
tehnologiilor elaborate la uzina FICOTEHFARM SRL, or. Chisindau, R. Moldova (Anexa 2),
diplomele obtinute la Saloanele si Expozitiile Internationale de Inventii desfasurate la Varsovia,
Polonia (2016), Croatia (2015), lasi, Romania (2015, 2014), Osijek, Croatia (2014), Bucuresti,
Romania (2014), Chisindu, Republica Moldova (2013) (Anexa 3).
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1. SELENIUL, GERMANIUL SI SPIRULINA - COMPONENTE DE
VALOARE ALE PREPARATELOR SI SUPLIMENTELOR ALIMENTARE

Starea precara a mediului ambiant, dar si intensitatea modului contemporan de viata,
stresul, malnutritia, calitatea joasa a alimentelor, alimentatia incorecta, sunt printre factorii care
provoaca dereglari metabolice si disfunctii ale diferitor sisteme ale organismului uman. Acestea,
la randul lor duc la aparitia si instalarea unui sir de afectiuni si maladii, printre care, cu o ratd
inalta a morbiditatii sunt inregistrate, atat la nivel de tara, cat si mondial, afectiunile hepatice,
cardiopatiile ischemice, diabetul, tuberculoza, cancerul, disfunctiile sistemului reproductiv s. a.

Starea precara a mediului ambiant determinatd de actiunea antropogend masiva —
poluarea activa cu diversi toxicanti, este consideratd printre factorii-cheie care conditioneaza
aparitia patologiilor in organism [36, 143, 146, 208].

O mare parte dintre agentii toxici (toxicantii) se manifestad ca antagonisti ai macro- si
microelementelor si, incluzandu-se in lanturile alimentare, elimind din acestea substantele
necesare pentru o derulare normald a proceselor metabolice in organismul uman [304].

Carenta de substante si microelemente biogene (printre care si seleniul, dar si germaniul)
in organism este determinata si de scaderea consumului, dar si de diminuarea calitétii produselor
importante din punctul de vedere al unei alimentatii rationale.

,,Stresul metabolic” provocat de dezechilibrul metabolic duce la acumularea radicalilor
liberi si a produselor peroxidarii lipidice care la randul lor declanseaza in organism procese
autoimune prin produsele metabolismului dereglat [325].

In calitate de una dintre ciile eficiente de prevenire (profilaxie) a diverselor patologii este
consideratd oportuna suplimentarea consumului de alimente si/sau introducerea in diverse terapii
a preparatelor sau a produselor policomponente care contin microelemente importante
incorporate in diversi compusi biologic activi obtinuti pe cale naturald. in categoria de surse
importante pot fi inscrise obiectele ficologice, printre care cianobacteria Arthrospira platensis
(spirulina). Aceasta specie cianobacteriand contine nu numai substante cu diverse si distincte
roluri biologice, ci si poate servi drept sursa de oligoelemente biotransformate, menite sa asigure

integritatea functionala si in primul rand cea metabolica a organismului uman.

1.1 Seleniul - microelement important pentru organismul uman si animal
Seleniul este unul dintre microelementele absolut necesare pentru dezvoltarea normala a

oricarui organism viu [48, 61, 79, 93, 134]. Acest microelement are un rol important in multe
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procese metabolice, iar deficitul lui poate provoca disfunctii metabolice severe [28, 202, 245,
264, 276]. Seleniul este parte componenta a majoritatii hormonilor si enzimelor, regleaza
reactiile de oxido-reducere, influenteaza metabolismul proteic (in special, metabolismul
aminoacizilor ce contin sulf), activeaza procesele de respiratie tisulara, influenteaza functia
imuna a organismului. Rolul seleniului in organism este asociat, in primul rand, cu includerea lui
in componenta glutationperoxidazei - uneia dintre enzimele antioxidante principale [46, 50, 52,
85, 127, 176, 213, 283, 296].

Seleniul este parte componentd a mai mult de 25 compusi biologic activi prezenti in
organismul uman si cel animal [133, 234]. El este inclus in centrele active ale enzimelor din
sistemul de protectie antiradicalica si antioxidantd, precum si celor participante in metabolismul
acizilor nucleici, lipidelor, hormonilor (iodotironin-deiodinaza, tioredoxinreductaza,
fosfoselenofosfataza, fosfolipid-hidroperoxid-glutationperoxidaza, proteinele specifice P si W s.
a.), participa in detoxifierea de xenobiotice, regleaza functia glandei tiroide si a pancreasului,
manifestd proprietati hepatoprotectoare, stimuleaza protectia antitoxicd, posedd actiune
radioprotectoare [257, 287, 328, 332].

Seleniul influenteaza pozitiv asupra sistemului reproductiv, participand in procesul de
implantare a embrionului, dezvoltarea placentei, ameliorarea fertilitatii prin intermediul cresterii
mobilitdtii spermatozoizilor, sinteza testosteronului si spermei [176]. De asemenea, incetineste
procesul de imbatranire, diminueaza simptomele care apar in menopauza [30, 284]. Sunt
cunoscute si alte proprietati ale seleniului, precum cea antivirala, antimicrobiana, anticancer [83,
88, 107, 113, 125, 136, 142, 187, 238, 270, 283, 328].

Ca element chimic, seleniul a fost decsoperit inca in 1817 (de catre chimistul suedez J.J.
Berzelius) si foarte mult timp a fost privit ca un component toxic al alimentelor, fiind declarate
numeroase cazuri de intoxicare cu seleniu si cu compusii sai [218, 250]. Rolul de microelement
al seleniului a fost demonstrat abia in a. 1957, cand a fost stabilit ca carenta lui in hrana
animalelor duce la dezvoltarea miodistrofiei, cardiomiopatiei si cirozei hepatice [222].

Carenta alimentara pronuntatd a seleniului este caracteristica pentru raioanele endemice si
se manifestd sub forma de boala Keshan (afectarea inimii, rinichilor, muschilor scheletali) si
boala Kashin-Beck (afecteaza oasele si articulatiile, apare preponderent la copii si adolescenti)
[62, 272, 279].

Cercetarile au evoluat cu determinarea rolului seleniului in calitate de element esential
pentru organismul uman si cel animal, functia principald a cdruia fiind constatatd cea de
distrugere a hidroperoxizilor si peroxizilor lipidici, protejand organismul de stresul oxidativ
[327].
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Seleniul face parte din grupul celor 7 elemente (Fe, Ca, Mg, I, Se, Zn, Cu), deficitul
carora la populatia planetei este cel mai frecvent [266]. Surse de seleniu pentru organismul uman
sunt produsele de origine vegetala si animald, iar asigurarea cu cantitatea necesard de acest
microelement depinde de conditiile geochimice ale habitatului [133]. Populatia regiunilor cu
deficit de seleniu in sol si apa este supusa unui risc mai mare de afectiuni cardio-vasculare si
oncologice [198, 226].

Printre tarile cu deficit de seleniu in sol sunt China, Suedia, Finlanda, Rusia. Intr-un sir de
tari ale Europei de Vest, China si SUA sunt aprobate programe de stat care stimuleaza
producerea de suplimente alimentare pentru animale si oameni, ce contin seleniul. Totodata,
ingrasamintele ce contin seleniu sunt utilizate in Finlanda, Noua Zelanda, China si SUA pentru a
obtine cantitati sporite de acest microelement in lantul alimentar nemijlocit in nutreturi ca o
alternativa suplimentelor cu seleniu [26, 134, 239, 318, 326].

In Republica Moldova, seleniul se contine intr-0 cantitate relativ mare in apele naturale,
ceea ce ar presupune o pondere semnificativ inalta a formelor biodisponibile ale lui [311-312].
Conform rezultatelor unor studii [299, 315] pentru toate tipurile de sol de pe teritoriul
interfluviului Nistru - Prut s-au determinat concentratii optimale de seleniu. Diapazonul
oscilatiilor continutului de microelement in diferite tipuri de sol este destul de larg si constituie
de la 100 la 668 pg/kg, ceea ce corespunde modificarii valorilor de concentratie de la optimale la
selenodeficitare. Arealuri cu deficit de seleniu au fost identificate pentru solul de padure cenusiu
(118 ng/kg) si cernoziomul carbonat (100 ug/kg). O cantitate de seleniu la limita deficitara a fost
determinata in probele de cernoziom cenusiu inchis forestier (152 pg/kg), xerofit forestier (165
pg/kg), obisnuit (150 pg/kg) si de lunca (153 pg/kg) [299, 313].

Continutul seleniului in culturile agricole se modifica in limite destul de largi - de la 78 la
166 pg/kg in functie de conditiile geochimice, nsd o corelatie intre cantitatea de seleniu din sol
si acumularea lui in plante nu a fost gasitd. Un deficit al acestui microelement in sange a fost
determinat la 10% din populatia regiunii transnistrene, la 25% continutul seleniului a fost
aproape de cel optimal, iar la 63% din populatie, nivelul seleniului in sdnge a fost stabilit la
limite putin mai inalte decat nivelul optimal [312].

Formele ,naturale” (din surse vegetale) ale seleniului pentru organismul uman si cel
animal sunt aminoacizii ce contin seleniu — selenometionina (Se-Met) si selenocisteina (Se-Cys)
[102, 163]. In cazul unui deficit alimentar de seleniu, in calitate de surse ,,artificiale” ale acestui
microelement sunt acceptati selenitul si selenatul de sodiu, dar si unii compusi organici de

origine microbiand. Ambele forme, atat cea anorganica, cat si cea organica se absorb rapid in
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tractul gastro-intestinal, insa metabolismul lor ulterior in organism parcurge cai diferite [163,
204].

Asimilarea formelor organice ale seleniului este extinsa in timp, ceea ce contribuie la
crearea unui depozit al Iui in plasma sanguina. Formele anorganice sunt acceptabile in cazul,
cand este necesara corectia rapida si in termeni restransi a deficitului de seleniu, spre exemplu
pentru restabilirea activititii glutationperoxidazei [303]. Anionii selenat Se0, si selenit SeOs”
se reduc rapid in organism pana la anionul HSe™ - proces enzimatic in care in calitate de cofactor
necesar intervine glutationul redus (GSH). O parte din hidrogen seleniul (selenura de hidrogen)
format se leaga cu selenoproteinele si proteinele de transport prin legaturi covalente sau Van-der-
Waals, formand un ,,pool” metabolic labil al seleniului [68, 131, 241]. Cantitatile excesive de
hidrogen seleniu se supun unei metilari lente cu formarea consecutivd a metil- hidrogen-
seleniului, dimetil-seleniului si trimetil-seleniului care se excretd din organism cu urina, iar
dimetil-seleniul in cantitdti mari si cu transpiratia. Este de mentionat, ca hidrogen seleniul
provenit din sursele de seleniu anorganic, acumulandu-se in exces in tesuturi devine un compus
foarte toxic [84].

In figura 1.1 sunt generalizate caile metabolice ale seleniului in organismul uman [84].

Incorporarea
nespecifica
in proteine

Selenate Metabolismul
Se

anogranic

Selenite
Diet '#..[SeCys] /
[y:byase] GSSeSG
Ser-tRNA"*
[y - Glutamyl-CH,SeCys] ™, /
1 HSe — HSePO,” —z» Selenoproteine
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Fig. 1.1. Schema generalizata a metabolismului compusilor seleniului in organismul

uman [84]
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Spre deosebire de organismul uman (animal), plantele sunt capabile sa sintetizeze diversi
analogi ce contin seleniu, similar aminoacizilor ce contin sulf, inclusiv selenometionina — Se-
Met. La utilizarea in hrana a selenoproteinelor, Se-Met se absoarbe si se asimileaza de catre
organism [52, 84, 106]. Din cauza similitudinii intre proprietatile fizico-chimice ale Met si Se-
Met, aceasta din urma este capabild sd o substituie pe prima din proteine, incluzandu-se dupa
mecanismul de translare specifica Met [204]. S-a demonstrat experimental, ca dupa introducerea
intravenos sau peroral a ">Se-Met la animale, aceasta se include intr-0 cantitate mare de proteine
cu mase moleculare diferite atat in plasma si eritrocite, cat si in diferite tesuturi [106]. Includerea
nespecifica a Se-Met in proteine poseda doud particularitati distincte. Prima — la includere nu se
respectd o careva stechiometrie. Mai mult seleniu se include in proteinele in care exista mai
multe resturi de Met si Cys (cisteina) in structura lor primara. Cea de a doua particularitate este,
ca cantitatea de Se-Met inclusd (si retentia seleniului in tesuturi, indeosebi in muschi) depinde
foarte puternic nu numai de cantitatea de Se-Met care patrunde cu hrana, dar si de cantitatea de
Met in aceasta [51, 144, 188].

Procesele de includere a Se-Met in proteinele tisulare si eliberarea ei din acestea in cadrul
proteolizei sunt lente. Se-Met eliberatd din proteine se metabolizeaza. O parte se supune
transaminarii cu formarea alaninei si metil-hidrogen-seleniului care apoi sau se metileaza si se
excretd, sau se supune demetilarii pana la selenura de hidrogen care se include in ,,pool - ul” labil
al seleniului din organism [163].

O altd cale metabolica, este procesul de transsulfurare cu formarea Se-Cys. Apoi, Se-Cys
se include nespecific in proteinele tisulare substituind Cys. O parte din Cys se supune
desselenizarii cu formarea sau a selenitului, sau a selenurii de hidrogen sub actiunea
selenocisteina-liazei dependenta de vitamina B6, cu formarea intermediara a seleniului zero
valent. Includerea Se-Cys in proteinele tisulare depinde de asigurarea organismului cu seleniu
[44, 69, 197, 241].

Astfel, sinteza cdilor metabolice prezentatd mai sus, oferd explicatii asupra diferentelor in
ceea ce priveste biodisponibilitatea pentru organism a formelor organice si anorganice ale
seleniului. Administrat prin alimente in doze fiziologice (0,1 - 0,3 mg/kg ratie alimentard) si in
conditiile unei cantitati suficiente de sulf, eficienta Se-Met, selenitului si selenatului ca surse
pentru sinteza glutationperoxidazei este aceeasi. Daca nivelul de consum al seleniului este scazut
(mai putin de 0,05 mg/kg) si neadecvat cerintelor fiziologice crescute (ca de exemplu in timpul
graviditatii si lactatiei), sau organismul este insuficient asigurat cu metionind, eficienta unor
suplimente anorganice ale seleniului este mai mare decat in cazul utilizarii Se-Met. Acest

fenomen este cauzat de faptul ca Se-Met in aceste conditii fiziologice se include in proteinele
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tisulare, si din pozitia sintezei glutationperoxidazei, se utilizeaza ,,nu dupa destinatie” [106, 163].
Totusi, toxicitatea Se-Met (seleniului organic) este consideratd mult mai scazutd, decat a
seleniului anorganic (selenat sau selenit) si prezinta un risc scazut de supradozare. Astfel, Se-Met
si selenoproteinele din plante reprezintd formele preferentiale de asigurare a organismului cu
seleniu in scopuri profilactice [204, 265].

Concentratia ,,fiziologica” de seleniu in organismul uman, constituie 10 - 14 mg, dintre
care cantitatea de seleniu in ,,pool - ul” metabolic labil (proteinele Se specifice + selenit +
selenura de hidrogen s. a. derivate ale lui ) constituie 3,5 - 6,5 mg. Restul seleniului sub forma de
Se-Met si Se-Cys se contine in proteinele tisulare [84, 132]. Este clar, ca supracontinutul sau
deficitul de seleniu provoaca un dezechilibru al proceselor metabolice in care este implicat acest
microelement. Diferenta dintre doza optimala si cea toxica este foarte mica [88, 133].

Doza zilnica recomandatd pentru seleniu este diferita si depinde de regiunea geografica.
Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) recomandd o doza zilnicad pentru seleniu de 55 ug
pentru un matur, indiferent de sex [240, 267]. in SUA, Consiliul pentru Alimente si Nutritie a
stabilit doza zilnica recomandata de seleniu: pentru barbati — 40 - 70 pg, pentru femei — 45 - 55
ug si de 25 ug pentru copii [133]. in Marea Britanie doza zilnica recomandata de seleniu este de
60 pg pentru femei si de 75 pug pentru barbati si poate fi marita pana la 100 ug seleniu/zi [297].
in R. Moldova, doza zilnici recomandati de seleniu este de 55 pg/zi, iar cea maximali este de
100 pg/zi [8].

Biodisponibilitatea seleniului din produsele alimentare depinde de un sir de factori,
aceasta creste, spre exemplu, in prezenta unor compusi astfel ca vitaminele A, D si E, dar
depinde si de continutul de proteine, lipide, sau metale grele [88, 134]. S-a stabilit, ca produsele
bogate in proteind contin niveluri mai inalte de seleniu, decat plantele ce contin mai putina
proteind, ceea ce se datoreaza faptului, ca proteinele sunt compusii biologic activi care
acumuleaza cel mai mult acest microelement. Exceptie prezintd, spre exemplu, unele
reprezentante ale fam. Brassicaceae (varza, hreanul, rapita) considerate hiperacumulatori ai
seleniului [78, 134].

Sursele principale de seleniu pentru organismul uman sunt produsele din carne (31%),
peste (19%), painea si cerealele (11%). Produsele cu cel mai scazut continut de seleniu sunt
laptele si produsele lactate (de la 0,005 la 0,018 mg/kg produs), legumele si fructele. Desi in
cereale se contine putin seleniu, datoritd particularitatilor consumului uman, acestea pot fi
considerate furnizorii de bazd de microelement, mai ales dacd ele au crescut pe soluri bogate in
seleniu. Forma principala a seleniului in cereale este Se-Met, care conform ultimelor date se

concentreaza in embrion [67, 88, 261].
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In ultimele decenii, se precauti in continuare compusi noi ce contin seleniu, pentru a fi
introdusi in compozitia produselor alimentare, fie sub forma unor suplimente si preparate
biologic active combinate cu seleniu in calitate de componenta a dietelor persoanelor sanatoase
sau bolnavilor in scopuri preventive si/sau de tratament, fie in calitate de remedii, sau
stimulatoare, sau corectoare [22, 26, 133, 189, 204 - 205, 248].

Printre primii compusi cu absorbtie rapida utilizati pentru a suplini deficitul de seleniu in
organism a fost selenitul de sodiu [326]. Vom mentiona ca acestia au evoluat in timp, astfel incat
la momentul actual sunt disponibile o varietate de preparate ce contin seleniul in diferite forme.
in tabelul 1.1 sunt expuse unele exemple de produse ce contin seleniul, forma microelementului
din produs si pretul estimativ. Dupd natura seleniului, preparatele pot grupate astfel, in
urmatoarele categorii:

1) preparate in care sursa de seleniu este selenitul sau selenatul de sodiu (exm.: Hefe-
Selen, Allpharm Vertriebs GmbH; SEL 100, MEDVITAL ConceptGmbH, GALL PHARMA
Selen, Hecht-Pharma GmbH; Uniselen, Kohler Pharma GmbH, Selen-Loges, Dr. Loges+Co.
GmbH; CEFASEL Cefak; SELEN, EuroNutrador B.V. - Germania), sau unul dintre acesti
compusi in combinatie cu vitamine (exm.: Multi-Tabs Active, FERROSAN, Danemarca;
Symbion, MERCK, Germania; SelzincPlus, Pro.-Med CS Praha Cehia; Centrum, Pfizer consume
Manufacturing, Italia; Xenosulf, Laboratories LeStum, Franta).

2) preparate ce contin seleniul organic: pe bazd de metilselenocisteina (exm.: Selenium
Sinergy, Jarrow Formulas, SUA), selenometionind (exm.: SeMet, AOR, SUA; Pure
encapsulations Selen, Pro Medico, Germania), L-selenometionina (exm.: Selenkor, Vitafharm —
COM, R. Moldova; Selenium, Nature 5 Way, SUA; Selenmethionine, Thorne Research, SUA,
Selenium, Swanson, USA; Selenium, California Gold Nutrition, SUA), L-selenometionind in
combinatie cu vitamine (exm.: Selenium+A, C, E, Hooland Barret, Marea Britanie, Full
Spectrum Minerals Caps, Now, SUA; Bio E + Selenium, Solaray, USA), sau si alte astfel de
combinatii ca: SuperSelenium Complex (L-selenometionind, selenit de sodiu, Se-Metil-L-
Selenocisteind), Life Extension, SUA; Selenium (Complex de glicinat de seleniu), FutureBiotics,
SUA; Selenium Activ (Selexen u — C19H2,Se (9-fenil - octahidroselenoxanten), DIOD, Rusia.

3) preparate pe baza de complexe naturale combinate cu seleniul: drojdii seleniate si/sau
seleniu legat organic (exm.: SelenoExcell Selenium, Natural Factors, Canada; Selenium, Scitec
Nutrition, Ungaria; Selenium, MegaFood, SUA; Selenium, Nature's Bounty, SUA; Selenium, 21st
Century, USA,; Selen 200 naturlich, NaturaFit GmbH, Germania; SelenoPrecise si SelenQ10,
PharmaNord, Danemarca; Selenium, Healthspan, Marea Britanie) drojdii, seleniu si vitamine
(Selenium Forte, IVES PONROY, Franta), spirulina si seleniu (exm.: Spirulina-Soci-Selen, Agro
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Victoria, Rusia, Selen mse, MSE Pharmazeutika Gmbh, Germania Selenium+Spirulina, PaleoLf,

Spania); spirulina imbogatitd cu seleniu (exm.: Selenium Spirulina, Far East Bio Tec Co,

Taiwan; Selenium Spirulina A+, Febico, Romania), spirulina ce contine seleniu legat organic

(exm.: Selenium Spirulina, Life Light, Germania; SpiruSelen, Sanatur, Germania), sau o

combinatie intre Spirulina platensis, drojdie seleniata si extract de Helianthus tuberosus — Se-

Spirulin, Hofigal, Romania.

Tabelul 1.1. Unele exemple de produse ce contin seleniul, forma microelementului din

produs si pretul estimativ

Denumire Nr. Cont. Forma
produs caps/ | seleniului,| seleniuluiin produs Producitor Pretul
compr. | pg/caps.
/compr.
Preparate pe bazd de seleniu anorganic
Hefe — Selen 90 30 Na,SeO; Allpharm Vertriebs GmbH, | 21,5%+
Germania
SEL 100 100 100 Na,SeO, MEDIVITAL Concept 40,75%+
GmbH, Germania
GALL PHARMA 360 200 Na,SeO4 Hecht-Pharma GmbH, 298,2%+
Selen Germania
Uniselen 100 100 Na,SeO, Kohler Pharma GmbH, 43%+
Germania
SELEN 90 200 Na,SeO; Euro Nutrador B.V., 98,3%+
Germania
Multi-Tabs Active 60 50 Na,SeOQ, FERROSAN, Danemarca 16$
Symbion 90 60 Na,SeO, Merck Selbstmedikation 80,6+
GmbH, Germania
Selzinc Plus 30 40-60 Na,SeO, Pro.-Med. CS Praha, 7%
Republica Ceha
Centrum 30 25 Na,SeO, Pfizer consumer 12,45%+
Manufacturing, Italia
CEFASEL 60 100 Na,SeO; Cefak, Germania 31%
Selen-Loges 200 200 Na,SeO; Dr. Loges + Co. GmbH, | 106,8%+
Germania
Xenosulf 80 225 Na,SeO, Laboratoires Le Stum, Franta| 33,43
Preparate ce contin seleniul organic
Selenium Synergy 60 200 Methyl-Se-Cys Jarrow Formulas, USA 8,53%
SeMet 90 55 Se-Met AOR, USA 18,97%
Pure encapsulations| 180 200 Se-Met Pro Medico GmbH, 107,5%+
Selen Germania
Selenkor 30 55 L-Se-Met VITAPHARM-COM, 6,7%
R. Moldova (110MDL)
Selenium 100 200 L-Se-Met Nature's Way, USA 11,49%
Selenomethionine 60 200 L-Se-Met Thorne Research, USA 10,00%+
Selenium 300 100 L-Se-Met Swanson, USA 13,58+
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Continuare Tabel 1.1. Unele exemple de produse ce contin seleniul, forma microelementului din produs si

pretul estimativ

Selenium 180 200 L-Se-Met California Gold Nutrition, 11,00%
USA
Bio E + Selenium | 60 100 L-Se-Met Solaray, USA 18,31%+
Selenium + vit. A, 90 100 L-Se-Met Holland & Barret, UK 13,3%+
CsiE
Full Spectrum 240 50 L-Se-Met Now, USA 17,26%+
Minerals Caps
Super Selenium 100 200 L-Se-Met+ Life Extension, USA 10,50%
Selenit +Se-Methyl-L-
Se-Cys
Selenium 100 200 Complex de glicinat FutureBiotics, USA 10,7%+
de seleniu
Selenium-Activ 30 50 Selexen DIOD, Rusia 4,2%
C1oH2Se (9-feni|-
octahidroselenoxanten
Preparate ce contin seleniu din surse naturale si/sau combinate cu seleniul
SelenoExcell, 90 200 Drojdie/Seleniu legat Natural Factors, Canada 7,82%
Selenium organic
Selenium 100 50 Drojdie seleniata Scitec Nutrition, 11$
Ungaria
Selenium 60 100 Drojdie/Seleniu legat MegaFood, SUA 20,85%+
oganic
Selenium 100 200 Drojdie seleniata Nature's Bounty, SUA 7,18%+
Selenium 60 200 Drojdie seleniata 21st Century, USA 4,9%+
Selen 200 90 200 Drojdie seleniata NaturaFit GmbH, Germania | 34,7%
naturlich
SelenoPrecise 60 100 Drojdie seleniata Pharma Nord, Danemarca 20%+
SelenoQ10 120 200 Drojdie seleniata Pharma Nord, Danemarca 60%+
Selenium 240 200 Drojdie seleniata Healthspan, Marea Britanie | 16,10$+
Selenium Forte 40 25 Drojdie seleniata YVES PONROY, Franta | 16,40$+
Spirulina-Soci- 60 15 Drojdie seleniata Agro-Victoria, Rusia 7$+
Selen
Selen mse 120 50 Spirulina si seleniu MSE Pharmazeutika 46,7%+
GmbH, Germania
SELENIUM + 60 200 Spirulina si seleniu PaleoLf, Spania 19,00$+
SPIRULINA
Selenium Spirulina | 150 30 Spirulina imbogatita | Far East Bio Tec Co, Ltd, 127%+
cu seleniu Taiwan
Selenium Spirulina| 180 375 Spirulina imbogatita Febico, Romania 57%+
A+ cu seleniu
Selenium Spirulina | 90 76.8 Seleniu legat organic Life Light, Germania 23%
SpiruSelen 250 30 Seleniu legat organic Sanatur, Germania 46+
Se — Spirulin 15 Spirulina Hofigal, Romania 3,6%

platensis+drojdie
seleniata + extract de
Helianthus tuberosus

Nota: + - plus costul livrarii.
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Astfel, o parte dintre aceste produse contin selenitul sau selenatul de sodiu, sau
selenometionina, selenocisteina, glicinatul de seleniu in calitate de seleniu organic, sau sursa de
seleniu legat organic sunt drojdiile si spirulina (masa uscata de aceste microorganisme ce contine
seleniu, sau in putinele cazuri, biomasa care se obtine prin cultivarea lor in prezenta
concentratiilor mari de selenit de sodiu) [302].

Drojdiile alimentare fabricate in prezent la nivel industrial au un sinecost relativ mic,
datorita carui fapt sunt foarte atractive si de perspectiva in calitate de sursa alimentara de seleniu
organic. Utilizarea Tnsa, Tn masa a drojdiilor are unele dezavantaje, printre care principalul este
efectul sensibilizant al lor. in al doilea rand, utilizarea drojdiilor ca atare in produsele dietetice
poate influenta negativ asupra proprietatilor organoleptice ale acestor produse [326]. Totodata,
nu totdeauna este clard calea pe care a fost obtinut seleniul organic: cel mai frecvent, drojdiile
sunt ,,imbogatite cu seleniu”, prin adaugarea lui la drojdiile uscate [302]. La fel, si in cazul
spirulinei - in cele mai dese cazuri, seleniul este adiugat la pulberea uscata. In afard de aceasta,
in aceste produse nu este indicat raportul dintre forma organica si anorganica a seleniului. in
acelasi timp, 1n cazul introducerii ,,artificiale” a seleniului exista riscul supradozarii, care poate
duce la cresterea toxicitatii suplimentelor alimentare si preparatelor ce contin acest microelement

[25, 164].

1.2 Proprietatile biologice distincte ale germaniului

Germaniul nu a fost considerat niciodatd microelement esential pentru organismele vii.
Totusi, germaniul nu este mai putin important pentru organismul uman si animal, datorita
proprietatilor sale biologice si deci, a efectelor terapeutice pozitive manifestate asupra acestora.
Printre principalele sale proprietdti este cea similara hemoglobinei (caracteristica germaniului
organic). Germaniul participa in procesul de transport al oxigenului in tesuturile organismului si
astfel, preintdmpind instalarea unei stari de hipoxie in tesuturi. Germaniul poseda si proprietati
antioxidante pronuntate, care se manifestd prin blocarea radicalilor liberi in organism;
influenteazd pozitiv asupra starii sistemului imunitar al organismului — inhibd multiplicarea
celulelor microbiene prin activarea macrofagelor; poseda proprietati antifungice, antivirale si
antibacteriene; intarzie dezvoltarea neoplasmelor maligne si previne aparitia metastazelor;
regleaza peristaltica si sistemul de valve a sistemului digestiv si cel venos; reduce doloritatea
(compusii germaniului blocheaza fluxul de electroni in celulele nervoase) si acumularea de

metale grele in organism [31, 72, 119, 152, 174, 178, 224, 244, 282, 286, 288, 316].
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Majoritatea studiilor cu referire la actiunea germaniului, prezinta atat efectele lui pozitive
(la utilizarea in doze precise in calitate de medicament) [31, 194, 224, 228, 246, 260], cat si cele
negative asupra organismului (la administrarea incorecta a preparatelor ce contin germaniu)
[161, 277].

Efectele benefice sunt caracteristice germaniului organic, iar cele negative - toxicitatii
inalte a formei sale anorganice [211]. La administrarea perorala, germaniul se absoarbe rapid si
intensiv din tractul gastro-intestinal, dupa care se distribuie uniform in eritrocite si plasma, si se
transportd catre diferite organe si tesuturi sub forma libera [90, 130, 256]. Acumularea si
depozitarea germaniului in organe, la fel depinde de forma Iui chimica. Germaniul anorganic are
tendintd de a se acumula in organism, cele mai inalte concentratii fiind determinate in ficat,
splind, tractul gastro-intestinal si tesutul osos. Forma organica a germaniului nu se acumuleaza,
eliminandu-se din organism fara a fi supusd unor schimbari metabolice [90]. Administrarea de
durata a germaniului, in special a formei sale anorganice, duce la efecte adverse severe, inclusiv
diverse disfunctii ale organelor (inclusiv miopatie, anemie, neuropatie periferica, dereglari
ireversibile ale functiei renale s. a.), provocand in unele cazuri, chiar decesul [77, 192, 277].

Germaniul organic (prin proprietatile similare hemoglobinei) previne dezvoltarea asa
numitei stari de ,,hipoxie sanguind” care survine in cazul diminudrii nivelului de saturatie cu
oxigen a sangelui, determinata in caz de hemoragii, intoxicari cu monoxid de carbon si radiatie.
Sensibilitate sporitd fatd de germaniu manifesta: sistemul nervos central, inima, tesutul renal si
cel hepatic [139, 152].

Efectele antivirale, anticancer, radioprotectoare si cele imunomodulatoare ale
germaniului organic se datoreaza capacitdtii lui de a stimula producerea de interferon de catre
celulele T. Stimularea raspunsului imun celular reprezinta una dintre cele mai distincte
caracteristici ale germaniului organic, de rand cu capacitatea de a contribui la saturatia cu oxigen
si proprietatile sale antioxidante, explicand efectul lui pozitiv in reabilitarea starii de sdnatate in
diferite afectiuni [31, 60, 117, 145, 178, 193, 258 - 259].

Functionarea normala a tuturor sistemelor organismului este garantatd de transportul si
saturatia CU oxigen a tesuturilor. Tesuturile patologice si tesuturile cu semne incipiente de
afectare totdeauna se caracterizeaza prin insuficientid de O, si prezenta H'. Germaniul organic
(sub forma de sescvioxid) poseda capacitatea pronuntatd de a transporta O in oricare punct al
organismului si a asigura interactiunea lui cu H'. La baza actiunii germaniului organic la
interactiunea lui cu H' este reactia de deshidratare (eliminarea hidrogenului din compusii
organici), iar oxigenul care participa in aceasta reactie poate fi comparat cu un ,,aspirator” care

purifica organismul de ionii incarcati pozitiv ai hidrogenului [242 - 243].
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Studiile asupra proprietdtilor germaniului organic au debutat in 1967, cand cercetatorul
japonez K. Asai a sintetizat sescvioxidul de bis-carboxietil germaniu (bis-carboxyethyl
germanium sesquioxide), cunoscut sub denumirea uzuala de Ge-Oxi-132 sau Ge-132. Pentru Ge-
132, dar si pentru alti compusi organici ai germaniului, ca de exemplu sescvioxidul de 1-fenil-2-
carbamiletil germaniu (1-phenil-2-carbamilethyl germanium sesquioxide) si sescvisulfidul de 1-
fenil-2-carbamiletil germaniu  (1-phenyl-2-carbamilethyl germanium sequisulfide), s-a
demonstrat ulterior, capacitatea de a retine dezvoltarea unor tumori canceroase sau de a
impiedica aparitia unor metastaze. Efectele pozitive ale acestor compusi sunt clarificate in caz de
leucemie, formele de cancer: mamar, pulmonar, de prostata, de col uterin, ovarian [31, 174, 194,
214-215, 228, 244, 260].

Germaniul (organic) poate preveni acumularea de metale grele, proprietate datorata
structurii sale unice - structura cubica cu trei ioni negativi de oxigen in jurul germaniului. Ionii
negativi de oxigen sunt situati la baza triunghiului cubic, iar doud triunghiuri cubice formeaza o
moleculd. Orice metal greu acumulat in organism se afld in starea de ioni pozitivi care pot fi
captati de ionii incarcati negativ de oxigen ai germaniului organic [31].

Suplimentele alimentare ce contin germaniu organic au inceput sa fie utilizate pentru
prima data in anii 70 ai sec XX in Japonia, apoi si in alte tari, iar testarea lor experimentala a
confirmat efectele pozitive ale lor asupra organismului uman si celui animal [135, 145, 152, 224,
228, 244, 246, 258, 260].

Efecte terapeutice benefice ale germaniului organic au fost documentate experimental sau
clinic in: tratamentul artritei reumatoide si reumatismului, leucemiei, dereglarilor psihice, SIDA,
bolilor cardiace (inclusiv maladia Reynaud si infarctul miocardic), astmului bronsic, diabetului,
malariei, sclerozei, epilepsiei, hepatitei B s. a. [140, 178, 203, 298].

De rand cu acesti compusi organici ai germaniului actiunea carora a fost elucidata, o alta
forma cunoscutda a germaniului organic este lactat-citrat-germanatul de potasiu sau
Sanumgerman, produs de firma Sanum-Kehlbeck (Germania). Este unul dintre cei mai extensiv
utilizati compusi ai germaniului organic in decursul ultimilor 10 ani in Europa, iar efectele lui
pozitive sunt comparabile cu cele ale Ge-132. Spirogermanium este un alt compus metaloorganic
sintetic care contine germaniu cu azaspiran si poseda activitate antiproliferativa, utilizarea caruia
este insa, limitata, datorita riscului ridicat de neurotoxXicitate [190, 282, 298].

Este cunoscut si preparatul ,,Bio-Germanium” (obtinut la cultivarea drojdiilor) fabricat de
catre firma GerantiPharm si care se pozitioneaza in calitate de produs imunostimulator si

anticancer [65, 121, 149, 182].
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Germaniul are un areal de raspandire foarte larg si poate fi gasit, desi in cantitati foarte
mici, pretutindeni pe mapamond: ape naturale, carbune de pamant, alge, licheni, ciuperci
tubulare, plante s. a. [235]. Spre exemplu, cantitatea de germaniu in plante (considerate o sursa
de germaniu organic), variaza in functie de calitatea solului pe care acestea cresc [268]. Circa
0,02 - 0,07% de acest microelement se contin in ginseng, frunzele de ceai, aloe, bambus, usturoi
s. a. [292, 317]. Forma germaniului organic din materia vegetala este cea de sescvioxid de
carboxietil [157]. In prezent sunt sintetizati compusi organici ai germaniului — Sescvioxizii
(sesquioxides) cu fragment pirimidinic. Acesti compusi sunt apropiati dupa structura de compusii
naturali ai germaniului, care se contin, spre exemplu, in radacina de ginseng.

Doza zilnica recomandata pentru germaniu (in forma organica) este de 0,4 - 3,4 mg. Cu
alimentele se recomandi a se administra de la 0,4 la 1,5 mg. In majoritatea cazurilor, in plante si
in organismele vii, atomii de germaniu sunt legati cu molecule organice si exista sub forma de
compusi germaniuorganici sau complexe cu o toxicitate scazutda si activitate biologica inalta.
Capacitatea de absorbtie a germaniului de catre organism la fel este una nalta — la nivelul de
95%, cu o distributie uniforma atat in spatiile intracelulare, cét si cele extracelulare [298]. S-a
stabilit, (in rezultatul analizei a 125 tipuri de produse alimentare) ca zilnic cu hrana organismului
ii sunt furnizate in jur de 1,5 mg de germaniu.

Continutul germaniului in diferite produse este foarte variat: de la 0,002 - 0,004 mg/kg
(spre exemplu, in peste, carne, paine . a.) pana la 2 - 9 mg/kg (boboase, suc din tomate, usturoi,
aloe vera, ceai verde, s. a.) [140, 317]. Pentru a asigura cantitatea zilnica necesara de germaniu
este necesar un consum mare de alimente, o sarcind ireala pentru organism din punct de vedere al
potentialului sau fizic si fiziologic.

Sursele alimentare de origine vegetald sau animalad contin compusi organici, precum Ge-
132, amestec de sescvioxid de carboxietil germaniu (sesquioxide de carboxyethyl germanium) si
sescvisulfid  de  1-fenil-2-carboxietilgermaniu  (1-phenyl-2-carboxyethyl  germanium
sesquisulfide), sanumgerman (lactate—citrate—germanium), spirogermanium (2-aza-8-german-
spirodcane-2-propamine-8,8-diethyl-N,Ndimethylidichloride) [77, 127].

In tabelul 1.2 sunt aduse cateva exemple de preparate germaniucomponente, din care se
poate observa, ca majoritatea dintre aceste preparate contin formele (compusii organici ai
germaniului: sescvioxid de germaniu, sescvioxid de bis-carboxietil germanium, sescvioxid de
bis-2-carboxietil germaniu) descrise mai sus.

In acelasi timp, de citre producitori se fac incercari de a realiza diferite combinatii ale
germaniului oganic, ca spre exemplu cu alte microelemente — Seleherz, VMIN Rusia, sau

complexe constituite din drojdie biogermanica combinatd cu vitamine (A, B1, B2, B6, B12, C,
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D, E, K), macro- (Mn, Ca) si microelemente (Fe), aminoacizi (lizina, metionina, acidul

asparagic) (Geranti Co. Ltd, South Korea).

Tabelul 1.2. Unele exemple de preparate germaniucomponente

Denumire Nr Cant. de | Sursade gemaniu
produs caps/ | germaniu organic Producitor Pretul
compr. | mg/caps. in preparat
/compr.
Ge ProCoQ10 30 50 sesquioxid de Zortho, SUA 55,95%+
Max germaniu
Organic 60 200 sesquioxid de Body as Doctor, SUA 71$
Germanium germaniu
Organic 50 150 sesquioxid de bis- NutriCology, SUA 59,25%+
Germanium carboxietil germaniu
Germanium 30 150 sesquioxid de bis- | Douglas Laboratories, SUA | 62,10$
Organic carboxietil germaniu
Organic 50 150 sesquioxid de bis- Allergy Research Group, 62,2%
Germanium carboxietil germaniu SUA
Organic 60 150 sesquioxid de bis-2- Konig laboratorium, 49,15+
Germanium + carboxietil germaniu Canada
Organic 60 100 GE-132 Chi's Enterprise Inc, SUA 55,2%
Germanium
Organic 30 100 germaniu organic Super Smart, Franta 35,5%+
Germanium Ge-132
Ge-132
Power 60 125 germaniu organic DHC, Japan 136%+
Organic
Germanium
Ge-132 60 100 sesquioxid de bis- Jarrow Formulas, USA 50%+
beta-carboxietil
germaniu
Germanium 100 100 sesquioxid de bis- VIVA Life Science, USA 168%+
Sesquioxide carboxietil germaniu
GeOxy-132 120 250 GE-132 Noble Nutraceuticals, LLC, 150%
SUA
Organo- Pulbere Ge-132 pur, Allergy Research Group, 213%
Germanium 50g sesquioxid de SUA
Ge-132 germaniu
Drojdie 240 400 Drojdie Geranti Co.,Ltd South 899,9%+
biogermanica, biogermanica Korea
complex de vit.,
amin. macro- si
microelemente.
Seleherz 60 25/100 25,0 pg de Se org. VMIN, Rusia 13,58+
100 pg de Ge org.

Nota: + - plus costul livrarii.

Este de mentionat, in acelasi timp, ca comparativ cu seleniul, preparatele ce contin

germaniu sunt mai putine si mult mai costisitoare, cel mai expensiv — complexul de drojdie
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bioorganica de la Geranti Co. Ltd, Korea de Sud care costa circa 9003$, din cauza probabil, si a
procesului costisitor de obtinere a drojdiei bioorganice.

Materia vegetald si cea de origine animalad care contine germaniu, este in continuare o
sursd importantd de acest microelement rar, dar nu mai pufin important pentru organism.
Suplimentele alimentare sunt atractive prin faptul, ca compozitia lor poate asigura acea cantitate
de germaniu zilnic necesard organismului.

Aici se poate mentiona, ca ambele forme ale germaniului, atat cea anorganica, cat si cea
organica, pot fi incluse In compozitia suplimentelor, desi forma organica se utilizeaza mai mult,
deoarece este mai putin toxica si mai biodisponibila [286]. Acelasi lucru este valabil si pentru

apele sintetice imbogatite cu germaniu, dar si pentru produsele cosmetice ce contin gemaniu [31,
77, 129].

1.3 Arthrospira platensis (spirulina) — sursa de materii prime biologic active

Una dintre principalele surse de materii prime biologic active de origine naturala sunt
obiectele biotehnologice, ale caror reprezentanti de valoare sunt tulpinile specializate de
cianobacterii si microalge [81, 141, 147, 196, 230, 232].

Sub acest aspect, biomasa cianobacteriand si microalgala si componentele ei biologic
active pot fi utilizate in profilaxia si tratarea diferitor patologii cauzate de disfunctiile
metabolice, precum si pentru a elimina consecintele expunerii organismului uman la substantele
toxice. Biomasa cianobacteriilor si microalgelor prezintd proprietati farmacologice, datorita
prezentei in componenta sa & aminoacizilor liberi, oligopeptidelor, carotenoizilor, acizilor grasi
polinesaturati, vitaminelor, macro- si microelementelor, etc. [10, 66, 92, 100, 118, 137, 141, 191,
232].

In contextul cresterii, tot mai mult, a necesitatii substituirii aditivilor si suplimentelor
chimice prin produse (preparate si suplimente) naturale, cianobacteriile si microalgele, gratie
componentei lor biochimice si capacitatii de acumulare si biotransformare a bioelementelor,
inclusiv a seleniului i germaniului, reprezinta materiile prime oportune pentru a fi valorificate in
acest scop.

In prezent, cand proprietitile farmacologice ale mai multor biocomponente ale
cianobacteriilor si microalgelor au devenit cunoscute, cercetatorii din intreaga comunitate
stiintificd acorda o atentie sporitd dezvoltdrii tehnologiilor de obtinere a preparatelor si
suplimentelor alimentare din biomasa cianobacteriilor si microalgelor. In unele cazuri,

cianobacteriile si microalgele pot fi utilizate ca materie prima pentru prepararea acestor produse.
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In altele, derivatele lor pot fi folosite ca aditivi alimentari care amelioreazi calitatea finald a
produselor de baza prin pastrarea sau ameliorarea structurii, gustului, aspectului si prelungirii
termenului lor de valabilitate [38, 45, 53, 255].

Dintre cianobacteriile si microalgele cultivate la scard industrialda in multe tari (Mexic,
Brazilia, SUA, China, Egipt, Germania, Japonia, India, Rusia, Moldova, etc.) se remarca
cianobacteria Arthrospira platensis (spirulina), care ocupa o pozitie de lider in ceea ce priveste
volumele obtinute din produsele ei. Acest lucru se datoreaza, in primul rand, faptului cd nu are
perete celular si se asimileaza usor. Productivitatea spirulinei este mult mai mare decat cea a
culturilor traditionale, cum ar fi graul, porumbul sau soia, in plus, se caracterizeaza printr-un
ciclu scurt de cultivare [275, 321]. Nu este toxica, are un metabolism plastic, care poate fi dirijat
de conditiile de cultivare, adica, prin variatia acestora, este posibila cresterea semnificativa a
randamentului anumitor substante de interes: proteine, lipide, carbohidrati, aminoacizi, macro- si
microelemente in forma biodisponibild, pigmenti, etc. Acest fapt face posibil controlul
biosintezei compusilor valorosi din punct de vedere biotehnologic [12, 162, 191].

Spirulina este o sursd de substante biologic active, bioelemente si este, de asemenea, o
matrice convenabild pentru incorporarea oligoelementelor [15, 58, 209]. O mare importanta
revine posibilitatii de ajustare a compozitiei chimice a mediilor nutritive, care permite efectuarea
controlului proceselor de biosinteza in celulele cianobacteriene si asigurarea acumularii fie a
proteinelor, fie a carbohidratilor, sau a sintezei anumitor vitamine [12, 158, 162].

Din antioxidanti in componenta biomasei Arthrospira platensis pot fi mentionati
carotenoizii, ficobiliproteinele, acizii grasi nesaturati, tocoferolul, enzimele, polifenolii,
mixoxantofile, etc. [10, 116, 155, 180]. Eficienta ridicata si popularitatea spirulinei se explica si
prin capacitatea sa de a acumula cantitati semnificative de proteine care contin toti aminoacizii
esentiali (pana la 60 - 70%), C-ficocianina (pana la 10 - 14%), clorofila (pana la 1%) si B-caroten
(pana la 1%) [27, 73, 112, 171].

Efectele biologice ale spirulinei si preparatelor derivate din aceasta sunt tot mai mult
studiate, pentru a evalua posibilitatea cultivarii pe scara larga si utilizarea ei in continuare in
alimentatie, precum si In scopuri profilactice, terapeutice s. a. Numeroase publicatii confirma, de
asemenea, siguranta utilizarii In nutritie si farmaceuticd a biomasei si preparatelor din spirulind
[41, 91, 128, 169, 185, 227, 231, 269].

Biomasa de spirulina este valorificata in diferite ramuri ale activitatii umane: obtinerea de
proteine alimentare si hrana pentru om si animale de inalta calitate, substante biologic active
pentru domeniile alimentar, farmaceutic si cosmetic (coloranti, alimentari, enzime, vitamine,

pigmenti, lipide, carbohidrati, fosfolipide, acizi grasi polinesaturati, etc.), in fitotehnie in calitate
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de biostimulatori si biofertilizatori, bioconversia energiei solare, protectia mediului, etc. [71,
125, 227].

Prima utilizare a spirulinei este cea cunoscutd in nutritia umana ca supliment alimentar
sub forma de pulbere, tablete, capsule si extracte, dar caracteristicile functionale ale spirulinei au
permis si utilizarea acesteia in prepararea alimentelor intr-un mod traditional [111, 223]. Datorita
ei, mancarea capata un gust nou, este imbogatita cu proteine, vitamine si microelemente, la fel,
capatd sau 1si mareste efectul antioxidant, imbunatatind in acelasi timp stabilitatea produselor
alimentare [216].

Spirulina poate fi adaugata in multe bauturi si inghetate pentru a imbunatati valoarea
nutritionala [70, 166]. Pulberea de spirulind se poate adauga pentru a spori valoarea nutritionala
a painii. Painea preparatd capatd culoarea si mirosul specific, precum si este imbogatitd cu 0
cantitate mai mare de vitamine, microelemente, In special substante biologic active si se
caracterizeaza printr-o perioada de valabilitate mai lunga [70, 105, 329, 331]. Pulberea de
spirulind este folositd la prepararea taiteilor. Taiteii capatd noi proprietati nutritionale si
organoleptice (culoare, miros si gust) si se caracterizeaza printr-o elasticitate crescuta [150, 186,
216].

Salehifar si colab. (2013) au investigat posibilitatea utilizarii spirulinei in productia de
biscuiti traditionali iranieni Stabilind efectele ei asupra valorii nutritionale, culorii si texturii
biscuitilor. Rezultatele indica fezabilitatea producerii de biscuiti Tmbogatiti cu aceastd
cianobacterie cu proprietatile nutritionale dorite [217].

Rumyantseva (2018) a demonstrat posibilitatea utilizdrii spirulinei in fabricarea de
caramela pentru bomboane, In vederea obtinerii unui produs finit care sd corespunda cerintelor
GOST 6477-88, rezistent la modificari in timpul depozitarii si care sa asigure excluderea din
retetd a colorantilor sintetici scumpi si totodatd sd creascd si valoarea nutritivd a caramelei.
Caramela rezultata poate fi recomandatd pentru o gama larga de consumatori ca produs
functional [323]. Danesi si colab. (2010) au descris bomboanele Spirulina, care sunt facute cu
zahar granulat, pectind, pulbere de spirulina, arahide si agar-agar [70].

Spirulina este un supliment alimentar promitator pentru imbunatatirea calitatii laptelui de
vaca [40]. Efectul stimulator sau protector al spirulinei este eficient pentru genul
Bifidobacterium, datorita cresterii diminuate in lapte si a ratei de supravietuire in produsele
lactate fermentate conventional. Existd date care demonstreaza, cd la adaugarea pulberii de
spirulind uscatd in iaurt creste viabilitatea bacteriilor [23, 101]. La fel, spirulina imbunatateste

semnificativ proprietatile nutritionale ale produselor finale si poate fi, de asemenea, un agent
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antifungic. Ficocianina izolata din spirulind este utilizata in principal in calitate de colorant
alimentar [104].

In prezent sunt fabricate peste 50 de tipuri de forme ,,alimentare sinitoase” (capsule,
tablete si pulbere) care contin spirulina. Companiile majore care sunt implicate in cultivarea
spirulinei la nivel global sunt: Earthrise Nutritionals (USA California), DIC Lifetec Spirulina
(Japan), Cyanotech Spirulina (USA Hawaii), Boonsom Spirulina Farm (Thailand), FEBICO
(Taiwan), Spirulinea (France/Laos), Green Valley (Germany), Natesis Spirulina (France), All
Seasons Health (United Kingdom) s. a.

Problema utilizarii suplimentelor alimentare, care Cresc rezistenta organismului la
efectele daunatoare ale mediului extern, are o relevanta deosebitd nu numai la nivel global, dar si
in tara noastra, unde exista, un dezechilibru alimentar exprimat, in special, in deficitul unei game
intregi de elemente nutritionale, precum vitaminele, acizii grasi polinesaturati, mineralele s. a.
substante. Astfel, suplimentele alimentare sunt folosite pentru a corecta alimentatia populatiei in
multe tari, inclusiv si in R. Moldova.

Una dintre directiile de perspectiva care necesitd dezvoltare in domeniul alimentar este
cresterea rezistentei nespecifice a organismului la influentele nefaste ale mediului, inclusiv si la
stresul oxidativ. Imbogitirea cianobacteriilor cu microelemente antioxidante intr-o forma
profilactica.

Sinteza informatiei referitor la compozitia chimica a spirulinei si a datelor din literatura
de specialitate privind utilizarea spirulinei in nutritia umana, face posibila, intr-o anumita
masurd, conturarea zonei de aplicare a spirulinei ca supliment alimentar in terapia si profilaxia
unor maladii. Dupa cum s-a mentionat deja, spirulina este 0 sursd naturald valoroasd de
antioxidanti reprezentati in primul rand prin gama de pigmenti: carotenoizii, ficocianinele si
clorofilele, care sunt, in acelasi timp si imunomodulatori. Efectul antioxidant este, de asemenea,
datorat si vitaminelor grupei B care se contin in spirulind, aminoacizilor care contin Sulf
(metionina si cisteina) s. a. compusi. Un efect imunomodulator pronuntat il are acidul gama-
linolenic polinesaturat din spirulina, care este de neinlocuit pentru organismul uman si cel animal
[95, 111].

Spirulina este utilizata si in implementarea programelor de control a greutatii corporale ca
parte componenta a dietelor [181]. Capacitatea spirulinei de a suprima senzatia de foame este
legata de prezenta unui nivel destul de ridicat in compozitia sa, a aminoacizilor fenilalanina si
tirozina care afecteaza metabolismul hormonal. Spirulina este o componenta si a dietelor aplicate

in perioada postoperatorie pacientilor ce au suferit interventii chirurgicale la nivelul tractului
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gastro-intestinal, au arsuri sau alte afectiuni patologice. Se recomanda utilizarea spirulinei in
terapia dietetica a patologiilor cardiovasculare: ateroscleroza, hipertensiunea si bolile
coronariene [172, 227]. Tratamentul acestor boli necesita limitarea continutului caloric,
reducerea consumului de acizi grasi saturati, colesterol, carbohidrati rafinati, sare si imbogatirea
dietei cu sdaruri de potasiu, vitaminele Bl, B2, B6, PP, includerea antioxidantilor care
normalizeaza procesele de peroxidare a lipidelor membranelor celulare si procesele de coagulare
a sangelui [112, 126].

Pentru a asigura o nutritie adecvatd a pacientilor cu diabet zaharat, se recomanda
utilizarea spirulinei in alimentatia lor ca sursd suplimentara de proteine complete, carbohidrati
(ramnoza si glicogen), care nu suprasolicita aparatul insular, precum si a acizilor grasi esentiali,
vitaminelor si mineralelor implicate in calitate de cofactori ai transformérilor metabolice
dereglate de diabetul zaharat [24, 195, 201].

In calitate de sursa de proteine usor digerabile spirulina este utilizata cu succes in nutritia
medicala a copiilor subnutriti [173, 251].

Datoritda continutului ridicat de [-caroten, vitamine ale grupului B, macro- si
microelemente, spirulina poate fi utilizata si in dieta unei persoane sanitoase pentru a Spori
imunitatea, a reduce riscul de anumite tipuri de cancer, ulcer, pentru a preveni imbatranirea, ajuta
la eliminarea toxinelor si la scaderea riscului de boli cardiovasculare, creste rezistenta
organismului, normalizeazd tensiunea arteriala, reduce nivelul colesterolului in séange,
imbunatateste memoria si claritatea mentala, etc [95, 111, 181, 177, 225, 231].

Sunt posibile si alte aspecte ale utilizarii spirulinei, de exemplu, in nutritia specializata
pentru sportivi; au fost dezvaluite proprietatile protectoare ale spirulinei in caz de intoxicare cu
mercur si droguri [49, 170].

Spirulina este o componentd importantd a programului de alimentatie a astronautilor.
Potrivit NASA, spirulina este o sursa ideala de hrana care poate fi cultivata intr-un sistem inchis,
cum este o Statie spatiala, deoarece creste rapid si necesita putin spatiu. Necesitatea ei in nutrienti
poate fi satisfacuta prin recirculare - oferind habitantilor statiei nu doar oxigen, Ci si substante
nutritive esentiale [128].

Sunt create astfel, toate premisele, pentru a considera spirulina drept un supliment
alimentar menit sa consolideze starea de sandtate si care creste capacitatile de adaptare ale
organismului. Avand proprietati unice, spirulina si compusii sai sunt eficienti pentru prevenirea
si tratamentul bolilor cronice ale sistemului respirator, ale inimii si vaselor sanguine, stomacului
si intestinelor, ficatului si rinichilor, diabetului zaharat, anemiei, tulburarilor endocrine. Spirulina

este continuu numita ,,cel mai bun aliment pentru viitor” cu restartarea programelor de
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superalimente [172]. Intr-un vast reviu bibliografic a fost demonstrat potentialul imunoreglator al
spirulinei care conduce la prevenirea dezvoltarii cancerului, infectiilor virale, Starilor
inflamatoare, alergiilor si imunodeficientei, creste activitatea macrofagelor, stimuleaza productia
de anticorpi si citokine, activeaza celulele B si T [175, 225]. Au fost demonstrate efectele:
antioxidant, antiinflamator, anticancer si modulator ale fractiilor lipidice al unui supliment
alimentar pe baza de spirulind, care contine in microdoze fier, cupru, vitamina B3, B2 si B1, in
combinare cu proteina din spirulind. De asemenea, s-a raportat reducerea valorilor presiunii
sanguine, disparitia rinitei alergice si mentinerea glicemiei normale. In ceea ce priveste efectul
anticancer, recent a fost demonstratd implicarea spirulinei si a extractelor hidrice pe baza de
aceastd cianobacterie 1n activarea mecanismelor reparatoare a ADN-ului celular si ca rezultat,
suprimarea cresterii tesutului canceros. Astfel, pe langd oportunitatea utilizarii spirulinei in
calitate de supliment alimentar, spirulina este privitd ca o sursa promitatoare de noi substante -
pentru producerea de noi medicamente [95, 177, 281]. Spirulina fiind un produs cu valoare
nutritionald si ecologica are proprietati hipolipidemice, hipoglicemiante si antihipertensive.
Spirulina contine compusi functionali, cum ar fi fenolii, ficocianinele si polizaharidele care
poseda efecte antioxidante, antiinflamatoare si imunostimulatoare. Desi efectul antioxidant al
spirulinei este confirmat de studiile de interventie in vivo, modularea raspunsurilor antioxidante
st inflamatoare necesitd mai multe confirmari la om. Suplimentele pe baza de spirulind par sa
influenteze mai eficient imunitatea innascutd, promovand activitatea celulelor naturale ucigase.
Efectele asupra citokinelor si asupra proliferarii limfocitelor depind de varsta, sex si diferentele
de greutate corporald. In acest context, imbitranirea si obezitatea, fiind asociate cu inflamatia
cronicd, afecteaza microbiota intestinala. In rezultatul studiului in vitro, s-a presupus ci asocierea
spirulinei la probiotice ar putea reprezenta o noua strategie de imbunatatire a cresterii
microbiotei intestinale.

In ultimii ani medicamentele pe baza de fitosubstante gisesc o aplicabilitate din ce in ce
mai largd 1n practica medicald. Activitatea farmacologica a fitocompusilor, de reguld, nu este
mai inferioard medicamentelor din compusii de sinteza chimicd si, datoritd unui complex
echilibrat de substante biologic active, actioneazad asupra organismului uman, cu un minim de
efecte secundare posibile. Dupa cum s-a mentionat deja, sunt cunoscute peste 50 de tipuri de
produse sub forma de capsule, comprimate si pulbere care contin spirulina, iar efectele
terapeutice ale lor ofera o perspectiva sigura ale utilizarii metodelor biotehnologice moderne in
crearea de noi produse bioactive de origine naturala.

Printre primele proprietati farmacologice stabilite ale compusilor biologic activi din

spirulina sunt cea anticancer si cea radio- si chimioprotectoare ale unor extracte ale ei. Aceste

38



efecte au fost asociate cu prezenta in compozitia extractelor a unui polizaharid care contine
ramnoza, fucoza, xiloza, manoza, glucoza, galactoza. Au fost stabilite propriettile antioxidante
ale acestui polizaharid si s-a demonstrat capacitatea lui de a inhiba cresterea celulelor
canceroase. A fost demonstrat, ca polizaharidul sulfatat Ca-spirulan, izolat prin extractie apoasa
din spirulina, a inhibat invazia tumorala si metastaza celulelor melanomului in plamani [64, 183]
si, de asemenea, a suprimat replicarea unor virusuri, inclusiv a virusului imunodeficientei umane
de tip 1. Ca-spirulan inhiba infectia cu HSV-1 in vitro cu o potenta cel putin comparabild cu cea
a aciclovirului, prin blocarea fixarii virusului si penetririi in celulele gazda. in modelul clinic de
tratament al herpesului labial prin aplicare externa, efectul profilactic al polizaharidului Ca-
spirulan a fost superior aciclovirului.

Aceste date indica o utilizare clinica potentiala a polizaharidelor din spirulind pentru
tratamentul profilactic al herpesului labial si sugereaza o posibild activitate a Ca-SP impotriva
infectiilor cauzate de alte virusuri herpetice [165].

Un alt polizaharid sulfatat derivat din spirulina este Na-SP (Sodiu-Spirulan), un compus
care prezintd activitate antitrombinica prin activarea cofactorului heparinei II. De asemenea, Na-
SP influenteaza functiile celulelor endoteliale vasculare, astfel ca proliferarea, repararea
leziunilor si metabolismul proteoglicanilor [33, 80, 108, 122 - 123, 165].

Dezvoltarea tulpinilor virale si aparitia mutatiilor virusurilor gripale a impiedicat
dezvoltarea vaccinurilor si tulpinilor rezistente la medicamentele antivirale existente. Au fost
demonstrate efectele antivirale ale produselor derivate din spirulina aplicate in doza de pana la
5,0 mg/kg/zi sau 3,0 mg/kg/zi timp de 14 zile succesiv. Studiile de eficacitate antigripala au
ardtat, ca extractul de spirulind a inhibat formarea placii virale intr-o gama larga de virusuri
gripale, inclusiv a tulpinilor rezistente la oseltamivir. S-a constatat, ca extractul din spirulina
actioneaza intr-un stadiu incipient al infectiei prin reducerea sarcinii virale in celule si
imbunatatirea rezistivitatii la infectia gripala. Rezultatele obtinute sugereaza, ca extractul hidric
din spirulina ar putea servi drept agent terapeutic sigur si eficient pentru gestionarea focarelor de
gripa [62].

Acizii fenolici, clorofila, carotenoizii, ficobiliproteinele si enzimele antioxidante sunt
printre compusii implicati in activitatea antiradicalica si antioxidanta a spirulinei [32, 116]. S-a
stabilit, ca activitatea antioxidantd a fractiilor proteice din spirulind in raport cu radicalii hidroxil
si peroxil este asociata cu continutul de C-ficocianina din aceste fractii [82, 112].

C-ficocianina este reprezentanta principald a ficobiliproteinelor din spirulind, si printre

efectele demonstrate, derivate din activitatea ei antioxidanta, sunt cele anticancer,
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hepatoprotectoare, neuroprotectoare, renoprotectoare, cardiovasculare protectoare, anticataracta.
C-ficocianina se prezinta si in calitate de agent antiinflamator si imunomodulator eficace [156].

Directia de cercetare legatd de evaluarea experimentala a diferitor substante biologic
active sau extracte ce contin aceste substante derivate din biomasa de spirulina care prezinta
efecte farmacologice a fost dezvoltata destul de intens de catre cercetatorii din domeniul
ficobiotehnologiei din R. Moldova. Conceptul valorificarii compusilor biologic activi din
spirulina / Arthrospira platensis in calitatea lor de parte activa a preparatelor medicamentoase s-a
soldat cu crearea preparatului BioR®™ [11 - 12]. Partea activd a preparatului este redati de o
combinatie de compusi biologic activi (aminoacizi si oligopeptide, polizaharide sulfatate,
fosfolipide, macro- si microelemente), care au fost extrasi succesiv din biomasa de spirulina si
purificati. Intr-un ciclu de studii experimentale realizate in R. Moldova, Canada si Germania au
fost stabilite, iar in cercetarile clinice, au fost confirmate proprietatile terapeutice benefice ale
acestui preparat asupra starii organismului in diverse patologii. BioR®ul s-a dovedit a fi un
preparat multifunctional care prezintd activitate antioxidantd, citoprotectoare, regeneranta,
imunomodulatoare (adaptogend), antiinflamatoare, antivirald, hepatoprotectoare, antiaterogena.
BioR™ul protejeazi celula, previne imbitranirea acesteia si, in plus, participa la restabilirea
functiilor celulare daca acestea sunt afectate de unii factori nefavorabili. De asemenea, are
proprietdti bacteriostatice asupra bacteriilor si ciupercilor patogene.

Rezultatele terapeutice bune si eficienta preparatului, declarate la utilizarea lui in
schemele de tratament a unui sir de maladii au condus la elaborarea unor produse farmaceutice si
a tehnologiilor de fabricare a lor in serie. Acesta a fost scopul construirii In R. Moldova a unei
uzine cu profil mixt de producere (Ficotehfarm, or. Chisinau), in cadrul careia au fost combinate
intr-un singur flux obtinerea biomasei de spirulina ca materie prima si a extractelor din aceasta -
in calitate de materii prime farmaceutice. In colaborare cu uzinele farmaceutice dotate cu fluxuri
de fabricare specializate a medicamentelor (Farmaco, Farmaprim, Eurofarmaco, R. Moldova) a
fost initiata fabricarea in serie a produselor farmaceutice pe bazi de BioR". Acestea au inclus
solutia injectabila BioR® care si-a dovedit eficienta in tratamentul afectiunilor stomatologice,
maladiilor ficatului si cardiovasculare, tuberculozei, neurologice, in suportul sistemului imun,
servind in calitate de imunomodulator s. a. Doua alte produse farmaceutice in baza preparatului,
sunt ovulele (pentru tratarea patologiilor feminine) si supozitoarele BioR® (pentru tratarea
patologiilor asociate cu adenomul de prostata).

Eurofarmaco a 1inregistrat si distribuie In R. Moldova si Roméania trei suplimente
nutraceutice, dintre care doua sunt noi. BioR"™ capsule, Imunobior® capsule (contine, pe langa

BioR" intr-0 cantitate mai mare zincul si complexul de polizaharide sulfatate din spirulina) si
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Aterobior® capsule (contine in rapoturi optimale BioR®™, fosfolipide, acizi grasi nesaturati,
polizaharide sulfatate, proteine si seleniu incorporat) (Anexa 3).

Eficacitatea preparatelor din Arthrospira platensis (spirulina) in raport cu diferite
patologii metabolice se datoreazd compozitiei echilibrate si proprietatilor compusilor bioactivi
care se contin Tn biomasa acestei cianobacterii. De rand cu compusii sdi bioactivi, activitatea in
particular, cea antioxidanta si chelatorie ridicata dar si alte proprietati ale preparatelor pe baza de
Arthrospira platensis este asociata cu prezenta complexelor bioorganice cu microelemente
esentiale incorporate in structura lor si respectiv, cu un grad ridicat de biodisponibilitate a
acestora pentru organismul uman si cel animal.

Astfel, spirulina/Arthrospira platensis este 0 sursa bioorganica de microelemente. De
rand cu vitaminele, microelementele sunt cei mai importanti micronutrienti care asigura
functionarea normala a tuturor sistemelor organismului uman si cel animal.

Carenta microelementelor (ca si in cazul seleniului si germaniului analizate 1n acest
compartiment) influenteaza in mod negativ starea de sanatate si poate fi suplinitd prin corectia
dietetica a dozei microelementului prin utilizare in alimentatia zilnicd de cédtre o persoana
sanatoasa, precum si prin nutritie profilactica si terapeutica, folosind alimente imbogatite cu
microelemente si suplimente alimentare - surse de microelemente. Adesea pentru producerea
suplimentelor alimentare, se folosesc sarurile anorganice ale microelementelor, care in
majoritatea cazurilor au un nivel de asimilare relativ scazut si o limita foarte redusa a
concentratiei admisibile, ceea ce creste pericolul intoxicdrii in caz de supradozare.

Prin alimentele consumate zi de zi, organismul uman primeste microelementele, in
particular, sub formd organicd din produsele alimentare vegetale si animale, astfel incat
consumul lor sub formd anorganica poate fi cu greu justificatd. Prin urmare, noile surse
alimentare cu forme organice de microelemente obtinute prin metode biotehnologice prezinta un
interes semnificativ. Spirulina este unul dintre cele mai avantajoase obiecte pentru Incorporarea
oligoelementelor; in plus, are un perete celular usor asimilabil [12, 184]. Adaugarea de saruri
anorganice a microelementelor in mediul nutritiv si cultivarea spirulinei in prezenta acestora,
duce la includerea acestora in compozitia ei [319]. In acelasi timp, ca rezultat al ,,bioconversiei”,
spirulina se Tmbogdteste In forme organice ale unui microelement incorporat fie n complecsi
chelati, dacd vorbim despre aminoacizi si proteine care contin cupru, zinc, crom, mangan si
aminoacizi cu seleniu - in cazul seleniului [56, 58, 89, 326].

Reiesind din cele expuse este oportuna si actuala elaborarea preparatelor, care are la baza
capacitatea cianobacteriei Arthrospira platensis de a biotransforma si de a forma biocomplexe

endogene cu elementele de interes care sunt usor asimilate de catre organismul uman.
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Controlul analitic face posibila stabilirea relatiei intre concentratia unui anumit element in
mediul nutritiv i continutul acestuia in biomasa spirulinei obtinutd. Aceasta dependenta serveste
drept reper la obtinerea materiei prime pentru preparatele cu doze prognozate ale unui anumit
oligoelement. In acelasi timp, este foarte important ca concentratiile de compusi adaugati la
mediul nutritiv sa nu afecteze conditiile in care celulele spirulinei cresc normal si 1si pastreaza
proprietatile naturale benefice.

Preparatele pe baza de spirulind, continand un intreg complex de substante biologic active
si microelemente biotransformate, obtinute pe cale biotehnologica, sunt atat oportune, cat si de
perspectiva, oferind efecte terapeutice si de ameliorare a sandtatii. Spre exemplu, preparatele
care contin seleniu obtinute pe baza de spirulind vor creste proprietatile hepatoprotectoare, iar
preparatele cu germaniu bioorganic vor intensifica efectele lor anticancer si cele
imunomodulatoare. In plus, imbogatirea biomasei cu microelemente cu efect antioxidant intr-o

e vy

terapeutica si profilactica.

1.4 Concluzii la capitolul 1

1. Seleniul si germaniul prezintd un interes major din punct de vedere al efectelor pozitive
exercitate asupra organismului uman si animal, si este oportun sd se dezvolte in continuare
directia de cercetare orientatd spre obtinerea de noi preparate care contin aceste
microelemente.

2. In pofida faptului, ca piata farmaceutica oferd o gama destul de larga de diferite preparate care
contin seleniu si/sau germaniu, nu exista nici un produs care sa Intruneasca toate criteriile de
complexitate dorite: un compus organic natural, o bund asimilare, utilitate, fard efecte
secundare si un pret accesibil.

3. Mineralele din alimente sunt in forma legata intr-un complex natural cu proteinele,
carbohidratii si lipidele. Organismul uman recunoaste acest complex ca un tot intreg.
Majoritatea suplimentelor sunt analogi sintetici ai mineralelor, sau sunt asociate cu un
complex biologic si pot avea o structurd diferitd de cele naturale (in care mineralele pot fi
biotransformate).

4. Preparatele farmaceutice pot, de asemenea, sd nu ia in considerare efectele antagoniste si
sinergice ale mineralelor, atat in timpul adsorbtiei in tractul digestiv, cat si in timpul reactiilor

metabolice celulare.
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5. Cianobacteria Arthrospira platensis (spirulina) este un obiect biotehnologic foarte promitator

in continuare, cu un metabolism labil care ofera un spectru larg de compusi biologic activi,
inclusiv cei care biotransforma microelementele. Datoritd acestui fapt, spirulina isi poate gasi
aplicatii nu doar 1n utilizarea ca bazd sau componentd a suplimentelor alimentare, ci si poate
apartine unei noi generatii de aceste produse, conceputd pentru a-si ocupa ferm nisa in

structura nutritiei umane in secolul XXI, precum si 1n calitate de agent farmacologic eficient.

Cele expuse in sinteza si analiza informatiei la tema lucrarii, redatad in acest capitol, au

permis de a formula problema de cercetare importantd care rezida in fundamentarea stiintifica a

capacitatii tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) de a acumula

si biotransforma seleniul si germaniul din compusi chimici, in scopul utilizarii acestei capacitati

drept reper in elaborarea procedeelor noi de obtinere a biomasei imbogatite cu seleniu si/sau

germaniu, iar in baza acestei biomase, a preparatelor noi cu continut sporit de aceste

microelemente de importanta biologica.

1)

@)

(3)

(4)

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat in:

stabilirea capacitatii de producere a biomasei si de acumulare a seleniului si germaniului
de catre tulpina cianobacteriei A. platensis CNMN-CB-11 la cultivarea ei in prezenta
unor compusi chimici ai Se (IV) si Ge (1V);

evaluarea modificarilor in compozitia biomasei pe fonul confinutului acumulat de aceste
microelemente de catre spiruling,;

determinarea conditiilor optimale care asigura obtinerea unei biomase cu continut sporit
de seleniu si germaniu biotransformate;

elaborarea schemelor tehnologice de obtinere din biomasa de spirulind, in cadrul unui
singur flux, a preparatelor ce contin seleniul si/sau germaniul ca parte componenta
efectiva.

Astfel, au fost formulate si propuse spre realizare in cadrul tezei doua obiective majore

care au constat in:

1) Elaborarea biotehnologiei de obtinere in baza biomasei de spirulind a preparatelor cu

continut sporit de seleniu;

2) Elaborarea biotehnologiei de obtinere in baza biomasei de spirulina a preparatelor cu

continut sporit de germaniu.
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2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE

Cercetarile stiintifice la tema tezei de doctorat au fost efectuate in cadrul Laboratorului
Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, Laboratorului
Ficobiotehnologie al Universitatii de Stat din Moldova si la uzina FICOTEHFARM, or.

Chisinau.

2.1 Obiectul de studiu

In calitate de obiect de studiu a servit tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 (spirulina) [19]. Tulpina este depusa in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie.

Pentru cultivarea spirulinei s-a utilizat mediul nutritiv Zarrouk [314] cu urmatoarea
compozitie, g/I: NaNOs-2,5; NaHCO;-16,8; NaCl-1,0; K,SO4-1,0; MgSO47H,0-0,2;
K2HPO4-3H,0-1,0; CaCl,'6H,0-0,04; FeSO4-0,01; EDTA-0,08 si cate 1 ml solutie de
microelemente ce contine (mg/l): H3BO3-2,86; MnCl,-4H,0-1,81; ZnS0,4-7H,0-0,22;
CuS0QO4-5H,0-0,08; M003-0,015.

Pentru cultivarea spirulinei in prezenta compusilor seleniului a fost utilizat mediul
Zarrouk modificat cu urmatoarea componenta (g/l): NaHCOs3-2,0; K;HPO4-0,5; NaNOs-2,5;
K»S04-0,5; NaCl-1,0; MgSO,47H,0-0,2; CaCl,-0,04; FeSO4-0,01; EDTA-0,08 la care s-a
adaugat 1 ml/l solutie de microelemente ce contine (mg/l): H3BO3-2,86; MnCl,-4H,0-1,81;
ZnS04 7H,0-0,22; CuSO,4-5H,0-0,08; M00s5-0,015 [20].

Pentru cultivarea spirulinei in prezenta compusilor organici ai germaniului a fost utilizat
mediul Zarrouk modificat cu urmatoarea componenta (in g/l) NaNOs-2,5; NaHCOs-8,0; NaCl-
1,0; K;S0;-0,6; Na;HPO,-0,2; MgS0,4-7H,0-0,2; CaCl,-0,024; FeSO,4-0,01; EDTA-0,08 si 1ml/I
solutie de microelemente ce contine (mg/l): HsBO3-2,86; MnCl,-4H,0-1,81; ZnSO,4-7H,0-0,22,;
CuS04-5H,0-0,08; M003-0,015 [7].

Cultivarea s-a efectuat timp de 144 ore, in baloane Erlenmeyer a cate 250 ml cu 100 ml
suspensie de spirulind cu concentratia start a culturii (inoculumul) — 0,4 - 0,45 g/l BAU. Pe
durata experientelor s-au respectat parametrii de cultivare: 1) pentru primele 48 ore: temperatura
de 28 °C, pH-ul optimal al mediului 8 - 9, iluminarea continua de 37 uM fotoni/m?/s si, 2) pentru
urmatoarele 96 ore: temperatura de 30 °C, pH-ul = 9 - 10, intensitatea iluminarii pana la 55 uM

fotoni/m?/s.
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2.2 Compusi ai seleniului si germaniului

In calitate de sursa de seleniu la cultivarea spirulinei au fost utilizati 6 compusi
anorganici ai Se (IV): NaySeOs, (NH;),SeOs;, ZnSeOs; GeSe;, CoSeOs (Sigma-Aldrich) si
compusul Fe;Se;09-6H,0 sintetizat de catre dr. hab., prof. Sova Sergiu (Centrul de Cercetari
Stiintifice Chimie aplicata si ecologica, Universitatea de Stat din Moldova).

In calitate de surse de germaniu au fost utilizati compusi anorganici si organici ai Ge
(IV). Compusii anorganici GeO, si GeSe, au fost procurati de la compania Sigma-Aldrich
(Germania). Compusii organici Mes,GeCl, - (FM-1), MesGe(OMe), - (FM-2),
ArP=C(CIl)Ge(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)
au fost obtinuti prin sintezd in laboratorul de Heterochimie fundamentald si Aplicata a
Univesitatii P. Sabatier, Toulouse, Franta (Laboratoire Hétérochimie Fondamentale et Appliqués

de 1'Université P. Sabatier, Toulouse, France).

2.3 Metodele de cercetare
Au fost utilizate metodele si tehnicile specifice cercetarilor ficologice, adaptate pentru

tulpina de spirulina utilizata in aceasta lucrare.

2.3.1 Determinarea continutului de biomasa de spirulind.

Principiul metodei spectrofotometrice de determinare a continutului de biomasa de
spirulina constd in inregistrarea absorbantei suspensiei colorate si stabile, obtinute prin dilutii cu
apa purificatd, cu determinarea cantitativa ulterioara prin cantdrire. Metoda a fost propusd in
1993 [18]. In prezent, metoda spectrofotometricd este tot mai frecvent utilizata in aprecierea
cantitatii de biomasa ficologica. Metoda este rapida si eficienta [179, 219].

Reagenti: Apa distilata; Acetat de amoniu (C2H7NOy) chimic pur.

Prepararea solutiei de acetat de amoniu de 1,5%. 1,5 g C,H;NO; se dizolva in 50 ml
apa distilatd, dupa care amestecul se trece intr-un balon volumetric de 100 ml si se aduce péana la
cotd cu apa distilata.

Determinarea cantititii de biomasa:

Determinarea coeficientului de recalculare a biomasei native de spirulina la biomasa
absolut uscatd: La finalizarea ciclului de crestere a culturii — 6 zile, din vasul cu cultura de
spirulind, se transferd in trei eprubete din sticla cate 1,0 ml de suspensie de spirulind la care se
adauga cate 2,0 ml de apa distilatd, se amestecd si la lungimea de unda de 680 nm se citeste

absorbanta solutiilor formate, care nu va depasi valoarea de 0,3. Dupa masurarea absorbantei
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cultura de spirulind se filtreaza la instalatia de filtrare cu vid, pe un filtru de hartie demineralizat,
in prealabil uscat pana la masa constanta la temperatura de 105 + 2 °C si cantarit. Biomasa nativa
de pe filtru, se spala timp de 3 - 5 min cu solutie de acetat de amoniu de 1,5%, pentru a inlatura
surplusul de saruri de pe suprafata celulelor de spirulina. Ulterior, filtrul cu biomasa se plaseaza
in dulapul de uscare la temperatura de 105 £+ 2 °C si se usuca timp de o ord, dupa care se raceste
la temperatura camerei pana la masa constanta, se cantareste la balanta analitica si se determina
biomasa absolut uscata cu recalcularea pentru 1,0 litru suspensie de spirulina.

Calculul rezultatelor se face conform formulei:

(B2-B1)/Ass0%x100 g/l (2.1)

unde:

B, - greutatea filtrului spalat si uscat;

B, - greutatea filtrului cu biomasa uscat si racit pand la temperatura camerei;

Aggo - absorbanta suspensiei de spirulina la 680 nm;

100 - coeficientul de recalcul pentru 1,0 1 suspensie spirulina.

Se calculeaza coeficientul coreldrii valorilor absorbantei la valorile masei de spirulind (g)
conform formulei:

K=m(g/1)/Asso (2.2)

unde:

m - masa probei;

Aggo - valoarea absorbantei inregistrate la 680 nm.

Prelucrarea si standardizarea biomasei de spirulina: Cultura de spirulina, obtinuta in
rezultatul experientelor se masoara pentru a stabili volumul ei. Din fiecare vas cu cultura de
spirulind se prepara probele pentru inregistrarea absorbantei. In eprubete de sticla se iau a cate
1,0 ml culturd la care se adauga 2,0 ml apa distilata. Se prepara trei repetdri pentru fiecare proba.
Se inregistreaza absorbanta probelor la lungimea de unda de 680 nm cu utilizarea aplicatiei
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului T60 PG Instruments pentru
care se introduce valoarea coeficientului, determinat pentru biomasa spirulinei, in formula
calculului cantitativ.

Cultura de spirulina se trece prin sistemul de filtrare care consta din vasul de sticla pentru
colectare Kitasato si palnie Buchner, conectate la pompa cu vid. Biomasa de spirulind de pe
filtrul de hartie se demineralizeaza cu solutia de acetat de amoniu de 1,5%, dupa care se spala cu
volumul de apd distilata pand la care trebuie adusd biomasa de spirulind corespunzator

concentratiei de 10 mg/ml si care se determind dupa urmatoarea formula:
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V7=AggoxKxnxV4/C (2.3)

unde:

A - absorbanta probei cu spirulind la 680 nm;

K - coeficientul de recalcul a biomasei native de spirulina la biomasa absolut uscata -
BAU;

1 - dilutia;

V1- volumul biomasei pana la filtrare, ml;

V3 - volumul la care se aduce proba cu apd la concentratia finald de 10 mg/ml.

Prepararea biomasei de spirulina pentru testele biochimice: Pentru a asigura distrugerea
peretelui celular al spirulinei si accesibilitatea continutului de masa celulara pentru analizele
biochimice, biomasa se congeleaza timp de 24 ore la temperatura de la minus 10 °C pana la
minus 30 °C. La expirarea timpului de expunere congelarii, biomasa se plaseaza la temperatura
camerei pentru o duratd de timp in care biomasa se decongeleaza complet. Apoi, biomasa se

agita bine si Se supune procedurii de congelare - decongelare inca de cel putin 5 ori.

2.3.2 Determinarea continutului de proteine in biomasa de spirulina

Principiul metodei: A fost utilizata Metoda Lowry, care are la baza doua reactii diferite.
Prima reactie constd in formarea complexului cuprului cu legaturile amidice (peptidice), urmata
de reducerea cuprului in conditii alcaline. Produsul rezultat se numeste cromofor biuret, care este
stabilizat prin adaugarea de tartrat [98]. A doua reactie este reducerea reactivului Folin-Ciocalteu
de catre complexul cuprului redus (obtinut in prima reactie) cu legaturi amidice, precum si cu
reziduurile aminoacizilor tirozina si triptofanul [87]. In mediu alcalin, ionii Cu®" formeazi un
complex cu legiturile peptidice, reducandu-se la Cu”. lonii de cupru monovalenti reactioneazi cu
reagentul Folin-Ciocalteu (acid fosfomolibdic cu fenol), formand un produs instabil care se
transforma in albastru de molibden, cu absorbanta maximala la 750 nm. Cresterea absorbtiei la
750 nm este proportionald cu concentratia de proteine. Metoda este foarte sensibila la prezenta
agentilor reducatori strdini in solutie. Reactivul Folin-Ciocalteu in forma redusd are o culoare
albastrd (violet) care este detectat spectrofotometric. Conform intensitatii culorii solutiei, se
determina concentratia proteinelor [160]. Sensibilitatea metodei este de 2 pg/ml. Limita de
concentratii determinate este de la 5 la 500 pg/ml.

Reagenti: 1. Sulfat de cupru pentahidrat (CuSO,4-5H,0) chimic pur; 2. Tartrat de sodiu si
potasiu tetrahidrat (C4H40sKNa-4H,0) chimic pur. Poate fi utilizata sarea tartrat de potasiu sau
de sodiu. Tartratul poate fi substituit cu citrat de sodiu NazCgHsO7, chimic pur; 3. Carbonat de

sodiu (NayCOs3) chimic pur; 4. Hidroxid de sodiu (NaOH) chimic pur; 5. Reagentul Folin-
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Ciocalteu 2 N, Merck: Reactivul fenol genereaza cromogeni care dau absorbanta maximala intre
550 - 750 nm. In mod normal, absorbanta la 750 nm sau 660 nm (doud maxime de absorbtie)
sunt utilizate pentru a cuantifica concentratiile de proteine intre 1 - 100 mg/ml, in timp ce
absorbanta la 550 nm este utilizatd pentru a cuantifica concentratii mai mari de proteine; 6.
Albumina serica bovina, Merck; 7. Apa distilata; 8. Alcool etilic 96% pentru prelucrarea cuvelor.

Prepararea reagentilor:

Reagentul A: Se prepara solutia de hidroxid de sodiu de 0,1 N. Pentru aceasta 0,4 g
NaOH se dizolva in apa distilata n balon cotat cu volumul de 100 ml. Se prepara solutia de 2,0%
carbonat de sodiu. Pentru aceasta 2,0 g Na,COg3 se dizolva intr-un volum mic de hidroxid de
sodiu de 0,1N, dupa care volumul solutiei se aduce la 100 ml cu aceeasi solutie de hidroxid de
sodiu. Solutia este valabila timp de 30 zile.

Reagentul B: Se prepara solutia de sulfat de cupru de 0,5% in solutie de tartrat de sodiu
sau potasiu de 1%. Tartratul de sodiu si/sau potasiu cu masa de 1,0 g se dizolva in 40 ml apa
distilata. Sulfatul de cupru cu masa de 0,5 g se dizolva in 40 ml apa distilata. Solutiile obtinute se
amesteca si se aduce volumul solutiei formate la 100 ml cu apa distilata. Solutia obtinutd este
transparentd. Solutia este valabila timp de 60 zile.

Reagentul C: Reagentul C se obtine prin amestecarea a 49 ml reagent A cu 1,0 ml
reagent B. Solutia este utilizatd in aceeasi zi. Cantitatea de lucru a reagentului C se determina in
dependentd de numarul probelor supuse analizei.

Reagentul D: Se prepara solutia de reagent Folin-Ciocalteu de 0,1 N. Se dizolva
reagentul Folin-Ciocalteu cu apa distilata in raport de 1/3 v/v. Solutia este utilizata in aceeasi zi.

Solutie stoc albumina: Se cantdresc 25,0 mg albumina sericd bovind si se trec cantitativ
intr-un balon cotat cu volumul de 50 ml. Albumina se dizolva treptat, prin agitare lentd in 0,1 N
hidroxid de sodiu.

Pregitirea probelor pentru analiza: Extragerea alcalina. Din fiecare probd de biomasa
standardizata de spirulina (10 mg/ml), supusa procedurii de congelare-decongelare, se colecteaza
in eprubete cate 0,1 ml biomasa. Dupa, la fiecare dintre eprubetele numerotate cu biomasa deja
turnata se adaugd 0,9 ml solutie de NaOH de 0,1 N, se amesteca cu ajutorul agitatorului si se lasa
pentru 30 min la temperatura camerei. Se obtine hidrolizatul alcalin.

Determinarea continutului de proteine:

Reactia Biuret + reactiv Folin-Chocalteu. Dupa expirarea a 30 de min, din hidrolizatul
alcalin se iau 0,2 ml si se introduc in eprubete de sticla. La volumul de 0,2 ml extract se adauga
0,8 ml apa distilata (pentru diluarea probei). Volumul de lucru este de 1,0 ml la care se adauga

1,5 ml solutie C. Amestecul obtinut se agita si se expune la temperatura camerei pentru 10 min,
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dupa care, la continutul eprubetei se adauga 0,5 ml solutie D. Amestecul obtinut se agita intens
cu ajutorul unui vortex dupa care se expune pentru 45 - 50 de min in conditii de intuneric la
temperatura camerei. Dupd expirarea timpului de incubare se masoara absorbanta probelor la
lungimea de unda de 750 nm fata de proba oarba.

Proba oarba. La 1,0 ml apa distilata se toarnd 1,5 ml de reactiv C, amestecul se agita si
dupa 10 min de expunere la temperatura camerei, se adauga 0,5 ml de reactiv D si se agita
energic. Dupd 45 - 50 de min de expunere in conditiile identice pentru probele experimentale,
este utilizata ca referinta zero la masurarea probelor experimentale.

Construirea curbei de calibrare. Curba de calibrare se construieste in baza unor dilutii
succesive (in trei repetari) ale solutiei stoc de albumina sericd bovina. Se iau cate 0,1 ml; 0,2 ml;
0,3 ml.......... 0,9 ml din solutia standard de albumina sericd bovina. Volumul probelor se aduce la
1,0 ml cu apa distilata. La 1,0 ml solutie rezultata se adaugd 1,5 ml de solutie C, se agita si dupa
10 min de expunere la temperatura camerei, se adauga 0,5 ml de solutie D. Amestecul se agita
energic. Dupa 45 - 50 de min de expunere la intuneric la temperatura camerei se inregistreaza
absorbanta la lungimea de unda de 750 nm vis-a-vis de proba oarba. Se utilizeaza aplicatia
QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului T60 PG Instruments. Se
verifica r, pentru care valoarea acceptatd este de 0,99. Dupa fixarea valorii r* = 0,99 se obtine
valoarea pentru coeficientul K, utilizat in calculul cantitativ al proteinei. Formula de calcul este:

K=C/Asso (2.4)

unde:

C - concentratia proteinei, mg/ml,

Azso - absorbanta probei la 750 nm.

Calculul continutului cantitativ de proteine in probe se efectueaza cu aplicarea formulei
de calcul:

C=A750xKx1nx100%/m (2.5)

unde:

C - concentratia proteinei 1n proba, % biomasa absolut uscata;

Avzso - absorbanta la 750 nm;

K - coeficientul de recalcul (in mg proteind/ml proba) determinat din curba de calibrare

1), - dilutia;

M - masa probei pentru analiza, mg.
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2.3.3 Determinarea continutului de ficobiliproteine in biomasa de spirulind

Principiul metodei: Metoda spectrofotometrica are la baza determinarea valorilor
maximale ale absorbantei, specifice pentru extractul hidric de C-ficocianina la lungimea de unda
de 620 nm si pentru extractul hidric de aloficocianind — la 650 nm.

Pregitirea probelor pentru analizi: In eprubete Eppendorf se iau cite 1,0 ml biomasa
de spirulina cu concentratia de 10 mg/ml, care a fost supusa procedurii de congelare-decongelare
de cel putin de 9 ori. Probele se centrifugheaza la un regim de 11000 rpm, temperatura 22 °C,
timp de 10 min. Supernatantul se colecteaza in eprubete pentru centrifugare din sticla.

Determinarea ficobiliproteinelor:

Pregatirea probelor experimentale. Supernatantul colectat se dilueaza cu apa distilata,
astfel incat absorbanta la lungimea de unda de 620 nm sa nu depaseasca valoarea de 0,5. Probele
diluate se agita lent si se inregistreaza absorbanta lor la lungimile de unda de 620 nm si de 650
nm vis-a-vis de proba oarba (apa distilatd) utilizand aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE a
spectrofotometrului T60 PG Instruments. Calculul continutului cantitativ de ficobiliproteine in
probe se efectueaza in baza ecuatiilor [229]:

Pentru C-ficocianina:

Cfico = (As20 — 0,474 Ag50)x1x100%/(5,34>xm) (2.6)

unde:

Cirico - concentratia ficocianinei, % biomasa absolut uscata;

Agyo - absorbanta la 620 nm;

Agso - absorbanta la 650 nm;

1), - dilutia, ml;

m - masa probei pentru analiza, mg.

Pentru aloficocianina:

Calofico = (Asso — 0,208% Agz0) x11x100%/(5,09xm) (2.7)

unde:

Calofico - concentratia aloficocianinei, % biomasa absolut uscata;

Agyo - absorbanta la 620 nm;

Agso - absorbanta la 650 nm;

1, - dilutia, ml;

M - masa probei pentru analiza, mg.
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2.3.4 Determinarea continutului de glucide in biomasa de spirulind cu utilizarea
reagentului antron

Principiul metodei: Metoda are la baza descompunerea glucidelor in monozaharide intr-
un mediu puternic acid, urmatd de deshidratarea lor si formarea de hidroximetilfurfural, care
formeaza in reactia cu reagentul antron (9(10H)-Anthracenona, Ci4H100) un compus complex
verde-albastrui. Dependenta corelationala a intensitatii culorii de continutul de glucide din proba
testatd este observata in intervalul concentratiei de monozaharide 0,02-0,10 mg/ml [110].
Metoda este utilizata in algologie [86].

Reagenti: Acid sulfuric concentrat (H,SO4) chimic pur; Reagent antron (9(10H)-
Anthracenona, C14H100) chimic pur; D-glucoza, grad puritate > 98%; Apa distilata; Alcool etilic
de 96% pentru prelucrarea cuvelor.

Prepararea reagentilor:

Reagentul Antron: 50,0 mg reagent antron se dizolva in 100 ml acid sulfuric de 66%.
Solutia obtinutd se expune la intuneric pentru 4 ore.

Solutia stoc de glucoza: 0,01 g D-Glucoza se trec intr-un balon cotat cu volumul de 100
ml si se dizolvd Tn 50 ml apa distilatd la agitare lentd timp de 10 - 20 min. Dupa dizolvarea
completa a glucozei, volumul solutiei este adus la cota.

Pregatirea probelor pentru hidroliza acida: Probele cu biomasa de spirulina supusa
analizei se dilueaza de 10 ori. Din fiecare probd se colecteaza in eprubete de sticla cate 0,2 ml
biomasa de spirulina.

Determinarea continutului de glucide:

La 0,2 ml biomasa de spirulind, diluatd in prealabil de 10 ori, se adauga cu precautie 2,0
ml de reagent antron. Procedura se efectueaza foarte atent pe gheatd. Amestecul se supune
agitarii timp de 10 min la temperatura camerei. Probele obtinute in asa fel se plaseaza pe baia de
apd la 100 °C pentru 10 min. Probele sunt acoperite cu capacele pentru fierbere. Probele se
racesc sub apa curentd rece si se expun la Intuneric la temperatura camerei pentru 30 min. Dupa
expozitie, se inregistreaza absorbanta probelor la lungimea de unda de 620 nm vis-a-vis de proba
oarba.

Pregatirea probei oarbe. Se amestecd 0,2 ml apa distilatd cu 2,0 ml reagent antron.
Procedura se efectueazad precaut pe gheatd. Amestecul se expune la temperatura camerei pentru
10 min. Proba obtinuta se plaseaza pe baia de apa la 100 °C timp de 10 min. Apoi, proba se
raceste sub apa curentd rece si se expune la Intuneric la temperatura camerei pentru 30 min.

Dupa expozitie, proba este utilizata in calitate de referinta la masurarea probelor experimentale.
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Construirea curbei de calibrare. Curba de calibrare se construieste in baza unor dilutii
succesive ale solutiei standard de glucoza. Probele sunt preparate corespunzator in triplicat. Se
iau 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml.......... 0,9 ml din solutia standard de glucoza. Volumul probelor se
aduce la 10,0 ml cu apa distilata. Din fiecare proba de glucoza se iau cate 0,2 ml la care se
adauga 2,0 ml solutie antron. Amestecul ce agita si se expune la temperatura camerei pentru 10
min. Probele obtinute se expun la fierbere pe baia de apa la 100 °C pentru 10 min. Dupa
hidroliza si racirea probelor pand la temperatura camerei, se inregistreaza absorbanta la lungimea
de unda de 620 nm vis-a-vis de proba oarba. Se utilizeaza aplicatia QUANTITATIVE
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului T60 PG Instruments. Se verifica r?, pentru care
valoarea acceptati este de 0,99. Dupa fixarea valorii r* = 0,99 se obtine valoarea pentru
coeficientul K, utilizat in calculul cantitativ al glucidelor. Formula de calcul este

K=C/As20 (2.8)

unde:

C - concentratia glucozei in probe, mg/ml,

Agyo - absorbanta probei la 620 nm.

Curba de calibrare se construieste de fiecare data cand sunt preparati reagentii.

Continutul cantitativ de glucide in probe se calculeaza cu utilizarea coeficientului de
recalcul, dupa formula:

C=Ag20xK*x1nx100%/m (2.9)

unde:

C - concentratia glucidelor in proba, % biomasa absolut uscata;

As2o - absorbanta la 620 nm;

K - coeficientul de recalcul (in mg glucide/ml proba) determinat din curba de calibrare;

1 - dilutia;

M - masa probei pentru analizd, mg.

2.3.5 Determinarea continutului de lipide in biomasa de spirulina

Principiul metodei: Metoda are la baza reactia de culoare dintre produsele hidrolizei
acide a lipidelor cu componentele reagentului fosfo-vanilinic. Intensitatea culorii obtinute
depinde de cantitatea lipidelor in proba. Produsele hidrolizei lipidelor formeaza cu reagentul
fosfo-vanilinic culoarea roza.

Reactia sulfo-fosfo-vanilind (SPV) pentru determinarea lipidelor a fost introdusa pentru
prima datd de Chabrol si Charonnat in 1937 si a fost folositd ca test de rutind pentru estimarea

lipidelor totale din lichidul cefalorahidian uman cu un continut redus de lipide [59, 254]. Pentru
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biomasa algald, metoda data se aplica tot mai frecvent, Inlocuind metoda gravimetrica Folch
[47]. Avantajul metodei constd in rapiditatea efectudrii, posibilitatea testelor repetate,
sensibilitate, adaptarea materialului biologic utilizat. Metoda este utilizata frecvent in cercetarile
ficologice [200].

Reagenti: Cloroform distilat; Acid sulfuric concentrat (H,SO,) chimic pur; Acid o-
fosforic 85% (H3PO,) chimic pur; Vanilina (4-(HO)CgH3-3-(OCH3)CHO), grad puritate > 98%);
Clorura de sodiu, chimic pura; Ulei de olive; Apa distilatd; Alcool etilic de 96%.

Prepararea reagentilor:

Amestecul extractant Folch se prepara prin amestecarea a 2,0 ml cloroform distilat cu
1,0 ml alcool etilic 96% (in original metanol). Volumul final al amestecului se calculeaza in
dependentd de numarul probelor. Procedura se efectueaza in conditii de ventilare.

Reagentul fosfo-vanilinic: Se cantaresc 0,75 g vanilina si se trec intr-un pahar de sticla cu
volumul de 200 ml. Vanilina se dizolva in 125 ml apa distilatd. Amestecul obtinut se trece intr-
un balon volumetric cu volumul de 500 ml, la care se adauga acid fosforic concentrat pana la
cotd. Reagentul fosfo-vanilinic contine 1,2 mg vanilind in 1,0 ml acid fosforic de 68%.
Reagentul se trece intr-un vas din sticld intunecata si poate fi utilizat dupa 48 ore de expunere la
intuneric la temperatura camerei. Reagentul este valabil timp de 30 zile.

Solutia de cloruri de sodiu de 0,9%: Se cantaresc 0,9 g NaCl si se trec intr-un pahar de
sticla de 100 ml. Clorura de sodiu se dizolva in 50 ml apa distilatd. Amestecul se trece intr-un
balon cotat de 100 ml si se aduce volumul la cotd cu apa distilata.

Pregitirea probelor pentru analiza: Extragerea lipidelor. La sedimentul rezultat din
centrifugarea a 1,0 ml biomasa de spirulina se adauga 1,0 ml amestec extractant (cloroform si
etanol 1n raport de 2:1). Eprubetele sunt inchise cu dop si supuse agitdrii la temperatura camerei
pentru 120 min. Dupa expirarea timpului, din eprubete se colecteaza extractul lipidic (amestecul
extractant) si se transferd in eprubete de sticla. La continutul eprubetei se adauga 1,0 ml NaCl
0,9%. Amestecul se agitd lent. Fractia de alcoolul etilic cu clorura de sodiu este inlaturata.
Cloroformul se Tnlatura prin evaporare la temperatura camerei (12 ore).

Pregatirea probelor pentru hidroliza acida. La continutul eprubetelor (extractul lipidic)
se adauga 1 ml acid sulfuric concentrat. Eprubetele se agitd putin si se plaseaza pe baia de apa la
temperatura de 90 °C pentru 20 min. Dupa expirarea timpului probele sunt racite sub apa curenta
pana la temperatura camerei.

Determinarea lipidelor:

In eprubete pentru centrifugare de sticla, se ia 0,1 ml hidrolizat la care se adauga 3,0 ml

reagent fosfo-vanilinic. Amestecul reactant este agitat si expus la intuneric, la temperatura
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camerei pentru 30 min. Dupa expirarea timpului de incubare se inregistreaza absorbanta probelor
la lungimea de unda de 520 nm vis-a-vis de proba oarba.

Pregatirea probei oarbe. Se amesteca 0,1 ml acid sulfuric concentrat cu 3,0 ml reagent
fosfo-vanilinic. Probele se expun la intuneric, la temperatura camerei pentru 30 min. Dupa
expozitie, proba este utilizata in calitate de referintd la masurarea probelor experimentale.

Pregdtirea probelor standard de lipide. In calitate de standard lipidic se utilizeaza
amestecul constituit din ulei de olive in etanol cu concentratia lipidelor de 0,0075 mg/ml. Se
preparda 3 - 5 probe. La 0,1 ml amestec de lipide se adauga 1,0 ml acid sulfuric concentrat.
Probele se supun hidrolizei pe baia de apa la 90 °C timp de 20 min. Dupd expirarea timpului,
probele se racesc sub apa curgatoare pana la temperatura camerei. La 0,1 ml hidrolizat se adauga
3,0 ml reagent fosfo-vanilinic. Amestecul reactant este agitat si expus la intuneric, la temperatura
camerei pentru 30 min. Dupa expirarea timpului de incubare se inregistreaza absorbanta probelor
la lungimea de undd de 520 nm vis-a-vis de proba oarba utilizand aplicatia PHOTOMETRIC
WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului T60 PG Instruments.

Calculul continutului cantitativ de lipide in probe se efectueaza dupa formula:

C = AsppxCsx100%/Agxm (2.10)

unde:

C - concentratia lipidelor in proba, % biomasa absolut uscata,

Asy - absorbanta probei experimentale la 520 nm;

Ayt - absorbanta probei standard la 520 nm;

Cst - concentratia lipidelor in proba standard, mg/ml;

M - masa probei pentru analiza, mg.

2.3.6 Determinarea produselor degradarii oxidative a lipidelor in biomasa de spirulina,
testul TBARS

Principiul metodei: Determinarea produselor degradarii oxidative a lipidelor in biomasa
de spirulind prin calculul continutului de dialdehidd malonica (DAM) in baza substantelor
reactive ale acidului tiobarbituric (TBARS) este o metoda indirectd de stabilire a acumularii
radicalilor liberi in biomasa. Rezultatele testului continutului dialdehidei malonice pot fi
anuntate cu specificarea timpului de incubare si a lungimii de unda pentru produsele nespecifice
colorate (600 nm). In conditii de temperaturd inaltd in mediul acid, dialdehida malonica
reactioneaza cu acidul tiobarbituric (ATB) cu formarea produsului colorat in roz cu maximumul

de absorbtie la lungimea de unda de 523 nm [109].
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Este una din metodele de determinare a statutului oxidativ al biomasei, care
demonstreaza, in mod indirect, deplasarea statutului redox in favoarea proceselor de reducere a
radicalilor sau a proceselor de oxidare cu acumularea radicalilor liberi care induc oxidarea
lipidelor. In cazul biomasei de spirulina, in care lipidele constituie 5,0% (din biomasa absolut
uscatd), culoarea produselor nespecifice se exclude prin inregistrarea absorbantei la 600 nm
(lungimea de unda medie specifica ficocianinelor).

Reagenti: Acid tricloracetic (CCI3COOH), Sigma-Aldrich, grad puritate > 99%; Acid
tiobarbituric (C4H4N,0,S), Sigma-Aldrich, grad puritate 98%.

Prepararea solutiilor:

Solutia de acid tricloracetic de 20,0%. 20,0 g (masa uscatda) CCI3COOH se trec intr-un
balon cotat cu capacitatea de 100 ml si se dizolva in apa distilata. Volumul solutiei se aduce la
cota cu apa.

Solutia de acid tiobarbituric de 0,76%. 760,0 mg acid tiobarbituric se trece intr-un
balon cotat cu capacitatea de 100 ml. Se adauga circa 50,0 ml acid tricloracetic de 20,0% si se
plaseaza pe baia de apd (90 °C) pana la dizolvarea completa, apoi volumul solutiei se aduce la
cotd cu acid tricloracetic de 20%. Solutia se prepara in ziua utilizarii. Volumul de lucru a
acidului tiobarbituric se calculeazd in baza numarului de probe experimentale.

Pregitirea probelor pentru analiza: Pregatirea probelor experimentale. 1,0 ml proba
de biomasa de spirulind (10 mg/ml) se centrifugheaza la 10000 rpm in eprubete Eppendorf (2,0
ml). Dupa centrifugare supernatantul se Inlaturd. Biomasa sedimentata se amesteca cu 3,0 ml
acid tiobarbituric (0,76%) si se trece in eprubete de sticla.

Pregatirea probelor pentru hidroliza acida. Amestecul reactant constituit din biomasa si
acid tiobarbituric se incubeazi pe baia de apa la 95 °C timp de 40 min. In continuare, probele se
racesc sub jet de apa rece si se centrifugheaza la 3000 rpm.

Determinarea continutului de dialdehida malonica:

Pregdtirea probelor experimentale. Supernatantul obtinut in rezultatul centrifugarii
probelor supuse hidrolizei se transfera in eprubete de sticla. Se inregistreaza absorbanta probelor
la doua lungimi de unda: 523 nm si 600 nm. In calitate de proba oarbi se utilizeaza amestecul
din care lipseste biomasa de spirulina. Pentru calculul specific al dialdehidei malonice se face
diferenta dintre valorile densitatilor optice determinate la 523 nm si 600 nm.

Pregatirea probelor oarbe. Se amesteca 0,1 ml apa distilata cu 3,0 ml acid tiobarbituric.
Probele sunt utilizate in calitate de referinta zero la masurarea probelor experimentale.

Calculul continutului de dialdehida malonica. Absorbanta probelor experimentale se

inregistreaza cu aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului T60
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PG Instruments. Continutul dialdehidei malonice in biomasa de spirulind se calculeazd cu
utilizarea coeficientului de extinctie a produsului complexului DAM-ATB:

DAM echivalent (hM cm™) = 1000[(As23-Asoo)/155] (2.11)

unde:

Asys - densitatea optica a probei la 523 nm;

Asoo - densitatea optica a probei la 600 nm;

155 - coeficientul molar de extinctie al DAM la 523 nm;

1000 - coeficientul de recalcul pentru nM.

Calculul cantitativ si calculul statistic este realizat in Excel sau intr-un alt program de

calcul.

2.3.7 Determinarea activititii antioxidante cu utilizarea radicalului ABTS ™

Metoda de determinare a activititii antioxidante cu aplicarea radicalului cation ABTS ™
(2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) este un test simplu si rapid si este utilizat
intens pe scara largd in screening-ul biomasei vegetale in calitate de sursa de antioxidanti,
precum si pentru determinarea calitatii antioxidante a produselor alimentare. Are cost redus,
radicalul este stabil, solubil in solventi organici polari si nepolari [210].

Principiul metodei: Radicalul ABTS " este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid) cu persulfat de potasiu. Radicalul cation ABTS " de culoare
albastra, fiind utilizat in calitate de substrat, este redus prin aditiondri de electroni. Solutia de
ABTS " redus se decoloreazi. Densitatea optici maximali a solutiilor radical si radical redus se
determind la lungimea de unda de 734 nm. Intensitatea culorii coreleaza invers cu valorile
antioxidante.

Reagenti: 2,2 azinobis 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) Merk, grad puritate
>97%; Persulfat de potasiu K,S,0s, grad puritate 97%; Metanol, grad puritate > 98%; Alcool
etilic de 96%; Apa distilata.

Prepararea solutiilor:

Solutia de persulfat de potasiu de 2,45 mM. Se cantaresc 33,0 mg K,S,0g, care se trec
intr-un pahar de 50 ml si se dizolva in 20 ml apa distilata. Solutia se trece in balon cotat de 100
ml, volumul se aduce la cota cu apa distilata.

Solutia stoc a reagentului ABTS de 7 mM. Intr-un balon cotat de 50,0 ml se dizolvi
192 mg ABTS, si se aduce volumul la cota. Persulfatul de potasiu se amesteca cu solutia ABTS
in proportie de 1:1. Solutia ABTS se expune la intuneric, temperatura camerei pentru 12-16 ore,

timpul necesar formarii ABTS radical cation.
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Pregitirea probelor pentru analizi: Prepararea extractelor hidrice. in eprubete
Eppendorf cu volumul de 2 ml se iau a cate 1,0 ml biomasd de spirulind standardizata (10
mg/ml), in prealabil congelata-decongelatd si se centrifugheaza la 11000 rpm timp de 5 min.
Supernatantul obtinut se colecteaza in eprubete Eppendorf. Extractul hidric obtinut este de
culoare albastra sidefie. Se pastreaza sub forma congelata.

Determinarea activitatii antioxidante:

Prepararea solutiei de lucru ABTS. Solutia de lucru ABTS radical se prepara din solutia
stoc de ABTS, care se dizolva in apa distilata pana la stabilizarea absorbantei de 0,700 + 0,020 la
lungimea de unda de 734 nm. Proba oarba este apa distilatd. Volumul solutiei de lucru ABTS
cation radical se calculeaza in baza numarului de probe.

Se utilizeaza aplicatia PHOTOMETRIC WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului
T60 PG Instruments.

Pregatirea probelor de lucru. Se prepara amestecul reagent in eprubete din sticla cu
volumul de 10 ml. Amestecul reagent consta din 3,0 ml solutie de lucru ABTS la care se adauga
0,1 ml proba (extract hidric din biomasa de spirulina). Probele se agita si la intervalul de 6 min
se nregistreazd absorbanta la 734 nm.

Prepararea probei oarbe. Se prepara amestecul constituit din 0,1 ml extract hidric si 3,0
ml apa distilatd. Proba este utilizatd in calitate de referintd la masurarea probelor experimentale.

Activitatea antioxidanta a probelor experimentale se exprima in % inhibitie ABTS care se
calculeaza conform formulei:

% Inhibitie =(A=0-At=6 min)/A=0*100% (2.12)

unde:

Ao - absorbanta reagentului de lucru ABTS la 734 nm,

Ai=6 min - absorbanta amestecului reactiv dupa expozitia de 6 min la 734 nm.

2.3.8 Determinarea a continutului de seleniu in biomasa de spirulind

Continutul seleniului a fost determinat in laboratorul de Geochimie a Apelor, Institutul de
Chimie, sef laborator Bogdevici Oleg, doctor 1n stiinte geologice. Determinarea continutului de
seleniu in biomasa de spirulind s-a efectuat conform GOST R51309-99 ,,Drinking water.
Determination of elements content by atomic spectrometry methods” cu utilizarea unui
spectrometru atomic cu absorbtie [99]. Metoda propusd este bazatd pe analiza secventiald in
flacard de aer cu acetilend a urmelor metalice si non-metalice din esantioanele lichide si
dizolvate, ce contin seleniu si masurarea absorbantei flacarii (vaporilor ce contin seleniu) in

intervalul de lungimi de unda 196-207,5 nm. Determinarile sunt raportate la solutia de referinta
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cu o concentratie cunoscuta a seleniului conform ,,Metodei curbei de etalonare”. Sensibilitatea:
100,0 pg/l. Lungimea de unda alternativa: 196,0 nm.

Reagenti: Hidroxid de sodiu (NaOH) chimic pur; Acid azotic concentrat (HNO3) chimic
pur; Peroxid de hidrogen 30% (H.0,) farmaceutic; Selenit de sodiu (Na,SeO3) chimic pur; Acid
percloric (HCIO,) chimic pur; Acetilena > 99,9%, Merk; Apa distilata.

Prepararea reagentilor:

Solutia de hidroxid de sodiu de 0,1IN. 0,4 g NaOH se dizolva in apa distilata intr-un
balon cotat cu volumul de 100 ml.

Solutia de acid azotic de 0,IN. 0,4 ml HNOj3 concentrat se dizolva in apa distilata in
balon cotat cu volumul de 100 ml.

Pregatirea probelor pentru analizi: Mineralizarea probei. Se iau cate 1,0 ml biomasa
de spirulind cu concentratia de 10 mg/ml si se supune procedurii de uscare in creuzete de
portelan la temperatura 105 £ 2 °C pana la masa constantd §i cantaritd. Probele cu biomasa
uscatd se trec in baloane Kjeldahl si se adauga 0,2 ml acid azotic si 1 - 2 picaturi de peroxid de
hidrogen de 30%. Baloanele sunt conectate la sistemul de refluxare si se expun la temperatura de
120 °C pe baia de nisip. Probele obtinute se trec cantitativ cu apa distilatd in eprubete de sticla.
Volumul final al probelor - 4,8 ml.

Determinarea continutului de seleniu:

Continutul probei demineralizate se introduce in eprubetd si peste acesta se adauga 8,0 ml
solutie hidroxid de sodiu de 0,1N si se agitd minutios, dupa care agitarea continud pe un agitator
timp de 60 min. In continuare probele se centrifugheazi la 2000 rpm timp de 10 min.
Supernatantul este colectat intr-o eprubeta de sticld. La sediment se adauga 8,0 ml solutie NaOH
de 0,1N si se plaseaza pe un agitator pentru 8 ore. Dupd expirarea timpului de agitare, probele se
centrifugheaza la 2000 rpm timp de 10 min. Supernatantele se reunesc si se masoard volumul.
Amestecul obtinut (pentru fiecare probd) se toarna intr-o ceascd de portelan care se plaseaza pe
baia de nisip la temperatura de 60 - 80 °C si se evapord pana la sicitate. La proba uscata se
adaugd 0,3 ml acid percloric concentrat si 0,15 ml acid azotic concentrat si se mineralizeaza
proba pe baia de nisip la temperatura de 110 - 150 °C pana la formarea unui reziduu de saruri
umede. Dupa racirea probelor pand la temperatura camerei, reziduul de saruri umede se
solubilizeaza in 5 ml HNO3 0,1 N si se aduce volumul solutiei de analizat la 20 - 25 ml.

Procedura de masurare a datelor se realizeaza conform GOST-ului respectiv.
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2.3.9. Determinarea in biomasa de spirulind a continutului de germaniu

Principiul metodei: Germaniul reactioneaza cu fenil-fluoronul, formand un complex
colorat. Reactia are loc in mediul acid (pH-ul O - 1) cu viteza diminuata si mai rapid in solutia
utilizeaza bromura de cetil-trimetil-amoniu (BCTA). In acest caz concentratia optimala a HCI
este de 1-1,8 M. In mediu acid germaniul formeaza cationul [Ge(OH),?*] care reactioneaza cu
fenil-fluoronul timp de 2 - 3 min si creeaza un complex colorat in oranj, ce ramane stabil pana la
4 ore [167].

Reagentii: Fenil-fluoron (2,6,7-trigidroksi-9-phenyl-3 (ZN) - ksantenon; branch I, R —
phenyl), Merk; Bromura de cetil-trimetil-amoniu (BCTA) (CHs3(CH2)15sN(Br)(CHs)s3),
Pharmaceutical, Merk; Dioxid de germaniu (GeO;) chimic pur; Apa distilatad; Alcool etilic de
96%; Acid clorhidric concentrat (HCI), chimic pur; Acid ascorbic (CsHgOg), farmaceutic, Merk;
Amoniac (NHj3); Acid azotic concentrat (HNO3) chimic pur; Peroxid de hidrogen 30% (H,0y)
farmaceutic.

Prepararea reagentilor:

Solutia de fenil-fluoron 0,001M (0,03%). 80 mg fenil-fluoron se dizolva in 100 ml
alcool etilic, ce contine 1,0 ml HCI concentrat. Amestecul obtinut se transfera intr-un balon
volumetric de 250 ml si se aduce pana la cota cu etanol. Solutia este stabild timp de 30 zile.

Solutia de bromura de cetil-trimetil-amoniu (BCTA) de 0,9%. 2,25g de BCTA se
dizolva in 150 ml apa distilatd pe baia de apa la 25 - 30 °C. Amestecul obtinut se transfera intr-
un balon volumetric de 250 ml si se aduce pand la cotd cu apa distilatd. Solutia este stabild timp
de 30 zile.

Solutia de acid ascorbic de 10,0%. 10 g acid ascorbic se dizolva in 50 ml apa distilata.
Amestecul format se trece in balon volumetric de 100 ml si se aduce pana la cota cu apa distilata.

Solutia standard de dioxid de germaniu (1,0 mg/ml). 100 mg GeO; se transfera
cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml cu 25 - 50 ml apa distilata si se adauga cateva picaturi de
amoniac pana la dizolvare completa. Se aduce volumul cu apa bidistilatd pana la cota. Solutia se
diluiaza de 1000 ori pentru a obtine solutia de lucru de 1,0 pg/ml.

Pregatirea probelor pentru analiza: Mineralizarea probei se efectueaza conform
procedurii descrise in p. 2.3.8.

Determinarea continutului de germaniu:

Pregdtirea probelor de lucru. In eprubete de sticla se iau a cate 1,6 ml probi la care se

adauga 0,2 ml acid ascorbic, 0,3 ml acid clorhidric concentrat, 0,2 ml BCTA si 0,2 ml fenil -
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fluoron. Probele se agitd si se supun la temperatura camerei pentru 5 min. Se inregistreaza
absorbanta la lungimea de unda de 507 nm.

Prepararea probei oarbe. in eprubete din sticla se ia 1,6 ml apa distilata la care se adauga
0,2 ml acid ascorbic, 0,3 ml acid clorhidric concentrat, 0,2 ml BCTA si 0,2 ml fenil-fluoron.
Probele se agitd si se expun la temperatura camerei pentru 5 min, dupa care se utilizeaza in
calitate de referintd la masurarea probelor experimentale.

Construirea curbei de calibrare. Din solutia standard de dioxid de germaniu cu
concentratia de 1,0 mg/ml se prepara cateva dilutii in intervalul de concentratii 0,05 - 1,0 ug/ml.
La 1,6 ml solutie GeO, se adauga 0,2 ml acid ascorbic, 0,3 ml acid clorhidric concentrat, 0,2 ml
BCTA si 0,2 ml fenil-fluoron. Se inregistreaza absorbanta la lungimea de unda de 507 nm,
utilizand aplicatia QUANTITATIVE WORKSPACE din dotarea spectrofotometrului T60 PG
Instruments. Se verifica %, pentru care valoarea acceptatd este de 0,99. Dupa fixarea valorii
r’=0,99 se obtine valoarea pentru coeficientul K, utilizat in calculul cantitativ al germaniului.
Formula de calcul este:

K=C/Aso7 (2.13)

unde:

C - concentratia germaniului in probe, mg/ml;

Asg7 - absorbanta probei la 507 nm.

Calculul continutului cantitativ de germaniu in probe se efectueaza in baza coeficientului
determinat cu aplicarea formulei de calcul:

C = Asprxkxnx100%/m (2.14)

unde:

C - concentratia germaniului in proba, mg%;

Asg7 - absorbanta la 507 nm;

K — coeficientul calculat din curba de calibrare, mg/ml;

1), - dilutia;

m - masa probei pentru analiza, mg.

Fractiile de compusi biologic activi (aminoacizi liberi si oligopeptide, proteine, glucide,

lipide) au fost obtinute conform etapelor si schemei elaborate si descrise in [3].

Toate experientele au fost realizate In trei repetari, iar rezultatele experimentale obtinute
au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea instrumentelor statisticii descriptive

(calculul mediilor aritmetice, abaterii standard, coeficientului de variatie si coeficientului de
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corelare). in calitate de test de semnificatie — testul Student, fiind admise ca diferente statistic

veridice cele, pentru care p < 0,05.

2.4 Concluzii la capitolul 2

1.  Tulpina tehnologica a cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) -
sursa de compusi biologic activi a servit in calitate de obiect de studiu in aceastd lucrare.
Tulpina este depozitata in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului
de Microbiologie si Biotehnologie.

2. In calitate de surse de seleniu la cultivarea spirulinei au fost utilizati un sir de compusi
anorganici ai Se (IV), iar 1n calitate de surse de germaniu - compusi anorganici i organici
ai Ge (V).

3. Pentru cultivarea spirulinei in prezenta compusilor seleniului si germaniului a fost utilizat
ca baza mediul Zarrouk si variante de compozitie a acestuia, adaptate la conditiile
experimentale.

4.  Metodele clasice si moderne, selectate pentru realizarea lucrarii sunt proceduri adaptate
tulpinii de spirulind utilizata si sarcinilor puse in fata lucrarii si se refera la: determinarea
cantitatii de biomasa si continutului de seleniu si germaniu in aceasta; evaluarea cantitatii
unor compusi biologic activi in biomasa; testele de apreciere a sigurantei biomasei de
spirulind obtinute la cultivare in prezenta compusilor seleniului si germaniului si analiza

statistica a rezultatelor obtinute.
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3. ELABORAREA BIOTEHNOLOGIEI DE OBTINERE A

PREPARATELOR CU CONTINUT SPORIT DE SELENIU iN BAZA

BIOMASEI DE SPIRULINA

Cercetarile efectuate de noi, precum si de alti cercetatori la nivel mondial pana in prezent

demonstreaza, ca cianobacteria Arthrospira platensis (spirulina) corespunde tuturor criteriilor,

care permit a o include in calitate de obiect-cheie al tehnologiilor de obtinere a biomasei

imbogdtite cu microelemente, iar In baza ei a diverselor preparate cu continut sporit de acestea.

Pentru a obtine 0 biomasa de spirulina imbogatita cu seleniu, iar in baza ei, a preparatelor

cu continut sporit de acest microelement, cercetarile reflectate in aceasta parte a lucrarii au fost

organizate si realizate conform design-lui prezentat in figura 3.1.

Investigarea efectului compusilor chimici ai Se (IV) asupra nivelului de producere a
biomasei si a particularitatilor de acumulare a seleniului la cultivarea tulpinii
cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina)

A 4

Stabilirea modificarilor in compozitia biochimica si capacitatea antioxidanta (pe
modelul extractelor hidrice) a biomasei de Arthrospira platensis CNMN-CB-11 la
cultivarea ei in prezenta compusilor anorganici ai Se (1V)

\ 4

Elaborarea procedeelor de obtinere a biomasei de spirulind imbogatita cu seleniu:
e Stabilirea conditiilor optimale de acumulare a seleniului in biomasa de spiruling;
e Determinarea ponderii acumuldrii seleniului in diferite fractii de compusi
biologic activi ai biomasei de spirulina;
e Elaborarea etapelor de realizare a procedeelor de obtinere a biomasei imbogatite
cu seleniu

A 4

Elaborarea tehnologiei integrate de obtinere in baza biomasei de spirulind a
preparatelor cu continut sporit de seleniu cu:
e Etapele de obtinere a preparatelor selenorganice din biomasa de spirulina
imbogatita cu seleniu;
e Etapele fluxului tehnologic de obtinere a suplimentelor selenorganice in baza
biomasei de spirulina

Fig. 3.1. Design-ul cercetirilor realizate in vederea elaboririi tehnologiei de obtinere a

preparatelor cu continut sporit de seleniu in baza biomasei de spirulina
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3.1. Efectul unor compusi anorganici ai Se (IV) asupra producerii de biomasa,
acumulirii seleniului si compozitiei biochimice a tulpinii cianobacteriei Arthrospira

platensis CNMN-CB-11 (spirulina)

Raspunsul microalgelor si cianobacteriilor la prezenta seleniului in habitat este unul
particular si depinde atat de cantitatea, cat si de forma lui moleculard. Aceste organisme nu
numai cd absorb seleniul pe suprafata sa, ci si il Incorporeaza, in special, in compozitia
compusilor cu greutate moleculara inalta (proteine, polizaharide, lipide). Rata de acumulare din
diferite forme moleculare si nivelul de ,,incorporare” de catre microalge si cianobacterii a
seleniului depinde de particularitatile morfo-functionale a lor, de concentratia si gradul de
oxidare a seleniului, de prezenta in mediu a sulfatilor si metalelor grele, de temperatura, pH si
alti factori ai mediului [29, 97, 206, 220 - 221, 285, 290, 300, 320].

Caile metabolice de asimilare a seleniului in celulele algale (figura 3.2) se deruleaza in

modul urmator:
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Fig. 3.2. Metabolismul seleniului in celulele algale [221]
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1) Absorbtia seleniului prin intermediul transportatorilor de sulfat, fosfat si siliciu;

2) Asimilarea seleniului/sulfului (similar sulfului): APSe (fosfoselenat de adenozini);
GSH (glutation); OAS (O-acetilserind); Se-Cys: (selenocisteind); Se-Met: (selenometionind);
MMT (metilmetionind metiltransferaza); DMSeP (dimetilselenoproprionat); DMD Se (dimetil
(di) selenura, volatila); SMT (selenocisteind metiltransferaza);

3) Incorporarea Se-Cys in Se-proteinele esentiale care joaca un rol-cheie in sistemele de
protectie antiradicalica;

4) Incorporarea Se-aminoacizilor in alte proteine nespecifice in cazul cind concentratia
intracelulara de Se este inalta. In acest caz se produc structuri malformate, ceea ce poate cauza
toxicitate prin productia crescutd de specii reactive ale oxigenului, pe care algele incearca sa le
elimine prin imbunatatirea sintezei compusilor antioxidanti enzimatici si non-enzimatici [221].

Reactia specifica a diferitor specii de spirulina (S. maxima, S. platensis, S. subsalsa) la
prezenta seleniului in mediul sau de crestere, precum si nivelurile de acumulare ale acestui
microelement de catre celulele cianobacteriene sunt descrise in mai multe studii [115, 154, 278,
280, 291, 293, 322]. S-a demonstrat, spre exemplu, ca concentratiile mai mici de 400 mg/l de
selenit de sodiu stimuleaza cresterea spirulinei, iar acest efect este cel mai pronuntat in intervalul
concentratiilor de 5 - 40 mg/l [154]. Concentratiile compusului de peste 500 mg/l sunt deja
toxice pentru cultura de spirulind. Conform rezultatelor unui alt studiu, concentratia maximala
admisibild de selenit de sodiu Tn mediul de crestere al spirulinei nu trebuie sa depaseasca 170
mg/l, iar toxicitatea posibila a Se (IV) pentru S. platensis depinde si de pH-ul mediului de
cultivare, si de continutul ionilor sulfiti [322]. In acelasi timp, nivelurile ridicate de Se (IV) in
mediul de cultivare, induc o reactie de protectie a celulei, care consta, la prima etapa, in
adsorbtia selenitului de catre exopolizaharidele secretate, urmata de reducerea elementului la
valenta zero (elementul ,,gri” sau ,,rosu”, care nu este nici toxic, dar nici biodisponibil) [115,
154, 322]. Procesul este insotit de aparitia unei nuante rosii in mediul de cultivare, iar la
concentratiile inalte de seleniu, biomasa spirulinei dobandeste o nuanta rosieticd neobisnuita.
Aceste rezultate ar trebui, desigur, sd fie luate in considerare la optimizarea proceselor pentru
producerea industriald de biomasa de spirulind imbogatita cu seleniu.

La testarea efectului concentratiilor toxice de selenit de sodiu (IV) (de peste 20 mg/l)
asupra S. maxima, s-au obtinut dovezi directe ale participarii seleniului la eliminarea radicalilor
hidroxilici in celulele cianobacteriene. In cazul cresterii continutului de seleniu peste limita
specificata, a fost observata o intensificare a peroxidarii lipidelor, prin valorile crescute de
dialdehidd malonica, scdderea continutului de lipide totale, a carotenoizilor, acizilor grasi

polinesaturati si cresterea proportiei de acizi grasi saturati. Concentratii scazute de selenit (pana
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la 20 mg/l) au stimulat formarea clorofilei a, in timp ce o crestere a nivelului de seleniu in
mediul nutritiv a dus la inhibarea sintezei acestui pigment [293]. Compusii Se (VI), spre
deosebire de compusii Se (IV), sunt toxici pentru spirulind si inhiba semnificativ cresterea
acesteia chiar si la concentratii foarte joase [322].

Astfel, pentru spirulina/Arthrospira platensis, ca si pentru alte specii cianobacteriene si
microalgale, seleniul in concentratii mici este un microelement necesar, iar in concentratiile mai
inalte devine toxic stopand cresterea si dezvoltarea ei. Nivelul de acumulare al seleniului in
celulele acestei specii de spirulina si toxicitatea lui pentru ea, la fel, depinde si poate varia in
functie de particularitatile morfo-functionale a tulpinilor sale si, desigur, este in raport cu
concentratia si gradul de oxidare a seleniului, prezenta in mediu a sulfatilor si altor metale,
temperatura, pH-ul, dar si alti factori.

Compusii chimici, in cazul nostru — compusii seleniului si concentratiile lor trebuie
selectati astfel, incat sa nu perturbeze procesul de crestere si dezvoltare a tulpinii de spirulina
selectata pentru cercetare asigurand un nivel bun de producere al biomaseli, iar capacitatea ei de a
acumula seleniul nu trebuie sa afecteze compozitia biochimica valoroasa a biomasei obtinute, si

ca urmare toate proprietatile sale benefice.

3.1.1 Cantitatea de biomasa si continutul de seleniu acumulat la cultivarea A. platensis
CNMN-CB-11 in prezenta unor compusi anorganici ai Se (1V)

In testare au fost implicati 6 compusi ai Se (IV), care au fost utilizati in diferite intervale
de concentratii. Astfel, Na,SeOs, (NH4)2SeOs si Fe;SezOq:6H,0 au fost adaugati la mediul de
cultivare al spirulinei in concentratiile: 10, 20, 30, 40 si 50 mg/l; compusii ZnSeO3 si GeSe; - in
concentratiile: 5, 10, 15, 20, 25, 30 mg/l; iar compusul CoSeOs; - in concentratiile: 5, 10, 15 si 20
mg/l. Concentratiile respective au fost selectate in baza unui screening primar, orientat spre
stabilirea limitelor de toxicitate a compusilor respectivi pentru tulpina utilizatd de spirulina.

In figura 3.3 sunt redate nivelurile de producere a biomasei si cantitatea de seleniu
acumulat de catre tulpina A. platensis CNMN-CB-11 la cultivarea ei in prezenta compusilor
anorganici ai Se (1V).

Rezultatele obtinute demonstreaza, cd nivelul de acumulare a biomasei depinde de natura
si concentratia compusului seleniului introdus in mediul de cultivare al spirulinei. S-a stabilit, ca
compusii Na;SeOs, (NH,4),SeO3 si FeySes0q-6H,0 au fost mai putin toxici pentru cultura decat
ZnSe0s, GeSe, si CoSeOs. La introducerea in mediul de cultivare a spirulinei a compusilor
Na,SeOs, (NH;):SeO3; si Fe,SesOq-6H,0 s-a observat urmatoarea regularitate: cu majorarea

concentratiei compusului, creste si continutul de biomasa. Pentru toate concentratiile aplicate,
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valorile cantitdtii de biomasa au fost mai mari decat In martor, cu exceptia selenitului de sodiu si
a selenitului de amoniu pentru care a fost stabilitd o tendinta de reducere foarte nesemnificativa
(cu 2 - 6% 1in cazul concentratiei de 10 mg/l) a continutului de biomasa produsa. Cel mai inalt
nivel de crestere a biomasei (cu 20,22 si 25,44%, respectiv) a fost stabilit, de asemenea, in
prezenta selenitului de amoniu si a selenitului de sodiu la concentratia lor maximalad in mediul
nutritiv de 50 mg/l [9]. In ceea ce priveste compusul Fe;Sez0q-6H,0, nivelul de biomasi produsa

a crescut cu 13,84%, in comparatie cu martorul [75].
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Fig. 3.3. Cantitatea de biomasa (g/l) si continutul de seleniu acumulat (mg%o) la cultivarea
A. platensis CNMN-CB-11 in prezenta compusilor: A - Na;SeOs, (NH,),SeOs,
Fe,Se309:6H,0 si B - ZnSeO3, GeSe,, CoSeOs

La cultivarea spirulinei In prezenta GeSe,, au fost determinate concentratiile (de la 5 la 25

mg/l) pentru care nivelurile de biomasa produsa au fost mai sporite, comparativ cu martorul.

Concentratia de 30 mg/l a mentinut cultura in limita martorului. In concentratia de 10 mg/l,
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selenura de germaniu a stimulat cresterea spirulinei, cantitatea de biomasa produsa constituind
1,32 g/l, ceea ce este cu 25,36% mai mult comparativ cu martorul.

Doar doua dintre concentratiile studiate de selenit de cobalt, de 5 mg/l si de 10 mg/1 nu au
avut un efect toxic asupra culturii de spirulina, continutul de biomasa produs fiind mai mare cu
10 - 17,4% in comparatie cu martorul. Concentratiile de peste 10 mg/l ale CoSeO3 au dus la o
scadere vizibila a producerii de biomasa (cu 28,4% in cazul concentratiei de 20 mg/1).

Selenitul de zinc a manifestat asupra cresterii spirulinei un efect moderat toxic. In
intervalul de concentratii 5 - 30 mg/l, producerea de biomasa de catre spirulina a avut un caracter
ondulator, cu o diminuare mai moderata, sau mai pronuntata sub limita martorului, a valorilor
obtinute [17].

In biomasa obtinuti la cultivarea spirulinei in prezenta compusilor seleniului testati, a fost
determinat continutul lui acumulat in biomasi, evaluat in mg Se in 100 g biomasi (mg%). In
lipsa compusilor seleniului, suplimentati la mediul de cultivare, in biomasa de spirulina a fost
determinat un continut de 0,161 mg% seleniu (figura 3.3).

Nivelurile acumulate de seleniu in biomasa de spirulind, prezintd, in toate variantele
experimentale, valori inalte si foarte ridicate, comparativ cu biomasa de spirulind crescutd in
lipsa selenitilor si selenurii, utilizati in cercetare.

Cel mai mare continut de seleniu in biomasa de spirulina a fost obtinut in prezenta GeSe,
s1 FepSe30q:6H20, 1n concentratiile maximale de 30 si 50 mg/l, continutul de seleniu fiind intre
228,27 mg% si 606,9 mg% respectiv. In ceea ce priveste alti compusi, nivelul acumularii de
seleniu in prezenta lor este mult mai diminuat [58].

Cele mai mici niveluri de seleniu acumulat Tn biomasa au fost stabilite in variantele cu
aplicarea compusilor (NHg),SeO3 si Na,SeOs. Procesul de acumulare a seleniului de catre
spirulina cultivata In prezenta acestor compusi are o dinamica lenta, iar continutul acumulat este
de 14,4 si 24,2 mg%, respectiv pentru concentratia lor de 50 mg/l. La cultivarea spirulinei in
prezenta selenitului de zinc, nivelul de acumulare a seleniului in biomasd creste odata cu
majorarea concentratiei compusului in mediul de cultivare. La concentratia de 30 mg/l se
determind continutul cel mai mare, de circa 52 mg% seleniu Tn biomasa.

Astfel, continutul de seleniu acumulat in biomasa depinde de concentratia compusului, $i
pana la o anumita concentratie - de cantitatea de seleniu introdusa in mediul de cultivare (tabelul
3.1).

Analizand continutul de seleniu acumulat Tn biomasa de spirulind in raport cu cantitatea
lui introdusa din concentratia compusului aplicat s-au observat urmatoarele. Pentru selenitii de

sodiu, de amoniu si de fier, concentratia de 10 mg/l presupune 3,9 - 4,8 mg/l seleniu in mediul de
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cultivare. Ionii de sodiu, amoniu si fier sunt parte componentd a mediilor de cultivare a

spirulinei. Cu toate acestea, cultura de spirulind acumuleaza in mod diferit seleniul din compusi.

In varianta cu aplicarea selenitului de amoniu in concentratia de 10 mg/1 (4,8 mg/l Se), continutul

seleniului in biomasa este de 2,15 mg%, iar pentru 10 mg/l selenit de sodiu (4,6 mg/l Se) se

acumuleaza 14,93 mg% seleniu.

Tabelul 3.1. Continutul de seleniu, addugat la mediul de cultivare (in dependenta de

concentratia compusului) si seleniul acumulat in biomasa de spirulina

Compusul Se 10 mg/I 20 mg/l 30 mg/l 40 mg/l 50 mg/l
Na,SeO4 Se mg/I 4,57 9,13 13,70 18,27 22,83
mediu
Se mg% 14,93 18,74 22,13 23,77 24,16
biomasa
(NH,),Se0; Se mg/I 4,85 9,69 14,54 19,39 24,23
mediu
Se mg% 2,15 3,47 8,17 9,38 14,44
biomasa
Fe,Se;0y-6H,O | Se mg/l 3,94 7,89 11,83 15,77 19,71
mediu
Se mg% 118,20 206,20 279,90 443,74 606,89
biomasa
Compusul Se 5 mgl/l 10 mg/l 15 mg/l 20 mg/I 25mg/l | 30 mg/l
ZnSe0, Se mg/I 2,05 4,11 6,16 8,21 10,26 12,32
mediu
Se mg% 6,07 9,51 19,03 34,43 41,83 52,64
biomasa
GeSe, Se mg/I 3,42 6,85 10,28 13,71 17,13 20,56
mediu
Se mg% 20,36 33,39 63,26 100,63 141,30 | 228,26
biomasa
CoSe0;, Se mg/I 2,12 4,25 6,37 8,49 - -
mediu
Se mg% 6,33 9,51 19,03 22,71 - -
biomasa

Continutul de 14,44 mg% seleniu in biomasa se acumuleaza la concentratia selenitului de

amoniu de 50 mg/1. Cresterea concentratiei selenitului de sodiu de 5 ori a dus la cresterea de 1,6

ori a seleniului acumulat in biomasa, iar pentru 50 mg/1 selenit de amoniu sporul continutului de

seleniu determinat in biomasa spirulinei a fost de 6,7 ori. Pentru 10 mg/l selenit de fier

hexahidrat (3,9 mg/1 Se) a fost stabilit continutul de 118,2 mg% seleniu, valoare care este de 55

ori mai mare, comparativ cu concentratia similara de selenit de amoniu si de 8 ori, comparativ cu

selenitul de sodiu. Cresterea concentratiei selenitului de fier hexahidrat de 5 ori a dus la cresterea

de 5 ori a seleniului acumulat in biomasa spirulinei.
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In experientele cu aplicarea selenitului de zinc continutul maximal de seleniu de 52,64
mg% in biomasa a fost determinat pentru concentratia de 30 mg/l compus in mediul de cultivare.
Cresterea de 6 ori a concentratiei compusului de la 5 mg/1 1a 30 mg/I a dus la cresterea de 8,7 ori
a continutului seleniului acumulat Tn biomasa.

Pentru selenitul de cobalt, continutul maximal de 22,71 mg% seleniu in biomasa a fost
determinat la concentratia compusului de 20 mg/l. Concentratia de 5 mg/l selenit de cobalt (2,12
mg/l Se) a indus acumularea a 6,33 mg% seleniu, valoare similard (6,07 mg%) pentru aceeasi
concentratie a selenitului de zinc (2,05 mg/l Se). Valori mari ale seleniului acumulat in biomasa
au fost stabilite pentru selenura de germaniu. Concentratia de 5 mg/l selenura de germaniu (3,5
mg/l Se) a indus acumularea a 20,36 mg% seleniu. Cresterea concentratiei selenurii de germaniu
de 6 ori a dus la cresterea de 11 ori a seleniului acumulat in biomasa.

Analiza corelationald a confirmat dependenta nivelului de acumulare a seleniului in
biomasa de spirulini de concentratia introdusd a compusului. Intre aceste doud variabile a fost

stabilita o corelare direct proportionala (tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Corelarea dintre concentratia compusului seleniului si cantitatea acumulata de

seleniu in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11

Ne Compusul Se(1V) Coeficientul de determinare, | Coeficientul de regresie
mg/I R’ r?
1. Na,SeO; 0,9115 0,95
2. (NH,),Se0; 0,9520 0,98
3. ZnSe0s 0,9786 0,99
4. CoSe0; 0,9507 0,97
5. GeSe, 0,9263 0,96
6. Fe,Se;0q°6H,0 0,9709 0,98

Astfel, toti cei sase compusi testati contribuie, Intr-o masurd mai mare sau mai mica, la
imbogitirea biomasei de spirulini cu seleniu. In ceea ce priveste producerea de biomasa, au fost
stabilite concentratiile cu efect de stimulare si inhibitie. Dintre compusii anorganici ai seleniului,
se evidentiaza Fe,;Se309-6H,0 si GeSe; care contribuie cel mai mult la imbogatirea biomasei de

spirulina cu seleniu, avand un efect favorabil si asupra productivitatii culturii.

3.1.2 Compozitia biochimica a biomasei de A. platensis CNMN-CB-11 la cultivare in
prezenta unor compusi anorganici ai Se (1V)
Valoarea functionald Tnaltd a biomasei de spirulind este determinatd de compozitia ei

biochimica unicala. Spirulina are un metabolism foarte labil iar sinteza si respectiv continutul
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compusilor sdi biologic activi pot fi dirijate. O parte din compusii biologic activi ai spirulinei
contin grupuri functionale care-i permit de a metaboliza bioelemente importante. In calitate de
surse de bioelemente sunt utilizate diverse forme/compusi chimici anorganici sau coordinativi.
Acestia din urma intervin si in procesele biosintetice ale culturii. Pentru ca biomasa de spirulina
imbogatitd cu seleniu sa-si pastreze proprietitile sale benefice, este important ca si valoarea
compozitiei ei biochimice sa nu fie diminuata la prezenta seleniului in cantitati peste limitele lui
fiziologice pentru culturi. In acest caz am considerat important de a stabili, in ce masurd
compusii seleniului utilizati pe rol de sursa de seleniu influenteaza si procesele biochimice, si ca
urmare continutul unor compusi biologic activi in biomasa de spirulind, in special a compusilor
care Incorporeaza in structurile sale seleniul acumulat.

Spirulina este, in primul rand, o sursad de proteine. Continutul de proteine variaza intre 55-
70% si poate fi considerat un indicator important al sigurantei biomasei. Continutul de proteine
se poate modifica in celula in dependenta de varsta culturii, de actiunea factorilor nocivi, inclusiv
a compusilor care se adauga la mediul de cultivare. S-a demonstrat, spre exemplu, cd unii
compusi coordinativi ai Zn(I) si Cr(Ill), suplimentati la mediul de cultivare induc sinteza
proteinelor in biomasa spirulinei, continutul carora creste cu 20% [58].

Referitor la efectul unor compusi ai seleniului asupra sintezei proteinelor in celulele A.
platensis existd date contradictorii. Pronina si colab. (2002) au relatat date despre inhibitia
sintezei proteinelor in prezenta a 10 mg/l selenit de sodiu. Cercetatorii chinezi Huang Z. (2006)
si Yuhui Q. (2000) din contra, au prezentat rezultate de crestere a continutului de proteine la
aceeasi concentratie a aceluiagi compus [114, 280, 322].

Dupa caracterul actiunii asupra dinamici acumularii proteinelor, compusii seleniului
testati in aceasta lucrare pot fi divizati conventional in douad grupuri: 1) compusii a caror
concentratii sporite mentin sau intensificd nivelul de sintezd al proteinelor — Na,SeOs,
(NH4)2Se03 si FepSes09-6H,0 (figura 3.4A). si 2) compusii a caror concentratii mari inhiba
sinteza proteinelor - ZnSeO3, GeSe, si CoSeO; (figura 3.4B).

In prezenta compusului Na,SeOs, odati cu cresterea concentratiei lui in mediul de
cultivare, spirulina si-a mentinut nivelul de sinteza al proteinelor, continutul lor in biomasa fiind

cu 2,8 - 7,7% mai 1nalt, pe fonul unei acumuldri neinsemnate, pana la 24 mg% de seleniu.
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Fig. 3.4. Continutul de proteine (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11 la
cultivare in prezenta compusilor: A - Na,SeOs, (NH,),SeOs, Fe,Se309-6H,0 si B - ZnSeOs,
GeSe,, CoSeO3

Un efect similar a fost caracteristic si pentru selenitul de amoniu, pentru care la
concentratia de 50 mg/1 a fost determinat un spor cu 8% al continutului de proteine, pe fonul unei
cantitati de seleniu acumulate de 14,44 mg%. O acumulare a proteinelor 17% mai mult fata de
martor, a fost stabilita pentru concentratia de 40 mg/l selenit de fier hexahidrat. Pentru aceasta
concentratie a fost obtinutd o acumulare de seleniu de 443,7 mg% in biomasa. Acumularea
maximala de Se - 606,9 mg% a fost obtinuta la concentratia selenitului de fier hexahidrat de 50
mg/l, pentru care continutul proteinelor a crescut cu circa 14%, comparativ cu martorul.

Compusul ZnSeOs, in intervalul de concentratii 5 - 25 mg/l, a influentat pozitiv sinteza
proteinelor la spirulina. Continutul maximal de proteine in biomasa, de 69,5% (cu 11,5% mai
mult in comparatie cu martorul) pe fonul unei cantitati de seleniu acumulate de circa 19 mg%, a
fost stabilit pentru concentratia de 15 mg/l. Cu cresterea concentratiei compusului in mediul de
cultivare, s-a observat o tendinta de reducere a continutului de proteine. La concentratia de 25
mg/l, nivelul de acumulare al proteinelor de catre spirulina a fost similar martorului. La
concentratia de 30 mg/l, s-a produs o scadere nesemnificativd a continutului de proteine in
biomasa spirulinei. Continutul de seleniu acumulat in biomasa, la concentratia selenitului de zinc
de 25 mg/l si 30 mg/l este de 41,83 si 52,64 mg%, respectiv. Este de mentionat faptul, ca
continutul de proteine determinat la concentratia de 15 mg/1 selenit de zinc, este similar variantei
cu aplicarea selenitului de fier hexahidrat in concentratie de 30 mg/l. Continutul seleniului
acumulat Tn biomasa difera insa, semnificativ - intre 19,03 mg% pentru ZnSeOs3 si 279,9 mg% In

cazul Fe,Se;0q:6H,0.
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Pentru GeSe,, cel mai Tnalt continut de proteine a fost stabilit la concentratia de 15 mg/l,
constituind in biomasa de spirulind 70,33%, ceea ce este cu 12,6% peste nivelul martorului.
Continutul seleniului in biomasd pentru aceastd concentratie este de 100,63 mg%. La
concentratiile de 25 si 30 mg/l selenura de germaniu, sinteza proteinelor s-a redus cu 8% si cu
13%, continutul seleniului acumulat fiind de 141,5 mg% si de 288,27 mg%, respectiv. In
intervalul de concentratii 20 - 30 mg/l, selenura de germaniu nu a afectat semnificativ sinteza
proteinelor, dar a favorizat procesul de acumulare a seleniului in biomasa spirulinei.

In cazul CoSeO; in concetratii mai diminuate nu a fost observata o stimulare
semnificativa a sintezei de proteine. Pentru concentratia de 20 mg/1 selenit de cobalt, valoarea
proteinelor a scazut cu 23% fatd de martor, constituind 41,87% pe fonul unei cantitati de 22,71
mg% seleniu in biomasa.

Prin urmare, toti compusii testati, in functic de natura si concentratia lor, influenteaza
sinteza proteinei in cultura de spirulina. Este de remarcat compusul Fe,;Se3Oq-:6H,0, care la
concentratia de 40 mg/l a stimulat cu 17% sinteza proteinelor si o acumulare de 443,7 mg%
seleniu [75]. Din punctul de vedere al producerii de biomasa si acumularii semnificative de
seleniu, acest compus poate fi introdus in tehnologiile de obtinere de biomasa cu un continut
apreciabil de proteine si imbogititd cu seleniu. In baza a trei indicatori (continutul de biomasai,
cantitatea de seleniu acumulata de 63 mg% si continutul de proteine de 70,33%), a fost evidentiat
un alt compus al seleniului - GeSe;, care, la fel, poate fi utilizat pentru a produce biomasa cu un
continut ridicat de proteine si imbogatit cu Seleniu si germaniu.

Un alt indicator, la fel de important, care determina valoarea biologica a spirulinei este
continutul de ficobiliproteine. Ficobiliproteinele joacd un rol important in mecanismul
fotosintetic al celulei. Continutul lor in biomasd se reduce semnificativ la prezenta in mediul de
cultivare a unor compusi chimici cu efect toxic [55].

Continutul de ficobiliproteine in celule constituie 60% din masa tuturor proteinelor hidro-
solubile sau 20% din masa uscata [199]. Ficobiliproteinele sunt primele proteine cianobacteriene
obtinute in formd purd. Se cunosc trei clase de ficobiliproteine: 1) aloficocianina; 2)
ficocianinele incluzand ficoeritrocianina si 3) ficoeritrinele. In spirulin, ficobiliproteinele sunt
reprezentate de ficocianina si aloficocianina. Adesea, ficocianina este considerata principalul
marker biologic al spirulinei [153, 236 - 237].

Efremova si colab. (2012) au demonstrat ca unele complexe metalice ale Mn (II) si Zn
(IT) afecteaza continutul de ficocianind in biomasa spirulinei [310]. Unii autori au stabilit 1nsa,
efectul stimulator al seleniului asupra sintezei ficobiliproteinelor si fixarea lui in structura

ficocianinei [55, 114].
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Toti compusii anorganici ai Se (IV) testati in aceastd lucrare au influentat pozitiv

dinamica acumularii ficobiliproteinelor la tulpina de spirulina inclusa in studiu (figura 3.5).
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Fig. 3.5. Continutul de ficobiliproteine (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11
la cultivare in prezenta compusilor: A - Na;SeOs, (NH,),SeOs3, Fe,Se;0y-6H,0 si B - ZnSeOs,
GeSe,, C0SeO3

Cea mai mare crestere a continutului de ficobiliproteine, cu 30,5%, comparativ cu
martorul, a fost determinata la suplimentarea selenurii de germaniu in concentratia de 5 mg/l.
Prezenta in mediul de cultivare a selenitului de amoniu in concentratia de 50 mg/1 si a selenitului
de zinc in concentratia de 15 mg/l, a condus la o crestere a continutului de ficobiliproteine cu
26,1% si, respectiv, cu 24,4%. In cazul selenitului de cobalt cea mai mare crestere a continutului
de ficobiliproteine - cu 16,3% comparativ cu martorul, a fost stabilitd la concentratia de 5 mg/I
compus. Selenitul de sodiu a fost mai inert in ceea ce priveste implicarea lui in stimularea
sintezei ficobiliproteinelor. Selenitul de fier hexahidrat, compus al seleniului care a favorizat
sinteza proteinelor si acumularea seleniului in biomasa de spirulind, nu a afectat si nici nu a
stimulat sinteza ficobiliproteinelor, continutul lor fiind unul relativ stabil pentru toate
concentratiile compusului.

Compusii testati au stimulat intr-o masurd mai mare sinteza ficocianinei de catre
spirulina, continutul maximal al céreia coincide cu acumularea maximald de ficobiliproteine
(figura 3.5). Exceptie prezintd selenitul de zinc si selenitul de fier hexahidrat, compusi care au
demonstrat o actiune stimulatoare mai pronuntata asupra sintezei aloficocianinei. Cel mai inalt
nivel de crestere a continutului de ficocianind (cu 41,8% fatd de martor) s-a determinat in

biomasa produsa la cultivarea spirulinei in prezenta a 5 mg/l selenura de germaniu. Cel mai inalt
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continut de aloficocianind s-a Inregistrat in biomasa obtinutd la cultivarea cianobacteriei in
prezenta a 15 mg/1 selenit de zinc [5].

Rezultate similare au fost raportate de catre Huang si col. (2006) care au inregistrat O
crestere cu 12% a continutului de ficocianina si cu 15% a cantitatii de aloficocianina la cultivarea
spirulinei in prezenta a 10 mg/l Na;SeOs [114]. In cazul nostru, suplimentarea a 10 mg/I selenit
de sodiu a condus la stimularea sintezei ficocianinei cu 6% si a aloficocianinei cu 7%, rezultat
datorat probabil, reactiei specifice a tulpinii de spirulind selectate de noi, in conditii similare de
cultivare.

Selenitul de fier hexahidrat, compus al seleniului care a favorizat sinteza proteinelor si
acumularea seleniului in biomasa de spirulind, nu a afectat si nici nu a stimulat sinteza
ficobiliproteinelor, continutul lor fiind unul relativ stabil pentru toate concentratiile compusului
[75].

Cel de al treilea indicator, la fel de important, care reflecta calitatea biomasei de spirulind
este continutul de glucide. Continutul de glucide variaza intre 10 si 20% in biomasa de spirulina.
Aproximativ 50% din glucide sunt polizaharide, cum ar fi pectina si hemicelulozele.

Literatura de specialitate oferd date despre efectele unor compusi coordinativi ai
microelementelor asupra continutului de glucide. Astfel, compusii coordinativi ai Zn (II) cu
monocloracetat si monobromacetat in concentratiile de 5 mg/l si 20 mg/l sporesc cu 14,77% -
9,44% continutul de glucide in biomasa de spirulind. Compusii coordinativi ai Fe (III) cu
alanina, valina si glicina in concentratii de pana la 50 mg/1 stimuleaza sinteza glucidelor, sporind
in medie cu 50% continutul lor, iar compusii coordinativi ai Cr (III) dubleaza continutul de
glucide in biomasa de spirulind [12, 58]. O crestere semnificativa a continutului de glucide in
biomasa de spirulind a fost stabilitd si In prezenta unor concentratii mari de NaCl, ceea ce se
explica prin faptul ca spirulina dezvolta mecanisme de protectie in conditii de stres [39].

Dinamica modificarii continutului de glucide in biomasa de spirulind produsa la cultivare
in prezenta compusilor seleniului este redata in figura 3.6. Selenitul de sodiu nu a modificat
continutul de glucide la concentratii de pana la 30 mg/l. Pentru celelalte doua concentratii ale
compusului (40 si 50 mg/l), continutul de glucide s-a majorat cu circa 8%. Pronina si colab.
(2002) au stabilit, ca odata cu cresterea concentratiei in mediul de cultivare al spirulinei a acestui
compus, se majoreaza si continutul de glucide. Incepand cu 500 mg/I si la concentratii mai mari
are loc fenomenul de absorbtie a selenitului pe glucidele secretate de celulele spirulinei si,
ulterior, reducerea lui la valentd zero si biomasa capata o culoare rosietica [322]. Rezultate

similare au fost descrise si de alti autori [115, 154].
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Fig. 3.6. Continutul de glucide (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11 la
cultivare in prezenta compusilor: A - Na,SeO3, (NH,),SeO3, Fe,Se30q:6H,0 si B - ZnSeOs,
GeSe,, C0Se03

Suplimentarea selenitului de amoniu, de asemenea, nu a modificat in mod semnificativ
continutul de glucide din biomasa de spirulina. Selenitul de fier hexahidrat a contribuit la
sporirea sintezei glucidelor. Continutul acestora creste cu 14 - 27,4% fata de martor, in functie de
concentratia compusului din mediul de cultivare al spirulinei. Concentratia minimala, de 10 mg/1,
a stimulat cu 26,4% sinteza de glucide de catre spirulina.

In cazul compusului ZnSeOs s-a observat o dependenta directd a continutului de glucide
in biomasa de spirulind de concentratia acestuia in mediul de cultivare: cu cat concentratia
compusului este mai inalta, cu atat creste continutul de glucide in biomasa. La concentratia de 30
mg/l selenit de zinc, continutul de glucide in biomasa de spirulind a crescut cu 40%.

Selenura de germaniu in concentratia de 20 mg/l a stimulat sinteza glucidelor cu 36,5%,
iar la concentratia de 30 mg/1, nivelul acumulat in biomasa a lor, a fost cu 50% peste nivelul
martorului. Concentratiile de 5, 10, si 15 mg/l nu au modificat acumularea de glucide, continutul
carora a ramas la nivelul martorului.

Toate concentratiile de CoSeOs au sporit sinteza glucidelor in biomasa spirulinei. In
comparatie cu martorul, s-a observat o crestere cu 23,6 - 44,0% a continutului de glucide.
Continutul maximal de glucide in biomasa, de 16,27% (cu 44,0% mai mult fatd de martor), a fost
stabilit la concentratia selenitului de cobalt de 20 mg/l. Cel mai inalt nivel de acumulare a
glucidelor s-a stabilit la addugarea compusului testat in concentratia lui maximala.

Afirmatia este valabild pentru toti compusi seleniului studiati. Cresterea maximald a

continutului de glucide, cu 50,3%, comparativ cu martorul a fost stabilita la cultivarea spirulinei
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pe mediul nutritiv suplimentat cu 30 mg/l GeSe,. Compusii Na,SeOs si (NH4),SeO3; nu au
modificat continutul glucidelor in biomasa spirulinei.

Lipidele, sunt, de asemenea compusi biologic activi ai spirulinei cu functii importante, in
primul rand de structurare si fluidizare a membranelor. In conditii de stres indus, cand cultura de
spirulind dezvoltd mecanisme de adaptare la conditiile de cultivare, continutul de lipide in
biomasi creste. In biomasa de spirulind, continutul de lipide poate fi majorat prin modificarea
conditiilor de cultivare [43] sau prin intermediul stimulatorilor [12].

A fost stabilit impactul compusilor seleniului si asupra dinamicii acumularii lipidelor in

h

Na25e03 (NH4)25e03 Fe25e309 ZnSe 03 GeSe2 CoS5e03

biomasa de spirulina (figura 3.7).
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Fig. 3.7. Continutul de lipide (% BAU) in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11 la
cultivare in prezenta compusilor: A - Na,;SeO3, (NH,),SeOs, Fe,Se30q:6H,0 si B - ZnSeOs,
GeSe,, CoSeO3

Compusul NaySeOs; in concentratiile de la 30 pana la 50 mg/l a indus cresterea
continutului de lipide in biomasa de spirulina. Pronina si colab. (2002) au stabilit, ca Na,SeOs; in
concentratiile de 10 - 100 mg/l contribuie la o crestere de 2 ori a continutului de lipide in
biomasa de spirulina [207]. Huang si colab. (2006) relateaza ca adaugarea de selenit de sodiu in
concentratie de 10 mg/l duce la o scadere cu 12% a continutului total de lipide in biomasa de
spirulina [114].

O astfel de discrepanta in date este rezultatul utilizarii diferitor tulpini ale spirulinei, a
conditiilor diferite de cultivare si a duratei de cultivare. In cazul nostru, acumularea maximala de

lipide in biomasa se realizeaza la concentratia de 50 mg/1 selenit de sodiu: continutul de lipide
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este de 5,72% (pe fonul continutului de Se de 24,16 mg%), ceea ce este cu 29,7% mai mult fata
de martor.

Selenitul de amoniu, la fel, in concentratiile de 30-50 mg/l, a stimulat sinteza lipidelor,
continutul lor In biomasa fiind de 4,49 - 5,95%. Continutul maximal de lipide in biomasd -
5,95%, a fost stabilit la concentratia de 50 mg/1 selenit de amoniu (pe fonul a 14,44 mg% seleniu
acumulat).

O crestere similard a continutului de lipide In biomasa, a fost determinatd si pentru
concentratia de 50 mg/l selenit de sodiu si de selenit de amoniu (pe fonul unui continut al
seleniului de 22,8 mg/l si de 24 mg/l, respectiv). Continutul diferit de seleniu in cazul dat
demonstreaza, ca acumularea lui in biomasa de spirulind nu determina modificarea activitatii de
biosinteza a lipidelor de catre spirulina.

Selenitul de zinc a stimulat sinteza lipidelor la concentratiile de 10 mg/l si 15 mg/l.
Continutul de lipide in biomasd a constituit 5,07% si 5,77% (pe fonul continutului de seleniu
acumulat de 9 si 19 mg%, respectiv), ceea ce este cu 16% si cu 31%, respectiv peste nivelul
martorului. Mentinerea continutului de lipide la nivelul fiziologic al culturii, care a fost
determinat pentru concentratii mai inalte ale selenitului de zinc poate fi dovada acomodarii
culturii de spirulina la stresul indus de prezenta compusului in mediul de cultivare.

In prezenta compusului CoSeOs (5 - 15 mg/l), continutul de lipide a crescut in biomasa
de spirulind de la 4,82 la 5,26%, ceea ce este cu 9 - 19% peste nivelul martorului. Continutul
maximal de lipide de 5,26% a fost stabilit la o concentratie a seleniului introdusa prin compus in
mediul de cultivare de 6,36 mg/l, iar cantitatea de seleniu acumulat a fost 19 mg%, ceea ce
demonstreaza, ca acumularea seleniului nu are impact asupra sintezei lipidelor. O crestere a
concentratiei de CoSeO3 peste 15 mg/l a condus la scaderea continutului de lipide, dar pana la
nivelul fiziologic al culturii cianobacteriene.

Selenitul de fier hexahidrat a favorizat acumularea seleniului in biomasa spirulinei,
continutul acumulat al caruia este determinat de concentratia seleniului introdus in mediul de
cultivare. Continutul de lipide in biomasa este crescut pentru toate concentratiile selenitului de
fier hexahidrat aplicate. Continutul maximal, de 7,38% lipide in biomasa, a fost determinat la
concentratia de 30 mg/l compus, ceea ce este cu 67% peste nivelul martorului [75]. La
concentratiile compusului de 40 si de 50 mg/l, continutul de lipide a scdzut, dar in acelasi timp
acesta a fost, totusi, mai mare cu 26 - 30%, comparativ cu martorul. Se poate presupune, ca
compusul este, astfel, implicat in sinteza lipidelor care este determinata de cantitatea lui

introdusa in mediul nutritiv, dar care nu depinde de continutul acumulat al seleniului in biomasa.
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Compusul GeSe;, pentru care, de asemenea, au fost determinate niveluri inalte ale
seleniului acumulat in biomasa, a indus sinteza lipidelor pentru toate concentratiile testate. O
acumulare semnificativa de lipide, cu 47% in comparatie cu martorul, a fost stabilita pentru
concentratia de 5 mg/l compus. Continutul de lipide determinat in biomasa obtinuta la cultivarea
spirulinei in prezenta selenurii de germaniu este direct proportional cu concentratia compusului.
Cel mai 1nalt continut de lipide in biomasa de spirulina, de 8,21% (cu 86% mai mult comparativ
cu martorul), a fost stabilit la concentratia selenurii de 30 mg/l. Cresterea in continuare a
continutului de lipide in biomasa spirulinei odata cu cresterea concentratiei selenurii in mediul de
cultivare poate fi rezultatul unei sensibilizari a activitatii biosintetice a culturii.

Prin urmare, toti compusii testati ai Se (IV), intr-un mod sau altul, contribuie la cresterea
continutului de lipide, care nu depinde de valoarea seleniului acumulat in biomasa de spirulina.
Continutul inalt de lipide in biomasa poate fi datorat unui posibil stres indus de compusii
seleniului. Pentru a confirma sau infirma acest fapt, a fost necesara determinarea produselor

degradarii oxidative a lipidelor ca rezultat a acumuldrii In exces a radicalilor liberi.

3.1.2.1 Evaluarea continutului produselor degraddrii oxidative a lipidelor in biomasa
de A. platensis CNMN-CB-11 la cultivare in prezenta compusilor anorganici ai Se (1V)

Sunt importante nu numai rezultatele impactului compusilor seleniului asupra
productivitatii spirulinei §i compozitiei sale biochimice. O acumulare in exces a produselor
degradarii oxidative a lipidelor poate reduce semnificativ din valoarea biologica a biomasei de
spirulina, si prin urmare si din siguranta ei in calitate de materie primd pentru producerea de
diverse preparate. Testul dialdehidei malonice (testul DAM) este utilizat in aprecierea nivelului
de stres oxidativ indus in cultura de spirulind ca rezultat a modificarii conditiilor de cultivare [13,
54]. In cercetarea de fata testul DAM a fost aplicat in calitate de marker al unei posibile toxicitati
a compusilor seleniului (seleniului acumulat) pentru cultura de spirulina. In figura 3.8. este redat
grafic continutul produselor degradarii oxidative a lipidelor in biomasa A. platensis CNMN-CB-
11 la cultivarea ei in prezenta compusilor anorganici ai seleniului (seleniului acumulat). Un
continut al dialdehidei malonice la nivelul martorului a fost determinat pentru toate
concentratiile selenitului de sodiu si selenitului de amoniu. Acumularea din acesti compusi a
unor cantitati de seleniu de 14,44 si de 24,16 mg% in biomasa de spirulind nu este un proces
insotit de acumularea in exces a radicalilor liberi si oxidarea lipidelor. Deci, prezenta in mediul
de cultivare a seleniului, dar nici a sodiului si nici a amoniului, nu prezinta pericol pentru cultura

de spirulina.
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Fig. 3.8. Cantitatea de dialdehidi malonica (DAM, nM/g) in biomasa de A. platensis
CNMN-CB-11 la cultivare in prezenta compusilor: A - Na;SeO3, (NH,),SeO3,
Fe,Se;049:6H,0 si B - ZnSeO3, GeSe,, CoSeO;

Continutul DAM s-a majorat in limitele a 3,6 - 9,1% comparativ cu martorul in biomasa
obtinuti in prezenta selenitului de cobalt, in limita concentratiilor aplicate ale acestui compus. In
cazul selenitului de zinc nivelul dialdehidei malonice s-a diminuat nesemnificativ (de la 4,1 pana
la 12,8%). Modificarea continutului de DAM la adaugarea compusilor ZnSeO3 si CoSeO3; nu
este determinatd de concentratia suplimentata si nu depinde de cantitatea de seleniu acumulat:
seleniul acumulat constituie 52,64 mg% in cazul selenitului de zinc si 22,71 mg% in cazul
selenitului de cobalt.

La suplimentarea Fe,Se3Oq-6H,0 si GeSe,, in prezenta cirora in biomasa de spirulina se
acumuleaza (comparativ cu ceilalti compusi) cea mai mare cantitate de seleniu, nivelul
dialdehidei malonice, la fel, nu s-a modificat esential comparativ cu martorul.

Astfel, datele testului DAM demonstreaza lipsa unei cresteri semnificative a nivelului
dialdehidei malonice, chiar si in variantele cu cantitatile cele mai inalte de seleniu acumulat - in
cazul selenitului de fier hexahidrat si a selenurii de germaniu. Se poate afirma deci, despre lipsa
reactiei oxidative necontrolate in cultura spirulinei, care rezistd la stres si rdspunde prin sinteza
constanta a lipidelor care mentin fluiditatea membranara si viabilitatea celulara. Dovada acestei
afirmatii este si continutul inalt de biomasa produsa sau la nivelul martor a culturii. Prin urmare,
compusii testati ai seleniului nu sunt toxici pentru cianobacteriia Arthrospira platensis in limita
concentratiilor aplicate, in timp ce procesele vitale nu sunt intrerupte si echilibrul compozitiei

sale biochimice nu este perturbat.
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3.1.2.2 Modificarea activitdtii antioxidante in procesul de acumulare a seleniului in
biomasa de A. platensis CNMN-CB-11

Testul dialdehidei malonice nu este singurul indicator al stresului instalat in cultura de
spirulind. In ultimii ani, un mare interes au antioxidantii naturali din produsele alimentare,
suplimente, medicamente s. a. [37, 159, 273].

Spirulina contine carotenoizi, acid ascorbic, vitamine (B1, B2, B6, B12, E, K),
polizaharide, acizi grasi polienici, acizi organici, aminoacizi, fenoli si alte substante biologic
active, care determini statutul antioxidant al biomasei [171 - 172]. In conditii de stres puternic
activitatea antioxidanta a spirulinei creste sau se reduce in dependenta de raportul dintre sinteza
si consumul substantelor cu efect antioxidant. Acest indicator se poate modifica in dependenta de
conditiile de cultivare si statutul oxidativ a culturii de spirulina, si la fel, poate fi considerat un
marker al stresului instalat [2, 295].

A fost urmarita dinamica valorilor testului antioxidant ABTS a extractelor hidrice (in
calitate de indicator monitorizat) obtinute din biomasa de spirulina (figura 3.9). A fost stabilita o
reducere a activitatii antioxidante a extractelor hidrice din biomasa obtinutd la cultivarea
spirulinei in prezenta selenitului de amoniu: valorile testului antioxidant au fost cu 20,58 - 35,9%
mai diminuate decat martorul. Dupa cum a fost stabilit anterior, acumularea seleniului din acest
compus este lenta si cu un nivel, respectiv mic al lui In biomasa: continutul seleniului in biomasa

creste doar de la 2,15 mg% la 14,44 mg%.
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Fig. 3.9. Activitatea antioxidanta a extractelor hidrice (% inhibitie ABTS) din biomasa de
A. platensis CNMN-CB-11 si nivelul seleniului acumulat (mg%) la cultivare in prezenta
compusilor: A - Na,SeOs;, (NH4)28603, ZnSe03, CoSeOs3 §| B - GeSe,, Fe,Se;0q-6H,0

80


mailto:I.%20%20Zinicovscaia

La cultivarea spirulinei in prezenta selenitului de sodiu activitatea antioxidantd a
extractelor hidrice a crescut, insa, cu 28,3% la concentratia de 100 mg/1 si cu 41,6%, respectiv, la
concentratia de 50 mg/l compus, comparativ cu martorul.

Ca si in cazul compusului precedent, acumularea seleniului din selenitul de sodiu a
decurs lent, in biomasa de spirulinda acumulandu-se o cantitate relativ mica de microelement.
Cresterea activitatii antioxidante a extractelor hidrice denotd prezenta efectului oxidativ al
selenitului de sodiu, ca rezultat al proceselor intensive biosintetice in cultura de spirulina care se
manifestd pornind de la concentratiile mici ale compusului in mediul de cultivare.

Pentru selenitul de cobalt au fost stabilite trei concentratii: 5 mg/l, 10 mg/1 si 15 mg/l care
nu au modificat activitatea antioxidantd a extractelor hidrice, valorile testului antioxidant
oscilidand cu variatii neesentiale in limitele valorice ale activitdtii antioxidante a extractelor
hidrice din biomasa spirulinei cultivata in conditii standard (cu 7,55% sub limitele martorului si
cu 9,61% mai mare ca acesta). Concentratia selenitului de cobalt de 20,0 mg/l care a asigurat o
acumulare de circa 23 mg% seleniu in biomasa a redus cu circa 38% activitatea antioxidanta a
extractului hidric. Astfel, se poate considera ca dozele de 5 - 15 mg/l selenit de cobalt nu au
indus stresul oxidativ in cultura de spirulina, spre deosebire de concentratia compusului de 20
mg/l.

In prezenta selenitului de zinc nivelul de acumulare a seleniului in biomasi a crescut
odata cu majorarea concentratiei compusului in mediul de cultivare, iar pe fonul acestei
dinamici, indicele respectiv s-a redus cu circa 8 - 24%. La concentratia de 30 mg/l la care se
determind confinutul cel mai mare, de 52 mg% seleniu in biomasa, acivitatea antioxidantd a
ramas la valori reduse de circa 41% inhibitie radical ABTS, ceea ce este cu 22,6% mai jos de
nivelul martorului. Astfel, efectul toxic oxidativ al selenitului de zinc se manifesta pentru toate
concentratiile testate ale compusului, dovadd fiind consumul intens al componentelor
antioxidante.

Comparativ cu compusii analizati anterior, in prezenta a 5 mg/l selenura de germaniu
activitatea antioxidanta a extractului hidric s-a redus cu circa 18%, iar la concentratia de 10 mg/1,
capacitatea antioxidanta a crescut, deja, cu circa 16% comparativ cu martorul. La fel si in cazul
concentratiei de 15 mg/l compus - activitatea antioxidantd a crescut fatd de concentratia
precedenta a selenurii de germaniu cu circa 14%. La concentratia selenurii de 25 mg/l, activitatea
antioxidantd, iardsi s-a redus cu circa 20%. Aceasta a crescut din nou, cu circa 35% comparativ
cu martorul, la concentratia de 30 mg/l, concentratie care a determinat cel mai inalt continut al

seleniului in biomasa - circa 220 mg%.
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Activitatea antioxidantd (in baza extractelor hidrice) a spirulinei cultivata in prezenta
selenitului de fier hexahidrat (pentru care de altfel a fost caracteristica o acumulare mai intensa a
seleniului Tn biomasa), si-a mentinut nivelurile in limitele martorului. Exceptie, concentratia de
10 mg/l (circa 118 mg% seleniu acumulat) si cea maximald de 50 mg/l (circa 600 mg%
acumulat). La aceste concentratii de compus/continut de seleniu, activitatea antioxidanta a fost
cu circa 18% (10 mg/l), si cu circa 12% (50 mg/l) mai redusa. Se poate presupune deci, despre
implicarea compusului in activitatea biosinteticd a spirulinei si lipsa efectului lui toxic oxidativ
indus asupra culturii.

Astfel, datele testului antioxidant cu utilizarea radicalului ABTS (dupa extractele hidrice)
demonstreaza, ca efectul compusilor seleniului testati asupra tulpinii cianobacteriei Arthrospira
platensis CNMN-CB-11 poate fi caracterizat ca netoxic sau toxic moderat. Modificarea
activitatii antioxidante nu depinde de concentratia /cantitatea seleniului in mediul de cultivare si

respectiv, nici de continutul seleniului in biomasa [4].

3.2 Procedee de obtinere a biomasei de spirulina cu continut sporit de seleniu

bioorganic

Rezultatele obtinute la etapele anterioare ale cercetdrii au scos in evidenta faptul, ca
seleniul prezinta o ratd de acumulare diferita in biomasa de spirulina (in raport cu concentratiile
compusilor/cantitatea de seleniu introdusa prin compus), iar concentratiile testate nu afecteaza
producerea de biomasa care se pastreaza la un nivel relativ bun. Compusii care au asigurat
niveluri mult mai Tnalte de acumulare a seleniului, fard a deteriora sever procesele de producere a
biomasei si cele biosintetice la spirulina, §i respectiv compozitia ei sunt selenitul de fier
hexahidrat si selenura de germaniu. Spirulina cultivata in prezenta selenitului de fier hexahidrat
(50 mg/l) acumuleazi circa 600 mg% seleniu in biomasa. In prezenta selenurii (30,0 mg/l),
continutul de seleniu in biomasa este de circa 228 mg%.

Procesul de acumulare a seleniului este dependent de un sir de factori, printre care este
gradul diferit de disociere al compusilor seleniului. Se stie, ca rata de acumulare a seleniului mai
depinde si de includerea mai rapida a sulfului, cu care concureaza seleniul in metabolismul
aminoacizilor ce confin sulf: metionina si cisteina. Acumularea seleniului in biomasa depinde
direct si de cantitatea de seleniu introdusa in mediul nutritiv.

In componenta mediului de cultivare pentru tulpina de spirulina utilizata in lucrarea de
fata sunt prezente doua saruri care contin sulful: sulfatul de potasiu si sulfatul de magneziu. S-a

demonstrat, ca sulfatul de magneziu se impune ca factor cu influenta negativa asupra procesului
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de acumulare a seleniului. De aceea, aceasta sare a fost inlocuitd In mediul de cultivare al
spirulinei preparat in scopul acumularii seleniului, cu clorura de magneziu, iar concentratia
sulfatului de potasiu a fost micsoratd de 2 ori. Totodata, procesul de includere a seleniului in
biomasa de spirulina este mai eficient la un pH = 8,0 - 8,5. Pentru mentinerea pH-ului la valorile
mentionate, cultura de spirulind pe perioada cultivarii se barboteaza cu CO, [12].

In continuarea cercetarii au fost montate experiente in care tulpina de spirulina 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 spirulina. Rezultatele obtinute sunt aduse in tab. 3.3 si 3.4. Vom mentiona faptul, ca
in cazul acestor experiente cresterea cantitdtii de seleniu a fost monitorizata in raport cu nivelul

de producere al biomasei, selectat de noi in calitate de indicator de control al procesului.

Tabelul 3.3. Nivelul de biomasa produsa si cantitatea de seleniu acumulat in prezenta
selenitului de fier hexahidrat (50 mg/l) suplimentat in rate si la diferite perioade de

cultivare a A. platensis

Perioada ciclului de Biomasa, Continutul de seleniu in biomasa,
cultivare la care a fost %M mg%o

suplimentat compusul

1 zi de cultivare 113,92 606,9+7.49

3-a zi de cultivare 109,31 656,8+9,60

¥ (1-a zi de cultivare) si 115,31 694,2+4,12
Y (3-a zi de cultivare)

Martor 100,00 (1,053+0,010) 0,161+0,05

Rezultatele experimentale obtinute in cazul selenitului de fier hexahidrat, au scos in
evidentd, ca suplimentarea compusului in rate: 2 (in concentratie 25 mg/l) in 1-a zi si 2 (in
concentratie 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, cét si asupra procesului de crestere al
spirulinei, nivelul de producere al biomasei crescand chiar, cu circa 15% (in raport cu spirulina
crescutd in conditii standard). Continutul seleniului in biomasa de spirulind cultivata in prezenta
selenitului de fier hexahidrat administrat in conditiile date ale experientei a atins cota de 694,2
mg% (tabelul 3.3). In cazul selenurii, acumularea maximala a seleniului in biomasa — 378,50
mg% fard a modifica principial producerea de biomasa (in jurul a 94% in raport cu martorul), a
fost atinsa la suplimentarea acestuia (in concentratie de 30mg/1 la cultura de spiruling, in a 3-a zi

de cultivare (tabelul 3.4).
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Tabelul 3.4. Nivelul de biomasi produsa si cantitatea de seleniu acumulat la cultivarea
A. platensis in prezenta selenurii de germaniu (30 mg/l) suplimentata in rate si la diferite

perioade de cultivare

Perioada ciclului de Biomasa, Continutul de seleniu in biomasa,
cultivare la care a fost %M mg%
suplimentat compusul
1 zi de cultivare 99,71 228,27+6,67
3-a zi de cultivare 94,60 378,50+2,70
¥4 (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) 0,161+0,05

Studii orientate spre elucidarea mecanismelor de bioacumulare a metalelor in biomasa
cianobacteriand si microalgald indicd implicarea In procesul de acumulare a membranei si
peretelui celular, precum si formarea legaturilor intre metal si liganzii citoplasmatici,
fitochelatinele si metaloproteinele si altor molecule intracelulare. Grupurile functionale
implicate, asa ca — OH (hidroxil); - PO30, (fosforic); - NH; (aminic); - COOH (carboxilic); -SH
(sulthidric) sunt repartizate in diferite clase de substante organice, astfel ca proteinele,
glicolipidele, peptidoglicanii, polizaharidele si au fiecare in parte o constanta specifica de
disociere. Arthrospira platensis (spirulina) contine componente donatoare de grupuri functionale
active prin care acestea sunt implicate in procesele de bioacumulare si biotransformare a fomelor
anorganice in cele organice a metalelor. Conform datelor unor autori, formele de seleniu
acumulat in biomasa de spirulind sunt: seleniul organic (de pana la 80 - 85% din seleniul
acumulat) si formele anorganice - seleniul (IV) (de pana la circa 13%) si seleniul VI (circa 1%),
demonstrand ca in procesul de crestere al spirulinei cea mai mare parte a seleniului anorganic se
transforma eficient in cel organic [42].

In continuare, s-a determinat in care din fractiile biologic active ale biomasei de spirulina
s-a repartizat seleniul. In acest scop, biomasa de spirulind obtinuti prin cultivare in prezenta
compusilor seleniului care asigura acumularea optimala a lui in conditiile specifice de proces, a
fost supusa fractionarii. Astfel, au fost obtinute fractiile de compusi cu masa moleculard mica si
medie - aminoacizi liberi si oligopeptide, proteine, glucide si lipide. Rezultatele care reflecta
distributia seleniului in aceste fractii ale biomasei de spirulind sunt redate de figura 3.10: A -
biomasa obtinutd in prezenta selenitului de fier hexahidrat, B - biomasa obtinutd in prezenta
selenurii de germaniu.

Din continutul total de seleniu acumulat in biomasa de spirulind, in fractiile biologic

active obtinute din biomasa crescuta in prezenta selenitului de fier hexahidrat au fost determinate
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74,8%. In fractiile biologic active din biomasa obtinuti in prezenta selenurii de germaniu s-au

determinat sumar 71,7% din continutul total de seleniu.

Lipide; Proteine:
10,50% 28,50%

Glucide: 9%

Aminoacizi
liberi,
oligopeptide:
26,80% (A)

Lipide: )
12,80% Proteine:

27,20%
Glucide: 8% \

Aminoacizi
liberi,

oligopeptide:
23,80%

(B)

Fig. 3.10. Distributia seleniului in diferite fractii biologic active ale biomasei de spirulina
obtinuti: (A) - in prezenta selenitului de fier hexahidrat si (B) - in prezenta selenurii de

germaniu

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

—9,0% total (selenitul de fier hexahidrat) si 8,0% total (selenura de germaniu).



Rezultatele cercetdrilor noastre demonstreaza, cd la aplicarea ambilor compusi ai
seleniului, majoritatea seleniului anorganic se biotransforma in organic prin integrarea in
compusii cu masa moleculard mica si medie (circa 23 - 26%) si proteinele (circa 27 - 28%). Se
stie, ca seleniul se poate include in metabolismul aminoacizilor si proteinelor ce contin sulf prin
substituirea sulfului din acestia, fapt demonstrat prin prezenta seleno-analogilor pe parcursul
acumularii seleniului in biomasa [271]. Glucidele (circa 8 - 9% seleniu organic), de asemenea,
sunt implicate in acumularea seleniului. In cazul glucidelor, seleniul este incorporat in
peptidoglicanii peretelui celular. In fractia lipidica au fost determinate circa 10 - 12% seleniu
[57]. In ceea ce priveste lipidele, unii autori sugereaza, ci seleniul in aceste componente biologic
active nu este incorporat metabolic, ci legat noncovalent de acestea [94, 207].

Astfel, cultivarea tulpinii Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) in conditiile
stabilite asigura obtinerea unei biomase cu un continut sporit al seleniului organic care se contine
la niveluri inalte (circa 59 - 64% total) in fractiile biologic active ale acesteia, inclusiv determinat
in lipide (10 - 13%).

Arthrospira platensis CNMN-CB-
11 (spirulina)

v v
Fe,Se30q:6H,0 Y
50 mg/I: Prepararea mediului nutritiv cu o GeSe;
1-a zi de cultivare - /2 cantitate redusa de sulfati 3.4 Zgi’(()j?glﬂlli[ivare
3-a zi de cultivare - %

\ 4

Inocularea suspensiei de spirulinad
0,40 — 45 g/l BAU

\ 4 \ 4
Parametri: temperatura 28 - 30 °C, 378,5 mg%, dintre
694 mg%, dintre care iluminarea de 37-55 uM fotoni/m’/s; care
519 mg % seleniu pH=8,0-8,5 271 mg % seleniu
biotransformat biotransformat
(aminoacizi liberi, l (aminoacizi liberi,
oligopeptide, glucide, : L : oligopeptide, glucide,
proteine), lipide Biomasa de splrullna c_u continut proteine), lipide
sporit de seleniu >

Fig. 3.11. Schema generalizata de obtinere a biomasei de spirulina cu continut sporit de
seleniu [6, 58]
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In figura 3.11 este redatd schema generala de realizare a celor 2 procedee de obtinere a
biomasei cu un continut sporit de seleniu in procesul de cultivare a tulpinii cianobacteriei A.
platensis CNMN-CB-11, care se realizeaza conform urmatoarei succesiuni de proceduri:

La prima etapd de realizare a procedeelor se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea
compozitie: (in g/l) NaNO3-2,5; NaHCO3-2,0; NaCl-1,0; K;S0O4-0,5; Na;HPO,4-0,2; MgCl,-0,05;
CaCl,-0,024; 1 ml/1 solutie de microelemente ce contine (mg/l): H3BO3-2,86; MnCl,-4H,0-1,81;
CuS0,4-5H,0-0,08; M003-0,015; FeEDTA-1 ml/l mediu. Fiecare sare in cantitatea si succesiunea
indicatd se cantdreste si se dizolva in volumul de apa potabild echivalent cu 3/5 din volumul unui
vas cu capacitatea de 10 1. Se adauga solutiile de microelemente si fier helatat. Se aduce volumul
mediului nutritiv la cota de 10 I.

La etapa a doua, in volumul de mediu nutritiv preparat, se inoculeaza tulpina
cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina), cantitatea de cultura care trebuie
introdusa este de 0,4 - 0,45 g/l in recalcul la biomasa absolut uscatd de spirulind. Cultura de
spirulind se transfera a cate 500 ml in retorte conice din sticla cu volumul total de 1000 ml.
Introducerea compusilor seleniului se efectueaza conform procedurii:

(1) Procedeul cu aplicarea selenitului de fier hexahidrat Fe,Ses09-6H,0 in concentratie de

50mg/l: Se prepara solutia standard cu concentratia de 10 mg/ml in volumul recalculat la
concentratia de 50 mg/l. Jumatate din solutia de selenit de fier hexahidrat se adauga la
cultura de spirulind in primele ore de la inceputul procesului de crestere (1-a zi de
cultivare) si cealalta jumatate la inceputul cele de a 3-a zi de cultivare.

(2) Procedeul cu aplicarea selenurii de germaniu GeSe; in concentratie de 30 mg/l: Se
prepara solutia de compus cu concentratia de 10 mg/ml. Volumul de solutie obtinuta
recalculat la concentratia de 30 mg/l selenura se adaugd la cultura de spirulind la
inceputul celei de a 3-a zi de cultivare.

Etapa de cultivare a tulpinii A. platensis CNMN-CB-11. Procesul de cultivare al

spirulinei dureaza 144 ore si se realizeaza cu respectarea parametrilor: in primele 48 ore,
temperatura de 28 °C; pH-ul mediului 8,0 - 8,5, si in urmatoarele 96 ore: temperatura de 30 °C;
pH-ul 8,0 - 8,5; intensitatea iluminarii pana la 37 - 55 uM fotoni/m%/s. In scopul mentinerii pH-

ului la valoarea 8,0 - 8,5, cultura de spirulind pe durata cultivarii se supune barbotarii cu CO;.

La etapa finala (sfarsitul ciclului de cultivare), cultura de spirulind crescutd in prezenta
concentratiilor selectate ale compusilor seleniului se supune filtrarii printr-un filtru din hartie
demineralizata §i umectat in prealabil cu apa purificatd. Dupa, in vederea inlaturarii 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.
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3.3. Tehnologia integrata de obtinere a preparatelor cu continut sporit de seleniu in

baza biomasei de spirulina

Unul dintre avantajele importante ale cianobacteriilor si microalgelor in calitate de
obiecte biotehnologice, este posibilitatea de a integra eficient in cadrul unui si aceluiasi flux
neintrerupt de fabricare mai multe procese, incepand cu cele de producere a biomasei cu un nivel
sporit de componente biologic active prin sinteza dirijatd si in conditii optimale prestabilite de
proces, dupa care fluxul tehnologic poate continua cu procesarea fractionatd a biomasei in
vederea obtinerii, unul dupa altul, a unor componente biologic active aparte. In final, biomasa
cianobacteriand sau microalgala poate servi, pe de o parte, ea insasi in calitate de produs finit cu
o formula stabilita, sau poate servi in calitate de materie prima biologic activa, din care sa fie
obtinute un sir de preparate policomponente cu diverse proprietati benefice. Toate acestea au fost
demonstrate pentru tulpina Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) utilizatd in prezenta
cercetare, o tulpina care s-a confirmat in producerea in serie, fiind valorificata la nivel industrial
pentru obtinerea suplimentelor alimentare si produselor farmaceutice sub denumirea comerciala
,»B10R” la ,FICOTEHFARM” SRL (or. Chisindu, R. Moldova).

Utilizarea biomasei de spirulind in calitate de adaos alimentar este bine cunoscuta.
Cantitatea de biomasa care de obicei se utilizeaza in calitate de supliment este relativ mica, iar
efectele manifestate sunt semnificative. Eficacitatea biologica inaltd a biomasei de spirulina este
datorata prezentei complexelor de substante esentiale si caracteristice acesteia. Spirulina poate fi
pastratd in stare naturala, iar organismul uman si cel animal posedd o digestibilitate ridicata a
biomasei de spirulind. Compusii, sau fractiile complexe extrase din biomasa de spirulina, de
asemenea, pot fi componente ale diverselor preparate.

Pornind de la faptul, ca acesti compusi (si/sau fractiile bioactive) sunt implicati in
transformarea seleniului anorganic in organic, exista oportunitatea obtinerii in cadrul unui singur
circuit tehnologic a unor produse selenorganice (suplimente si preparate) cu o functionalitate si
biodisponibilitate inalta.

In primul rdnd, biomasa cu continut sporit de seleniu, obtinuti conform celor doui
procedee de cultivare a spirulinei in prezenta selenitului de fier hexahidrat si selenurii de
germaniu poate, astfel, ea insasi servi datoritd compozitiei, drept supliment (adaos) alimentar

selenorganic (tabelul 3.5) [16].
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Tabelul 3.5. Compozitia biomasei de spirulina cu continut sporit de seleniu

Componentele Biomasa cu continut sporit de seleniu obtinuta prin:
biomasei, care Procedeul | Procedeul 11
participa la (selenit de fier hexahidrat 50 mg/l: | selenura de germaniu 30 mg/I: | Biomasa de
biotransformarea Y5 - 1-a zi de cultivare, 3-a zi de cultivare) spirulini
seleniului ¥ - 3-a zi de cultivare) (Martor)
(exceptand lipidele) |  Spirulina selenorganici - 17 | ,,Spirulina selenorganici -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%

In biomasa imbogitita cu seleniu (conform ambelor variante de obtinere — cu utilizarea
selenitului de fier hexahidrat sau cu aplicarea selenurii de germaniu) se contin 3,2 - 3,7%
aminoacizi liberi, 7,80 - 8,40% oligopeptide, 50,20 - 52,15% proteine, 3,98 - 4,80% C-
ficocianina. Biomasa mai contine 11,45 - 12,90% glucide si 6,50 - 8,85% lipide.

Astfel, compozitia biomasei cu continut sporit de seleniu nu prezinta abateri majore de la
compozitia biomasei de spirulina, obtinuta in conditii fara adaugare de compusi ai Seleniului.
Acelasi lucru se poate afirma si despre activitatea antioxidanta, determinatd in extractele hidro-
alcoolice de 50% obtinute din aceasta biomasa (tabelul 3.6).

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 (adaosuri alimentare) ce
contin seleniul ca parte componenta efectiva: ,,Spirulina selenorganica - 1 si ,,Spirulina

selenorganica - 2”

Tabelul 3.6. Activitatea antioxidanti (extract hidro-alcoolic de 50%o, standardizat la

concentratia de 1mg substanta uscati/ml) a biomasei de spirulina selenorganice

Biomasa cu continut sporit de seleniu supusa Activitatea antioxidanta,
testarii: % inhibitie ABTS
Biomasa de spirulina 62,0
Procedeul |
(selenit de fier hexahidrat 50 mg/l : 82,0

Y - 1-a zi de cultivare,
Y5 - 3-a zi de cultivare) / ,, Spirulina selenorganica - 1”
Procedeul 11
selenura de germaniu 30 mg/l : 72,0
3-a zi de cultivare) / ,, Spirulina selenorganica - 2~
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In al doilea rand, din biomasa de spirulini 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 — aminoacizii liberi, oligopeptidele,
proteinele.

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" §i ,,Supliment Se-proteic 1 si 2”. Prima formula reprezinta un
complex biologic activ care contine atit aminoacizii in stare libera si in componenta
oligopeptidelor (compusi cu masa moleculara mica si medie). Cea de a doua compozitie
reprezinta un extract proteic selenorganic.

Spectrul aminoacid al ambelor compozitii este redat, atdit de aminoacizii neesentiali
(glicina, alanina, serina, cisteina, tirozina, acidul aspartic, acidul glutamic, prolina), cat si cei
esentiali (arginina, fenilalanina, histidina, izoleucina, leucina, lizina, metionina, treonina,
triptofanul, valina), acestia din urma ne fiind sintetizati de organismul uman, solicitand astfel
surse a lor din exterior. Din toatd cantitatea aminoacida, cea mai mare pondere in preparat o are
acidul glutamic (cel putin 50% din cantitatea totala de aminoacizi liberi si cel putin 30% din cei
legati).

Din complexul de aminoacizi, 10 aminoacizi sunt cunoscuti ca imunoactivi (cel putin
55% din cantitatea totald de aminoacizi liberi si cel putin 60% din cei legati): aminoacizii
esentiali - valina, triptofanul, treonina, iar dintre cei non esentiali: acidul aspartic, acidul
glutamic, alanina, arginina, cisteina, glicina, serina - acidul gama aminobutiric. Totodata, acidul
glutamic, arginina, acidul aspartic, alanina, cisteina, fenilalanina, histidina, lizina, metionina,
prolina, serina, triptofanul si tirozina din compozitia preparatelor poseda activitate antioxidanta
specifica [21, 249, 252, 263].

Toate produsele formulate in baza/si din biomasa de spirulind cu continut sporit de
seleniu, au fost integrate intr-un singur flux tehnologic de fabricare care este redat in figura 3.12,
iar etapele succesive ale acestui flux sunt descrise in continuare.

I: Obtinerea biomasei de spirulind cu continut sporit de seleniu si 0 compozitie biochimica

echilibrata
La aceasta etapa complexa, se realizeaza procesul de producere a biomasei de spirulinad cu
continut sporit de seleniu. Tulpina industriala a cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-
11 se cultiva (conform unui sau altui procedeu descris in p. 3.4 al acestui compartiment) in

conditii dirijate i controlate: surse de seleniu in concentrafii si condifii prestabilite de
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suplimentare la cultura de spirulina, conditii si parametri specifici procesului de acumulare a

seleniului fard a afecta sever calitatea biomasei.

A

y

Biomasa de spirulind selenorganicd

Separarea
extractului de
aminoacizi §i
oligopeptide
selenocomponente

v

Prelucrarea alcoolica a biomasei
selenorganice de spirulind

}

Extragerea aminoacizilor si
oligopeptidelor selenocomponente

\ 4

\ 4

Rest biomasa selenorganica de
spirulina 1

Purificarea
extractului de
aminoacizi §i
oligopeptide
selenocomponente

!

Extragerea proteinelor
selenocomponente |
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extractului aqua
de aminoacizi si
oligopeptidelor

selenocomponente

Separarea proteinelor:
Extract proteic selenocomponent |
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Reunirea extractelor proteice

Cultivarea spirulinei
in prezenta surselor
anorganice de seleniu:
selenit de fier
hexahidrat, selenura de
germaniu

Rest biomasa selenorganica
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Extragerea repetata a
proteinelor selenocomponente
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selenocomponente I si 11
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proteic selenocomponent 11
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Extract proteic
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selenocomponent sumar

Spirulina selenorganica

1si2

\ 4

Preparate
BioR-Selenium 1 si 2
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Suplimente
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Executare forme: capsule,

\ 4

comprimate, solutii
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Conditionare, Etichetare,
Ambalare

A

Fig. 3.12. Schema generalizatia de obtinere in cadrul unui circuit tehnologic a produselor

(preparatelor si suplimentelor) ce contin seleniul ca parte componenta efectiva
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Rezultatul final al acestei etape sunt:
A)  Produsele finite formulate in baza biomasei obtinute: ,, Spirulina selenorganica - 1" sau
., Spirulina selenorganica - 2
Pentru a obtine aceste doua produse, biomasa nativa de spirulind cu continut sporit de
seleniu se colecteaza in vase din sticld cu capacitatea de 500 cm® prevazute cu dop ermetic, sau
se plaseaza pe suporturi speciale si se supune procesului de uscare intr-o instalatie speciald de
uscare la temperatura si conditiile specificate in instructiunea atasata dispozitivului de uscare,
pana la asigurarea rezultatului final — obtinerea unei pulberi.
In continuare, pulberea de biomasa selenorganica de spirulind se trece cantitativ céte 50 -
100 g in vase sau saci din polietilena de capacitatea respectiva cantitatii de pulbere de spirulina
selenorganica. Flacoanele si sacii se inchid ermetic, se verifica in mod aleator etansietatea
ambalajelor. Ambalajele se eticheteaza. Eticheta va contine toata informatia importanta si utila
consumatorului despre produs, conform legislatiei in vigoare pentru acest tip de produse.
Pulberea de spirulind selenorganica poate fi in continuare formulatd in capsule sau
comprimate. Atat in cazul pulberii de spirulind selenorganica, cat si in cazul celorlalte doua
forme se vor elabora si respecta specificatiile tehnice si normative pentru fabricarea in serie a

acestor forme de produse in conformitate cu legislatia in vigoare.

B) Biomasa de spirulina cu continut sporit de seleniu - materie prima pentru fabricarea
preparatelor selenorganice:

Il. Obtinerea din biomasa de spirulind cu continut sporit de seleniu

a preparatelor selenorganice

La aceasta etapa, la fel de complexa, se realizeaza procesul de obtinere prin extragere si
fractionare, din biomasa de spirulina cu continut sporit de seleniu, a extractului de aminoacizi liberi
si oligopeptide si a extractului proteic selenorganice. Procesul de obtinere din biomasa de
spirulind selenorganica a extractului de aminoacizi liberi si oligopeptide selenocomponente
prevede extragerea din biomasa de spirulina a complexului de aminoacizi si oligopeptide
selenocomponente, fractionarea, purificarea, conditionarea, ambalarea si etichetarea. Procesul de
obtinere din restul de biomasa de spirulind selenorganica (rezultatd dupa extragerea
aminoacizilor si oligopeptidelor) a extractului proteic selenocomponent realizeaza extragerea
proteinelor selenocomponente, fractionarea, purificarea, conditionarea, ambalarea si etichetarea
lor.

2.1 Fazele procesului tehnologic de obtinere a extractului de aminoacizi liberi si

oligopeptide selenorganice sunt urmatoarele:
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2.1.1 Extragerea principiilor active (aminoacizi §i oligopeptide selenocomponente) din
biomasa de spirulina selenorganica: Biomasa nativd de spirulind selenorganica colectatd se
transfera din vasele de depozitare intr-un vas din inox, sau material plastic atoxic, sau sticla, se
adauga alcool de 30 - 85%, se amesteca bine, vasul se inchide cu un capac si se supune extractiei
timp de 1 - 3 ore. Se verifica concentratia alcoolului si conditiile de extragere.

2.1.2 Fractionarea (separarea) principiilor active (aminoacizi §i oligopeptide
selenocomponente): Pentru fractionarea (separarea) principiilor active (aminoacizi si
oligopeptide selenocomponente), amestecul biomasa + alcool se transfera in pahare de
centrifugare si se centrifugheaza la centrifuga MPW-340 la 3500 rot/min timp de 30 min. Dupa,
extractul hidro-alcoolic ce contine aminoacizi si oligopeptide selenocomponente se colecteaza
intr-un vas din sticla curat si se inchide ermetic. Se verifica etansietatea vasului cu extract.

2.1.3 Purificarea extractului hidro-alcoolic de aminoacizi si oligopeptide
selenocomponente): Pentru purificarea extractului hidro-alcoolic ce contine aminoacizi si
oligopeptide selenocomponente de pigmenti (derivatii oxidati ai clorofilei), vasul se deschide si
la extractul de principii active se adauga talc (in rate, de doua ori), se expune la intuneric timp de
8 - 16 ore, dupa care se centrifugheaza la 5000 rot/min., timp de 30 min. Extractul hidro-alcoolic
de aminoacizi si oligopeptide selenocomponente purificat se colecteaza intr-un vas curat si se
inchide ermetic. Se verifica etangietatea vasului.

2.2 Fazele procesului tehnologic de obfinere a extractului proteic selenocomponent sunt
urmatoarele:

2.2.1 Extragerea proteinelor selenocomponente din restul de biomasd de spirulind: Intr-
un vas de volum corespunzdtor, la restul de biomasa (rezultat din producerea extractului de
aminoacizi liberi si oligopeptide selenocomponente), in prealabil uscat la temperatura de 40 - 50
°C se adauga sol. NaOH 0,45% in cantitate necesara si se amesteca. Vasul se plaseazd pe un
agitator magnetic si se supune agitarii timp de 30 min.

2.2.2 Separarea proteinelor - extract proteic selenorganic I: Amestecul de biomasa
selenocomponenta + sol. NaOH se transfera in pahare de centrifugare si se centrifugheaza la
3500 rot/min, timp de 20 min. Dupa, supernatantul - extract proteic selenorganic I se colecteaza
intr-un vas din sticla curat, corespunzator volumului obtinut si se inchide ermetic.

2.2.3 Obtinerea extractului proteic selenorganic II.

2.2.3.1 Extragerea repetata a proteinelor din restul de biomasa de spirulina
selenocomponentd: Intr-un vas de volum corespunzitor, la restul de biomasd (rezultat din

producerea extractului proteic selenocomponent I), se adauga sol. NaOH 0,45% in cantitate
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necesara si se amesteca. Vasul se plaseaza pe un agitator magnetic §i se supune extractiei prin
agitare timp de 30 min.

2.2.3.2 Separarea proteinelor - extract proteic selenorganic Il: Amestecul de biomasa
selenocomponentd + sol. NaOH se transfera in pahare de centrifugare si se centrifugheaza la
3500 rot/min, timp de 20 min. Dup4, supernatantul - extract proteic selenorganic II se colecteaza
intr-un vas de sticla curat, corespunzator volumului obtinut si se inchide ermetic.

2.2.4 Purificarea extractului proteic - Extract proteic selenorganic sumar: Intr-un vas de
sticla curat de volum corespunzator, extractele proteice selenorganice I si Il se reunesc si se
amesteca. Apoi, extractul proteic selenorganic sumar se supune purificarii prin dializa pana la pH
7,0 - 8,5, timp de 12 - 24 ore. Dupa, extractul proteic selenorganic sumar se standardizeaza la o
concentratie prestabilita si se colecteaza intr-un vas de sticld curat, corespunzitor volumului
obtinut, se inchide ermetic, se supune sterilizarii, dupa care se eticheteaza.

2.3 Obtinerea diverselor formule ale preparatelor selenOcomponente in baza extractelor
de aminoacizi si oligopeptide si a extractului proteic selenorganice. Conditionarea, ambalarea,
etichetarea: Extractul de aminoacizi si oligopeptide este compozitia preparatelor cu denumirea

’

comuna ,, BioR-Selenium”. Forma de pastrare a acestor preparate este solutia alcoolica de 0
anumita concentratie a alcoolului (de la 30 la 50%), care la randul ei poate fi utilizatd pentru
fabricarea altor forme si formule ale preparatului, astfel ca comprimatele sau capsulele. in aceste
scopuri, solutiile se proceseaza in continuare pentru a obtine solutii injectabile, sau spray-ri, sau
picaturi nazale. Pentru fiecare dintre forma de produs farmaceutic solicitata, solutia alcoolica de
,,BIOR-Selenium” este prelucratd conform proceselor si documentatiei tehnice normative
respective produsului fabricat. In cazul Suplimentelor Se-proteice (pe baza extractelor proteice
selenorganice), forma de pastrare este cea de solutie (apoasd), care se supune, pentru a fi
pastratd, procesului de sterilizare in conditii stabilite. Ambele produse pot fi supuse procesului de
pulberizare in instalatii speciale, iar pulberea la randul ei poate fi incapsulata sau comprimata.
Procedura de conditionare, etichetare si ambalare este specifica fiecarui tip de produs si respecta
toate cerintele n vigoare pentru fiecare dintre acestea.

2.4 Domenii de utilizare a produselor (preparatelor si suplimentelor selenorganice din
spirulina):

Toate produsele obtinute in cadrul fluxului tehnologic descris (,, Spirulina selenorganica
1 si 27, ,,BioR-Selenium 1 si 2" si ,,Supliment Se-proteic 1 si 2”) sunt produse de origine
vegetala ce constau dintr-o combinatie sinergica dintre seleniul biotransformat de catre spirulina
si compusii sdi biologic activi. Sunt cunoscute proprietatile compusilor biologic activi ai

spirulinei, dar si functiile importante ale seleniului pentru organismul uman si cel animal. Printre
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cele mai importante, atat pentru compusii biologic active din spirulina cat si pentru seleniu sunt:
protectia antioxidantd, modularea raspunsului imun antiviral si antibacterian, diminuarea
de bolile cutanate, endocrine, ale tractului digestiv, hepatice, cardiovasculare, pulmonare,
cresterea si dezvoltarea tumorilor, imbolnavirea mai rapidd si altor modificari degenerative
legate de aceasta. Produsele pot fi utilizate pentru a regla nivelul hormonilor masculini si a
asigura 0 buna functionare a prostatei, precum si in alte stari in care produsele selenorganice din

spirulind isi pot aduce aportul benefic.

3.3.1 Testarea in conditii de producere in serie a tehnologiei de obtinere a produselor
(preparatelor si suplimentelor selenorganice) in baza biomasei de spirulind

O etapa importanta in introducerea tehnologiilor elaborate in fluxul industrial de fabricare
este cea de testare a acestora in conditii cat mai apropiate celor de producere in serie. In acest
scop, tehnologia de obtinere a produselor (preparatelor si suplimentelor selenorganice) in baza, si
din biomasa cu continut sporit de seleniu produsa la cultivarea spirulinei in pezenta selenitului de
fier hexahidrat a fost testatd la intreprinderea ,,FICOTEHFARM” SRL (or. Chisinau, R.
Moldova). Au fost standardizate etapele proceselor de fabricare, stabilite procedurile
premergatoare si cele caracteristice procesului de producere, stabiliti parametrii controlului
interfazic si finit al produsului, etc.

In corespunedere cu prescriptia de referinti (tehnologia elaborati), au fost monitorizati si
analizati parametrii procesului de fabricare a materiei prime selenorganice: cantitatea de biomasa
cu continut sporit de seleniu produsad in procesul de cultivare a spirulinei conform conditiilor
specifice de iluminare, temperaturd, pH, cantitatea si calitatea biomasei cu confinut sporit de
seleniu precum si: parametrii de extragere, purificare, standardizare pentru cele doua materii
prime active - extractul de aminoacizi si oligopeptide si extractul proteic selenocomponente.
Nivelul cresterii culturii si cantitatea de biomasa cu conginut sporit de seleniu produsa au fost
apreciate fotometric cu recalcul unitatilor de densitate optica in g/l biomasa absolut uscata, iar
cantitatea de preparat - gravimetric. La standardizarea calitatii produselor selenorganice
(preparate si suplimente) s-au utilizat metodele descrise in cap. 2 al prezentei lucrari.

In tab. 3.7 - 3.10 sunt generalizate rezultatele obtinute la producerea in serie a biomasei
de spirulina cu continut sporit de seleniu/Spirulina selenorganica - 1, a extractului de aminoacizi
si oligopeptide selenocomponente (BioR-Selenium 1) si a extractului proteic selenorganic

(Supliment Se-proteic 1).
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Conform acestor rezultate, nu au fost stabilite devieri in ciclul tehnologic de fabricare.
Atat dupa parametrii controlului interfazic (nivel producere biomasa selenorganica, parametri ai
ciclului de producere a biomasei selenorganice), cat si dupa parametrii controlului finit: aspectul
extern, compozitia biochimica a biomasei - aminoacizi liberi, oligopeptide, proteine, glucide si
lipide, cantitatea de seleniu (tabelul 3.7 si tabelul 3.8). Acesti indicatori s-au incadrat in limitele
prescriptiilor date de tehnologiile elaborate. Compozitia produselor nu s-a modificat peste
limitele prescriptiei de fabricare (nu a deviat cantitativ de la cantitatile produse in conditii de
laborator).

Rezultatele obtinute la testare au confirmat reproductibilitatea ciclului tehnologic de
fabricare a ambelor extracte atat dupa parametri fizico - chimici: starea de agregare, mirosul,
culoarea, cat si dupa compozitia lor: aminoacizi liberi, oligopeptide, proteine - cantitatea de
seleniu, care s-au incadrat in limitele prescriptiilor date de tehnologia elaborata (tabelul 3.9 si
tabelul 3.10). Principalii indicatori de calitate ai extractelor, la fel, nu s-au modificat peste
limitele prescriptiei de fabricare.

Prin urmare, produsele elaborate, fabricate dintr-o cantitate mai mare de biomasa produsa
la culivarea spirulinei in fotobioreactoare de volum mare, nu prezinta modificari majore ale
componentelor tehnologice, rezultatele incadrandu-se in limitele prevazute de specificatia pentru
aceste produse. Astfel, fabricarea lor in serie este justificatda din punct de vedere tehnologic,

fizico-chimic si calitativ.
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Tabelul 3.7. Parametrii de control interfazic si finit in procesul de producere in serie a biomasei selenorganice de spirulina

(Spirulina selenorganicdi - 1)

Lotul fabricat Durata Interval Parametrii monitoruzati Biomasa
ciclului de monitorizare - - - produsai, ¢
cultivare, ore | proces cultivare, antltatea de Tempegatura, lluminarea, pI—_|—uI, N|velu'l.
ore inoculum, C pl_\/l , unit. de cresterii
g/l masa uscata fotoni/m“/s pH culturii,
g/l
144 48 0,425 28 37 8,0 0,70 110,0
001 (FTF- 96 30 55 83 0,88
SeBmSp) 144 30 55 8,5 1,108
Conform 144 144 0,4-0,45 28-30 37-55 8,0-85 - 95,0-115,0
specificatiei
elaborate

Tabelul 3.8. Parametrii de control calitate - interfazic si finit in procesul de producere in serie a biomasei selenorganice de spirulin:i
(Spirulina selenorganica - 1)

Lotul Parametri fizico-chimici: Parametri calitate, g/100g biomasa
Aspect extern Concentratie, | Aminoacizi, | Oligopep- | Proteine, Glucide, Lipide, Activitatea Selen,
mg/ml 0/100g tide, 0/100g 0/100g 0/100g | antioxidanta, 0/100g
biomasa 9/100g biomasa biomasa biomasda | % inhibitie biomasa
biomasa ABTS
001 (FTF- Masa de culoare 100,0 3,75+0,14 8,21+0,12 | 62,55+2,15 | 12,60+0,53 | 8,9+0,35 | 80,05+4,09 | 0,65+0,018
SeBmSp) verde inchisa cu
nuanta albastra cu
miros specific de
alge
Conditii de | Masa (pasta) densa 100-105 3,5-4,0 8,0-8,5 50,0-55,0 | 12,50-13,00 9,0-8,0 75,0-85,0 0,60-0,70
admisibilitate de culoare verde
(Conform intensa, si/sau
specificatiei | verde inchisa si/sau
elaborate) verde inchisa cu
nuantd albastra cu
miros caracteristic
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Tabelul 3.9. Parametrii de control calitate - interfazic si finit in procesul de producere in serie a extractului de aminoacizi si oligopeptide
selenorganice (BioR-Selenium 1)

Parametrii fizico-chimici Compozitie
Dozare
Forma Miros Coloratie Identificare Aminoacizi si | Seleniu, Activitatea
Lotul (Aminoacizi si oligopeptide, pg/ml antioxidanta,
oligopeptide) mg/ml % inhibitie
Cel putin ABTS
001- (FTF-ES-AAP/Se) | Corespunde Corespunde Corespunde Col. albastru- 0,50 12,5 75,0
violeta
Conform Sol. alcoolica Specific Verde cu nuanta Reactia calitativa 0,45 10,0-15,0 75,0-80,0
componentelor 50% extractului de | cafenie sau cafenie cu solutie de
prescriptiei/ conditii de aminoacizi si cu nuanta verde, ninhidrina.
admisibilitate oligopeptide din sau cafenie cu Apare col.
spirulind nuantd galbena albastru-violeta

Tabelul 3.10. Parametrii de control calitate - interfazic si finit in procesul de producere in serie a extractului proteic selenorganic
(Supliment Se-proteic 1)

Parametrii fizico-chimici Compozitie
Lotul Forma Gust si miros Coloratie Proteine, Seleniu, ug/ml | Activitatea antioxidanta,
mg/ml % inhibitie ABTS
001 (FTF-ES-P/Se) Corespunde Corespunde Corespunde 5,65+0,18 18,00 75,25
Conform Lichid dens Specific extractului Verde cu nuanta 4,70-5, 70 17,5-19,5 72,5-80,5
componentelor proteic din spirulina cafenie sau
prescriptiei/ conditii cafenie cu nuanta
de admisibilitate verde, sau cafenie
cu nuantd galbena
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3.4 Concluzii la capitolul 3

. Compusii anorganici al Se (IV) modifica nivelul de producere a biomasei de catre 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 influenteaza) cresterea
cantitatii de biomasa, pe cand selenitul de cobalt si selenitul de zinc sunt toxici sau moderat
toxici pentru cultura de spirulina [17].

. Acumularea seleniului in biomasa de Arthrospira platensis CNMN-CB-11 este un proces
doza-dependent. Nivelurile acumulate de seleniu in biomasa cresc la cultivarea ei in prezenta
compusilor in ordinea: (NH4),SeO3 < Na,SeO; < Co0SeO; < ZnSeO; < GeSe,
<Fe,Se309-6H,0 [17, 58].

. 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 biomasd, astfel ca proteinele,
ficobiliproteinele (inclusiv ficocianina), glucidele, lipidele [5].

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

. O acumulare mai eficienta 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/1 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).

. Prin schemele tehnologice elaborate se propune obtinerea a 6 variante de preparate in baza
biomasei de spirulina cu continut sporit de seleniu - materie prima eficienta, in cadrul unui
singur flux tehnologic: ,,Spirulina selenorganica 1 si 2”7, ,BioR-Selenium 1 si 2”7 si
»oupliment Se-proteic 1 si 2”. Fabricarea preparatelor in serie este justificata din punct de

vedere tehnologic, fizico-chimic si calitativ.
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4. ELABORAREA BIOTEHNOLOGIEI DE OBTINERE A PREPARATELOR CU
CONTINUT SPORIT DE GERMANIU iN BAZA BIOMASEI DE SPIRULINA

Tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) poate fi
valorificatd si ca matrice pentru incorporarea germaniului In compusii sai biologic activi.
Biomasa germaniuorganica si preparatele in baza de aceasta (ca si in cazul seleniului), pot fi
fabricate in cadrul unui singur flux tehnologic. Pentru a realiza acest obiectiv major au fost
parcurse etapele de cercetare, pe durata carora:

(1) A fost stabilit efectul unor compusi anorganici si organici ai Ge (IV) asupra capacitatii de
producere a biomasei si de acumulare a germaniului de catre tulpina cianobacteriei
Arthrospira platensis CNMN-CB-11;

(2) Au fost determinate modificarile in compozitia biomasei (dupa componentele sale biologic
active majore — proteinele, ficobiliproteinele, glucidele, lipidele) tulpinii cianobacteriei
Arthrospira platensis CNMN-CB-11 cultivata in prezenta compusilor germaniului utilizati
in cercetare;

(3) A fost elaborat procedeul de cultivare a tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis
CNMN-CB-11 in conditii care asigura obtinerea unei biomase cu continut sporit de
germaniu bioconvertit;

(4) A fost elaborata schema tehnologica de obtinere in cadrul unui singur circuit tehnologic a
produselor (preparatelor si suplimentelor) ce contin germaniu ca parte componenta

efectiva.

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)

Datele din literatura de specialitate, cu privire la acumularea germaniului, precum si la
actiunea lui sau a compusilor sdi asupra diferitor grupuri de microorganisme sunt mult mai
putine si contradictorii, comparativ cu seleniul. Primele date se regasesc in publicatiile din a
doua jumadtate a sec. XX si se refera la lipsa toxicitdtii dioxidului de germaniu asupra ciupercii
Aspergillus niger, aceasta fiind capabila sa acumuleze germaniul din acest compus [212].
Ulterior, intr-un sir de alte studii s-a demonstrat capacitatea si a altor microorganisme (exm.:
unele bacterii, cianobacterii, microalge verzi, levuri s. a.) de a absorbi germaniul si de al acumula
— capacitate oportund pentru a produce diverse preparate biologic active cu un continut sporit al

acestui oligoelement [65, 148, 182, 233, 253, 262, 289, 294].
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Microalgele pot absorbi germaniul hidratat (din solutia apoasd de dioxid de germaniu)
[35]. Pe exemplul diatomeelor s-a demonstrat dependenta capacitatii de absorbtie a germaniului
nu numai de concentratia lui, dar si de raportul molar dintre acesta si siliciul prezent in mediul
nutritiv al diatomeelor. Daca acest raport este mai mic de 0,01, nu se observa nici un efect al
germaniului asupra asimilarii siliciului si cresterea diatomeelor: acestea absorb pana la 80% din
cantitatea de germaniu, care este fixat in membrana celulara. O crestere a raportului molar dintre
germaniu si siliciu duce la inhibarea metabolismului siliciului in celula diatomeelor. Efectele
rezultate din acest proces se manifestd prin afectarea dividerii celulare, inhibarea absorbtiei de
siliciu si a metabolismului siliciului deja absorbit, inhibarea fotosintezei [35, 63, 151, 247]. A
fost stabilita, de asemenea, retinerea cresterii diatomeelor, incepand cu concentratia de 0,134
mg/l GeO,, iar concentratia de 1,0 mg/l GeO; reduce semnificativ cresterea acestor alge, pe cand
concentratia de 10 mg/l practic inhiba cresterea lor. Mai putin sensibile au fost diatomeele, ale
caror celule contineau mai putin de 1% SiO,, astfel nivelul de toxicitate al GeO, poate fi
modificat prin adaugarea acestui compus al siliciului la mediul de cultivare. Aceasta concluzie se
bazeaza pe asemdnarea proprietdtilor chimice ale siliciului si germaniului si se presupune, ca
toxicitatea germaniului se datoreazd inhibdrii selective a formarii unei cochilii de siliciu in
diatomee. Concentratii Tnalte de Ge(OH); in mediul acvatic au dus nu numai la inhibarea
acumularii de siliciu, ci s1 la o perturbare a sintezei clorofilei si a absorbtiei fotosintetice a
carbonului [90, 151, 168]. Pe de alta parte, dioxidul de germaniu nu inhiba cresterea algelor rosii
(Polysiphonia urecolata, Porphyra umbilicatis si Chondrus crispus) [168].

La absorbtia germaniului de catre microalge, transportul lui se realizeazd Tmpotriva
gradientului de concentratie (fapt demonstrat pe diatomeea Nitzschia alba), rezultand o
concentratie intracelulard de acid germanic de 3500 de ori mai mare decat concentratia lui in
mediul acvatic. Transportul de germaniu este posibil cu utilizarea energiei metabolice, iar rata de
absorbtie a acidului germanic depinde de temperaturd. Germaniul a fost determinat in peretele
celular si, intr-o masura mai micd, in mitocondrii, cloroplaste, vezicule si microsomi [34].

Efectele exercitate la absorbtia si acumularea germaniului (din GeO3) de catre microalge
si cianobacterii (demonstrat pe Dunaliella salina, Nannochloropsis sp, Dicrateria
zhanjiangensis, Chlorella ellipsoideae, Oscillatoria sp. si Spirulina platensis), ca si in cazul altor
microorganisme, depinde de un sir de factori, astfel ca: concentratia compusului introdus in
mediu, particularitatile morfologice si fiziologo-biochimice caracteristice speciei/tulpinii,
temperatura, pH-ul mediului si timpul de contact cu compusul [138, 274, 294].

Cercetdrile descrise in acest compartiment al lucrarii au la baza, ca si in cazul seleniului,

capacitatea tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-CB-11 (spirulina) de a acumula
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si biotransforma bioelementele, iar cantitatea lor poate fi sporitd pana la niveluri care nu
afecteaza vadit calitatea biomasei ei.

Ca surse de germaniu au fost utilizati doi compusi anorganici, dioxidul de germaniu,
cunoscut si valorificat mai pe larg pana in prezent si selenura de germaniu cercetata de noi in
premiera (care a fost precautatd de noi mai intai in calitate de sursd de seleniu, cap. 3). De
asemenea la cultivarea tulpinii de spirulind utilizata in aceasta lucrare, asupra producerii de
biomasa, capacitatii de acumulare a germaniului de cétre aceasta, precum si asupra compozitiei
ei biochimice a fost testat efectul unor compusi organici ai germaniului (IV) (cap. 2). Acesti
compusi, la fel, dupa un screening primar, au fost adaugati la mediul nutritiv modificat Zarrouk
in concentratii de 10, 20 si 30 mg/l in prima zi de cultivare. Din cauza insolubilitatii compusilor
organici 1n apa, inainte de utilizare acestea au fost dizolvati in izopropanol. Aceeasi cantitate de
izopropanol a fost adaugata si la martor. Mediul nutritiv Zarrouk standard a fost utilizat in cazul
dioxidului de germaniu. Pentru selenura de germaniu a fost utilizat mediul Zarrouk cu un
continut redus de bicarbonat de sodiu (2,0 g/l) si sulfati (0,5 g/1), dat fiind ca acest compus a fost
precautat mai intai ca sursd de seleniu. Acest mediu nutritiv se aplicd in cazul cultivarii spirulinei
in conditiile de acumulare a seleniului (cap.3). In biomasa de spirulina obtinuti in aceste conditii
a fost determinat continutul germaniului. In continuare in p. 4.1.1 - 4.1.3 al prezentului capitol,
toti indicatorii de calitate sunt redati si analizati din punctul de vedere al continutului
germaniului acumulat in biomasa de spirulind din acest compus. Aceasta explica diferentele

dintre esantioanele martor pentru diferite substante.

4.1.1 Cantitatea de biomasa si continutul de germaniu, acumulate de cditre A. platensis
CNMN-CB-11 la cultivare in prezenta unor compusi chimici ai Ge (1V)

In tabelul 4.1 sunt prezentate rezultatele experimentale asupra continutului de germaniu
determinat Tn biomasa de spirulind, obtinutd la cultivare in prezenta compusilor anorganici si
organici ai Ge (IV). Datele obtinute demonstreazd impactul major al compusilor anorganici,
acestia asigurand cele mai mari valori ale germaniului in biomasa spirulinei. Acumularea
germaniului depinde de concentratia compusului chimic, introdusd in mediul de cultivare.

La cresterea concentratiei compusilor de la 10 mg/l la 20 mg/l, continutul de germaniu
acumulat in biomasa s-a majorat cu circa 44 - 46%. Utilizat in concentratia de 30 mg/1, dioxidul
de germaniu a sporit cu circa 14% continutul germaniului in biomasa fata de cea atestatd la 20
mg/l, iar in cazul selenurii de germaniu — cu circa 36%. Comparativ cu dioxidul de germaniu,
selenura de germaniu asigura acumularea unor niveluri mai inalte ale germaniului in biomasa de

spirulina.
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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 (1V)

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

30 mg/l 31,21 | 7573 | 25,33 8,64 17,04 | 23,85 12,80 15,84 29,07

Compusii organici care contin germaniu In structura sa, au indus acumularea unor
cantitdti mai mici ale elementului, comparativ cu continutul acestuia in compusii respectivi. in
biomasa de spirulind au fost determinate intre 9 si 29 mg% germaniu. Continutul germaniului
acumulat in biomasa, la fel, depinde de concentratia compusului in mediul de cultivare.

In continuare, cantitatea de germaniu acumulati a fost analizata in raport cu nivelul de
biomasa produs de citre spirulina. in figura 4.1 este redat continutul de germaniu acumulat si
cantitatea de biomasa produsa de catre tulpina cianobacteriei A. platensis CNMN-CB-11 la
cultivare 1n prezenta compusilor anorganici si organici ai germaniului (IV). De rand cu cantitatile
joase acumulate de germaniu, este mic si nivelul de producere a biomasei de catre spirulina la
cultivarea ei in prezenta dioxidului de germaniu (figura 4.1A). La concentratia de 10 mg/I,
producerea de biomasa a fost cu circa 5% mai scazuta, in comparatie cu martorul. Odata cu
cresterea concentratiei compusului in mediu pana la 20 mg/l, apoi pana la 30 mg/l, continutul de
biomasa a scazut si mai mult - cu pana la 26%.

Selenura de germaniu - GeSe,, analizata in aceastd parte a lucrarii ca sursa de germaniu,
dupa cum s-a stabilit anterior (p. 3.1.1, cap. 3), a favorizat cresterea culturii sporind producerea
de biomasa cu circa 19 - 25% fata de martor (la concentratiile de 10 si 20 mg/l) (figura 4.1A).
Comparativ cu dioxidul de germaniu, spirulina a demonstrat si o capacitate mai accentuata de
acumulare a germaniului din acest compus [74]. 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 GeSe,, in biomasa
de spirulind se acumuleaza si o cantitate semnificativa de seleniu - circa 228 mg% (p. 3.1.1, cap.
3).

Compusii organici ai Ge (IV) au manifestat efecte variate asupra acumularii germaniului
in biomasa (figura 4.1B). Compusul Mes,GeCl, (FM-1) in toate cele trei concentratii testate a
afectat producerea de biomasd, reducand cantitatea ei cu 11 - 16% in limita de concentratii
aplicate. Nivelul elementului acumulat in biomasa a crescut insd, odata cu cresterea concentratiei
sale in mediul de cultivare [7], acumularea maximalad de germaniu (25,33 mg%) fiind inregistrata

la concentratia compusului de 30 mg/I.
103



16 100 1,2 35
14 1 30
ELA < | Pog 258
g 1 60 g 20
4038 E 5 06 1 &
£06 40 o n
204 © 2 109

om 20
02 0,2 5
0 0 0 0
EEEEEEEEE T DD DD D O uDo
EEEE EEEGE E& 5555 |E55&5 55565
s 9 2 s 39 2 N A®M & +Am & <M
GeO? GeSe? FM-1 FM-2 FM-3 FM-8 FM9 FM-10 FM-
A [—Biomasa, g/l 11
. . B = Biomasa, g/l ==@==Germaniuin biomasd,mg%
e=@==Germaniu in biomasa,mg%

Fig. 4.1. Continutul de germaniu acumulat (mg%) si cantitatea de biomasa (g/1), obtinuta la

cultivarea spirulinei in prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (V)

Compusul MesGe(OMe), (FM-2), la fel, a indus o scadere cu 8 - 22% a nivelului de
biomasa produsa, comparativ cu martorul. Cantitatea maximala de germaniu - 22,29 mg% a fost
determinata la 20 mg/l MesGe(OMe),, iar nivelul de producere a biomasei de spirulind la aceasta
concentratie a fost cu circa 7% mai scazut, comparativ cu martorul. La concentratia compusului
de 30 mg/l, continutul germaniului a scdzut substantial, atingdnd cota de 8,64 mg%, iar
continutul de biomasa a fost cu circa 22% sub limitele martorului, ceea ce demonstreaza efectul
toxic al compusului la utilizarea lui in concentratii mai mari.

Compusul ArP=C(CHGe(F)(Tip)t-Bu (FM-3) a redus nivelul de producere a biomasei cu
11% la concentratia de 10 mg/l. Concentratiile compusului de 20 mg/l si 30 mg/l nu au afectat
producerea de biomasi de spirulini. In ceea ce priveste acumularea de germaniu in biomasi,
cantitatea maximala a elementului a fost de 18,07 mg% la concentratia compusului in mediul de
cultivare de 30 mg/l, cu un nivel bun al biomasei produse.

Adaugarea compusului ArP=C(Te)Ge(Tip)t-Bu (FM-8) in concentratiile de 10 - 20 mg/I
nu a modificat semnificativ producerea de biomasa. La concentratia de 30 mg/l, continutul de
biomasa a fost cu 11,1% mai scazut, comparativ cu martorul, iar acumularea de germaniu a fost
maximala si a constituit 23,86 mg% germaniu.

Compusul ArP=C(Cl)Ge(F)(Tip)t-Bu (FM-9) nu a favorizat acumularea germaniului in
biomasa, dar nici nu a afectat productivitatea spirulinei. Pe fonul unei cantitati de biomasa la
nivelul martorului, cel mai inalt continut de germaniu, de 18,07 mg%, a fost stabilit la

concentratia compusului de 30 mg/1.
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Pentru compusul ArP=C(PhCH=CHCHO)Ge(Tip)t-Bu (FM-10), maximumul acumularii
germaniului in biomasa, de 17,49 mg%, a fost stabilit la concentratia lui de 20 mg/l. Asupra
producerii de biomasa, acest compus a manifestat un efect inhibitor, care s-a intensificat odata cu
marirea concentratiei lui in mediul de cultivare al spirulinei. Astfel, cel mai scazut nivel al
biomasei produse de cétre spirulina (cu 24%) a fost stabilit la 30 mg/l compus, concentratie la
care s-a determinat si o scadere a continutului de germaniu in biomasa.

Compusul Mes,Ge(F)-PHMes (FM-11) a contribuit la o crestere cu circa 11% a cantitatii
de biomasa la concentratia lui in mediul de cultivare al spirulinei de 30 mg/1, nivelul acumulat de
germaniu in biomasa constituind 29,07 mg%. In concentratiile de 10 si 20 mg/l, compusul nu a
influentat producerea de biomasa de cétre cultura de spirulina.

Analiza corelationald a stabilit o dependenta directd puternica r* = 0,77 - 0,99 dintre
concentratia compusilor germaniului si acumularea bioelementului in biomasd in majoritatea
cazurilor. O corelare slaba a fost determinata pentru compusul organic MesGe(OMe), (FM-2),
pentru care concentratiile Tnalte in mediul de cultivare au Tmpiedicat acumularea germaniului in

biomasa (tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Corelarea dintre concentratia compusului si continutul germaniului acumulat

in biomasa

Ne Compusul Coeficientul de determinare, R Coeficientul de regresie, r*
1 GeO, 0,90 0,95
2 GeSe, 0,97 0,98
3 FM-1 0,98 0,99
4 FM-2 0,13 0,36
5 FM-3 0,80 0,89
6 FM-8 0,89 0,95
7 FM-9 0,98 0,99
8 FM-10 0,58 0,77
9 FM-11 0,96 0,98

Astfel, efectele compusilor anorganici si organici ai germaniului (IV) asupra producerii
de biomasa de catre Arthrospira platensis CNMN-CB-11 pe fonul acumularii germaniului de
catre aceasta tulpind, sunt diferite. Pentru majoritatea compusilor, in limitele de concentratii
aplicate, a fost caracteristica lipsa efectului, sau efectul de diminuare a nivelului de producere a
biomasei cianobacteriene. Tendinta generald pentru acest proces in cazul celor doi compusi
anorganici ai germaniului a fost cea de reducere a continutului de biomasa odata cu cresterea
concentratiei compusului in mediu. In particular, in limitele concentratiilor testate, dioxidul de
germaniu a redus nivelul de biomasa cu valori pornind de la nivelul martorului (1,24 g/l la
concentratia de 10 mg/l compus) si in descrestere pronuntatd sub limitele fiziologice ale culturii

de spirulina (0,95 g/ la concentratia de 30,0 mg/l compus). Pentru selenura de germaniu care a
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fost o exceptie, efectul exercitat asupra culturii fiind cel de stimulare a procesului de producere a
biomasei, valorile au coborat de la 1,32 g/l biomasa (concentratia compusului de 10,0 mg/l) la
1,05 g/1 (concentratia de 30,0 mg/l), care corespunde cantitatii de biomasa produsa la nivelul
martorului. S-a demonstrat, ca la concentratii de peste 30 mg/l, cultura de spirulina tinde spre
formarea de conglomerate ca rezultat a includerii unor mecanisme de protectie impotriva
efectelor toxice ale GeO,. Cu cat suprafata de contact cu substanta este mai micd, cu atat mai
minor este impactul ei asupra culturii [330]. Ji-Xiang (1996) a stabilit ca in intervalul de la 5,0 la
100,0 mg/l GeO,, Spirulina platensis creste in mod normal. La concentratiile compusului mai
mari de 100 mg/l, incepe despiralarea spirulinei, filamentele devin fragmentate, iar cultura isi
pierde culoarea specifica. Concentratiile optimale de GeO; pentru spirulina au fost determinate
nu mai mare de 35,0 mg/l [120]. O astfel de diferenta in date se datoreaza probabil, atat
particularitatilor tulpinilor de spirulind utilizate in studiile realizate, cat si conditiilor de cultivare
aplicate.

Referitor la compusii organici ai Ge (IV), un efect toxic asupra producerii de biomasa I-
au avut compusii FM-1, FM-2 si FM-10. Compusii organici FM-3, FM-8, FM-9 si FM-11 au
produs efecte de scadere (care nu s-au dovedit dependente de concentratie), sau nu au influentat
acest proces. Dintre compusii anorganici testati, in raport cu concentratiile de compus introduse,
cantitatile acumulate de germaniu au fost mai mari (circa 26 - 75 mg%) in biomasa de spirulina
obtinuta la cultivare in prezenta selenurii de germaniu, care la concentratia lui maximala aplicata
nu a afectat cantitatea de biomasa produsa [305]. Pentru biomasa obtinuta la cultivarea spirulinei
in prezenta compusilor organici ai Ge (V) nivelurile acumulate de germaniu au fost mult mai
diminuate (circa 4 - 29 mg%). Prin urmare, selenura de germaniu poate fi utilizata nu numai
pentru producerea unei biomase de spirulind imbogatite cu seleniu (p. 3.1.1, cap. 3), dar si pentru
obtinerea biomasei imbogatite cu germaniu [6, 308].

In prezenta GeO,, germaniul se acumuleazi in biomasa spirulinei aproximativ de doui ori
mai putin decat la adaugarea GeSe,, dar in acelasi timp mai mult decat la utilizarea compusilor
lui organici. Astfel, acest compus, de asemenea, ar putea fi utilizat pentru obtinerea biomasei si a

preparatelor ce contin acest oligoelement [14, 76, 309].

4.1.2 Continutul unor compusi biologic activi in biomasa de A. platensis CNMN-CB-11
cultivata in prezenta compusilor anorganici si organici Ge (1V)

Prezenta compusilor germaniului in mediul de cultivare, precum si cantititile germaniului

acumulat in biomasa pot modifica, ca si in cazul compusilor seleniului, activitatea biosintetica a

culturii de spirulind. In scopuri tehnologice este foarte importanti nu numai pastrarea nivelului
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favorabil de producere a biomasei pe fonul unor cantitati sporite de germaniu acumulat, dar si
pastrarea si/sau fortificarea componentei biochimice a acestei biomase.
in figura 4.2 este redatd dinamica continutului de proteine in biomasa de spirulind, obtinuti

la cultivare in prezenta compusilor anorganici si organici ai Ge (1V).
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Fig. 4.2. Continutul de proteine (% BAU) in biomasa de spirulini, cultivata in prezenta

compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (1V)

Compusul GeO; nu a modificat esential acumularea proteinelor in biomasa de spirulina.
Doar la adaugarea lui in concentratia de 20 mg/1 continutul acestui indicator biochimic important
al spirulinei a crescut nesemnificativ (cu 7,19%, comparativ cu martorul) la un nivel al
germaniului acumulat in biomasa de 26,75 mg%. Pe fonul unei cantitati de germaniu maximal
acumulate, de 31,26 mg% (30 mg/l compus), continutul de proteine s-a pastrat la nivelul
biomasei obtinute in conditiile standard de cultivare a spirulinei.

Compusul GeSe; in concentratie de 10 mg/l a contribuit la procesul de acumulare a
proteinelor de catre cultura de spiruling, insd la concentratia de 30 mg/1 s-a observat o reducere
cu circa 13% a continutului de proteine in biomasa, pe fonul unei acumuldri maximale a
germaniului, de 75,73 mg%.

In cazul compusilor organici ai Ge (IV), pentru care au fost caracteristice niveluri mai
joase de acumulare a germaniului, comparativ cu compusii anorganici ai lui, au fost determinate
mai multe variante de raspuns la prezenta lor in mediul de cultivare a spirulinei asupra procesului
de sinteza a proteinelor (figura 4.2).

In prezenta concentratiilor de 10 si 20 mg/l Mes,GeCl, (FM-1) a fost stabilitd o crestere
cu circa 13 si 12%, respectiv, a continutului de proteine, In comparatie cu martorul. La aceste

concentratii ale compusului au fost determinate 17,73 mg% si 20,69 mg% germaniu in biomasa,
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respectiv. Concentratia de 30 mg/l nu a modificat esential continutul de proteine (acesta osciland
in limitele martorului), pe fonul cantititii acumulate de germaniu in biomasa de 25,33 mg%. In
cazul dat, continutul germaniului acumulat in biomasa nu a avut un careva impact asupra sintezei
proteinelor de catre spirulina.

Pentru compusul MesGe(OMe), (FM-2) dependenta efectului sdu inhibitor asupra
acumularii de proteine de concentratiile aplicate la mediul de cultivare este una inversa.
Concentratia de 10 mg/l a redus cu 14,5% continutul de proteine in biomasa, cantitatea
germaniului acumulat fiind de 13,57 mg%. Modificarea continutului de germaniu In biomasa, ca
rezultat a cresterii concentratiei compusului de la 10 mg/1 la 30 mg/1 nu a influentat insa, sinteza
proteinelor, continutul lor in biomasa fiind la nivelul martorului.

Compusul ArP=C(Cl)Ge(F)(Tip)t-Bu (FM-3), suplimentat la mediul de cultivare in
concentratiile de 10 - 30 mg/l, la aplicarea caruia a fost stabilitd o acumulare a germaniului de
7,49 - 18,04 mg% nu a influentat asupra continutului de proteine in biomasa, fiind atestate valori
in limitele martorului.

Un efect similar a fost stabilit si pentru compusul ArP=C(Te)Ge(Tip)t-Bu (FM-8) (figura
4.2).

In cazul compusului ArP=C(SeSe)Ge(Tip)t-Bu (FM-9) a fost stabiliti o tendinti slaba de
diminuare a continutului de proteine, in dependentd de concentratia compusului si continutul
elementului in biomasa.

Compusul ArP=C(PhCH=CHCHO)Ge(Tip)t-Bu (FM-10) in concentratia de 10 mg/l a
contribuit la o crestere cu circa 15% a continutului de proteine in biomasa de spirulini. in
concentratiile de 20,0 mg/1 si 30 mg/l, compusul dat a indus o scddere nesemnificativa, cu circa
7%, a nivelului de proteine.

Pentru compusul Mes,Ge(F)-PHMes (FM-11), concentratia de 10 mg/l a stimulat sinteza
proteinelor: continutul lor a crescut cu 12,9% in biomasa in comparatie cu martorul. Concentratia
de 30 mg/l a compusului a redus deja sinteza proteinelor cu 17,3%.

Asadar se poate rezuma faptul, cad majoritatea compusilor organici ai germaniului luati in
studiu nu contribuie In mod particular la acumularea de proteine in biomasa tulpinii
cianobacteriei  A.  platensis CNMN-CB-11, cu exceptia compusilor organici
ArP=C(PhCH=CHCHO)Ge(Tip)t-Bu (FM-10), Mes,GeCl, (FM-1) si Mes,Ge(F)-PHMes (FM-
11). Acesti compusi organici ai germaniului, in concentratia de 10 mg/l au stimulat sinteza
proteinelor in cultura spirulinei, cu circa 15%, 13% si cu circa 12%, respectiv. In conditiile date,
spirulina a acumulat in biomasa circa 13 - 18 mg% germaniu. Ca si in cazul compusilor
anorganici, pentru compusii organici nu a fost determinata o careva dependenta dintre sinteza

proteinelor si continutul de germaniu acumulat in biomasa spirulinei [306].
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Un indicator al implicarii xenobioticelor in activitatea biochimica a spirulinei si care
caracterizeaza raspunsul culturii la actiunea lor, este continutul de ficobiliproteine, componente
ale sistemului sau fotosintetic. Reducerea continutului de ficobiliproteine la fel, este un indicator
al toxicitatii compusului aplicat (concentratiei lui inalte) pentru cultura cianobacteriana.

Compusul GeO,, in toate concentratiile aplicate a contribuit la acumularea de

ficobiliproteine 1n biomasa tulpinii cianobacteriei A. platensis CNMN-CB-11 (figura 4.3).
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Fig. 4.3. Continutul de ficobiliproteine (% BAU) in biomasa de spirulina, obtinut: la

cultivare in prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (1V)

La concentratia maximala de dioxid de germaniu - 30 mg/l, a fost determinat in biomasa
un continut al ficobiliproteinelor de 25,5%, ceea ce a depasit cu 32,68% continutul acestor
proteine-pigmenti in martor. Proprietatea dioxidului de germaniu de a stimula sinteza
ficobiliproteinelor depinde de concentratia compusului in mediul de cultivare. S-a demonstrat, ca
ficocianina obtinutd din biomasa imbogatitd cu germaniu manifestd 0 capacitate antioxidanta
semnificativd la determinare prin reactia cu ABTS™ comparativ cu ficocianina obtinutd din
biomasa standard [1]. A fost stabilita o modificare in raportul dintre continutul de ficocianina si
cel de aloficocianind. Pentru concentratia de 30 mg/l GeO, a fost inregistratd cea mai Inalta
cantitate de ficocianina in biomasa de 15,17%, ceea ce este cu 31,57% peste nivelul martorului.
O crestere cu 36,93% a continutului de aloficocianind a fost determinata pentru concentratia de
20 mg/l GeO,. Vom mentiona, cé la concentratiile compusului GeO, pentru care a fost stabilita o
crestere a continutului de ficobiliproteine in biomasa, cantitatea de germaniu acumulat a fost
relativ mica, intre 14,89 mg% si 33,26 mg%, respectiv. Astfel, germaniul (cantitatea sa

acumulatd in biomasa) nu a avut un efect toxic oxidativ asupra culturii de spirulina.
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Pentru compusul GeSe, efectul de stimulare a sintezei ficobiliproteinelor in cultura de
spirulind a fost determinat pentru concentratia lui de 10 mg/l, continutul ficobiliproteinelor in
biomasa spirulinei constituind 24,49%, ceea ce este cu circa 18% mai mult, comparativ cu
martorul. Odata cu cresterea concentratiei compusului, continutul de ficobiliproteine in biomasa
a scazut. Vom mentiona, cd la concentratia selenurii de germaniu de 30 mg/l la care a fost
determinat un continut mai inalt de germaniu (75,73 mg%), comparativ cu GeO,, cantitatea
sumara de ficobiliproteine s-a redus in biomasa cu circa 19%. In acest caz, germaniul (cantitatea
sa acumulatd in biomasa) a manifestat un efect toxic oxidativ asupra culturii de spirulina. S-au
stabilit modificarile in spectrul polipeptidic al proteinei totale din biomasa de spirulina cultivata
in prezenta GeO, si GeSe,. S-au evidentiat doud benzi intense cu masele moleculare de 20,5 kDa
si 19,0 kDa, corespunzatoare subunitatilor o si B ale ficocianinei, care cantitativ sunt mult mai
pronuntate, comparativ cu proba de referintd, obtinuta din biomasa de spurulind cultivatd in
conditii standard [307].

Pentru compusii organici MesGe(OMe), (FM-2) si ArP=C(C1)Ge(F)(Tip)t-Bu (FM-3) in
toate concentratiile aplicate a fost determinat un continut al ficobilipoteinelor in limitele
martorului. Exceptie a prezentat concentratia de 10 mg/l a Mes,GeCl, (FM-1), la care continutul
de ficobiliproteine in biomasa a scazut cu circa 19%.

Pentru compusii ArP=C(Te)Ge(Tip)t-Bu (FM-8) si ArP=C(SeSe)Ge(Tip)t-Bu (FM-9) a
fost stabilit un efect de stimulare asupra procesului de sinteza a ficobiliproteinelor. Continutul
sumar al ficobiliproteinelor in biomasa de spirulind cultivatd in prezenta acestor compusi
organici ai germaniului a crescut cu circa 17 - 36% fatd de martor, in functie de concentratia
aplicatd de compus. In cazul acestor doi compusi organici ai germaniului, intre continutul de
germaniu acumulat in biomasa de spirulind si cel acumulat de ficobiliproteine nu poate fi
stabilitd o careva dependenta.

Efectul compusului ArP=C(PhCH=CHCHO)Ge(Tip)t-Bu (FM-10) asupra procesului de
sinteza a ficobiliproteinelor la tulpina de spirulind utilizatd in cercetare a fost unul pronuntat
negativ, cu exceptia concentratiei de 10 mg/l. La concentratiile de 20 mg/1 si 30 mg/1 continutul
de ficobiliproteine s-a diminuat drastic, comparativ cu martorul - cu circa 25 si cu circa 44%,
respectiv.

Compusul Mes,Ge(F)-HMes (FM-11) nu a modificat acumularea de ficobiliproteine in
biomasa de spirulind In cazul primelor doua concentratii de compus aplicate. Un continut al
ficobiliproteinelor cu circa 26% mai mult decat in martor a fost determinat la aplicarea
concentratiei de 30 mg/l compus.

Astfel, efectele compusilor germaniului, atat a celor anorganici, cat si celor organici asupra

acumularii de ficobiliproteine la spirulina sunt diferite: de la stimulatoare, care nu modifica acest
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proces si pand la cele negative. In baza datelor obtinute pot fi remarcati compusii care au
stimulat mai pronuntat procesul de sinteza a ficobiliproteinelor. Acestia sunt: GeO, care a
contribuit (In concentratie de 30 mg/1) la o sporire cu circa 32% a continutului de ficobiliproteine
si compusii organici ArP=C(Te)Ge(Tip)t-Bu (FM-8) si ArP=C(SeSe)Ge(Tip)t-Bu (FM-9) (in
toate concentratiile aplicate) care au asigurat o majorare a continutului lor cu circa 18 - 36%
peste nivelul martorului [306].

Un alt indicator, la fel de important, a valorii biochimice a biomasei de spirulina, este
continutul de glucide, valoarea cdrora variaza in dependentd de necesitdtile biosintetice ale
culturii. In figura 4.4 este redati dinamica acumulirii glucidelor in biomasi la cultivarea

spirulinei in prezenta compusilor anorganici si organici ai Ge (I1V).
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Fig. 4.4. Continutul de glucide (% BAU) in biomasa de spirulina, obtinuta la cultivare in

prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (1V)

Pentru compusii anorganici ai germaniului a fost caracteristic un efect stimulator asupra
sintezei glucidelor in cultura de spirulina (figura 4A). Astfel, continutul maximal, de 19,1%
glucide, a fost stabilit pentru concentratia de 30 mg/l dioxid de germaniu, ceea ce este cu 83,4%
mai mult, comparativ cu martorul. In acest caz este evidenti dependenta nivelului de acumulare
a glucidelor de concentratia compusului din mediul de cultivare. In cazul selenurii de germaniu,
sporul maximal de glucide in biomasa a fost de 50,3% pentru concentratia compusului de 30
mg/l. In cazul dat, se poate presupune si impactul germaniului acumulat in biomasa asupra
sintezei glucidelor [74].

Dintre compusii organici ai germaniului (IV), doar compusul Mes,GeCl, (FM-1) a

stimulat sinteza glucidelor in toate concentratiile lui aplicate (figura 4.3B). Continutul maximal
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al glucidelor, de 14,85%, ceea ce este cu circa 37% mai mult decat in martor, a fost determinat in
biomasa de spirulind, obtinuta la cultivare in prezenta concentratiei compusului de 20 mg/1.

Sub influenta celorlalti compusi organici ai Ge (IV), cu exceptia MesGe(OMe), (FM-2),
in diferite concentratii ale lor, continutul de glucide a avut doar o tendinta nesemnificativa de
sporire, sau s-au inregistrat valori in limitele martorului.

Compusul MesGe(OMe), a manifestat un efect negativ asupra sintezei glucidelor, in
biomasa de spirulina fiind determinat un continut al lor cu circa 9 - 16% mai redus, decat cel
caracteristic pentru spirulina cultivata in lipsa de compus.

Cresterea continutului de glucide in biomasa este unul dintre mecanismele de adaptare a
spirulinei la prezenta in mediul de cultivare a compusilor Ge (IV). Luand in considerare un
continut crescut de ficobiliproteine, se poate presupune despre instalarea unui stres chimic
reversibil in cultura de spirulind. Pentru a confirma, sau a infirma aceasta presupunere, in
biomasa de spirulind obtinuta la cultivare in prezenta compusilor anorganici si organici ai
germaniului a fost analizat continutul de lipide. Rezultatele obtinute sunt reflectate grafic in

figura 4.5.
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Fig. 4.5. Continutul de lipide (% BAU) in biomasa de spirulina, obtinuta la cultivare in

prezenta compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (IV)

Rezultatele actiunii dioxidului de germaniu asupra acumularii de lipide de catre spirulina
demonstreaza un tablou similar celui modificarii continutului de glucide. Continutul de lipide a
crescut in biomasa in dependentd de concentratia compusului din mediul de cultivare (respectiv,
cantitatea germaniului acumulat in biomasa). Cantitatea maximala in biomasa, de 6,42% (ceea ce
este cu circa 36% mai mare fatd de proba martor) a fost stabilitd la concentratia de 30 mg/l

dioxid de germaniu.
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Niveluri mai inalte de acumulare a lipidelor au fost caracteristice pentru selenura de
germaniu. In limitele concentratiilor testate ale compusului, continutul lipidelor in biomasa a
constituit 7,01 - 8,21%, ceea ce este cu 58,99 - 86,17% mai mult decat cantitatea lor determinata
in martor.

Compusii organici ai germaniului au modificat in diferite moduri continutul de lipide in
biomasa de spirulina (figura 4.5B). Continutul de lipide nu s-a modificat in biomasa de spirulina,
cultivata in prezenta compusului Mes,GeCl, (FM-1), indiferent de concentratia lui din mediul de
cultivare.

Compusii MesGe(OMe), (FM-2) si ArP=C(C1)Ge(F)(Tip)t-Bu (FM-3) au redus cu circa
17 - 28% continutul de lipide in biomasa. Nici concentratia compusilor, respectiv nici cantitatea
de germaniu acumulat, nu au determinat nivelurile de acumulare a lipidelor In biomasa. Astfel,
continutul lipidelor a scazut semnificativ la concentratia de 10 mg/l, la fel a fost mai scazut
acesta si la concentratia compusilor de 30 mg/1.

Compusii organici ArP=C(Te)Ge(Tip)t-Bu (FM-8) si ArP=C(SeSe)Ge(Tip)t-Bu (FM-9)
au stimulat nesemnificativ acumularea de lipide de catre cultura de spirulind (concentratiile mai
mici), sau nu au modificat acest proces (concentratia mai mare), continutul de lipide mentinandu-
se In biomasa de spirulina la nivelul normei lor fiziologice pentru cultura.

Pentru compusul ArP=C(PhCH=CHCHO)Ge(Tip)t-Bu (FM-10) efectul exercitat a fost
dependent de concentratia utilizata. Astfel, aplicat in concentratia de 20 mg/l compusul a
stimulat cu 14% acumularea de lipide, pe cand in concentratia de 30 mg/1 acesta a redus cu 26%
continutul lipidelor in biomasa de spirulina. Compusul coordinativ Mes,Ge(F)-HMes (FM-11)
nu a modificat nivelurile de acumulare a lipidelor in biomasa de spirulina.

Astfel, compusii anorganici GeO; si GeSe; in concentratiile aplicate au indus acumularea
unor cantitdfi Inalte de lipide in biomasa de spirulind. Acesti doi compusi anorganici ai
germaniului au determinat si acumularea unor cantitdti mai Inalte de germaniu in biomasa de
spirulind, ceea ce poate determina, intr-o masura oricare, formarea de radicali liberi. Dezvoltarea
mecanismului de protectie antiradicalicd include sinteza intensiva a lipidelor in scopul mentinerii
integritatii membranare. Selenura de germaniu a indus o crestere cu circa 59 - 86% a continutului
de lipide si cu pana la circa 50% a cantitdtii de glucide. Continutul inalt de lipide pe fonul
cantitatii crescute de glucide in biomasa pot fi factori determinanti in instalarea stresului
oxidativ.

Prin urmare, modificarea continutului de lipide in biomasa de spirulina poate fi considerat
un indicator al stresului oxidativ instalat. Acesta poate fi anihilat (prin concursul unor alte
componente ale biomasei care au aceasta proprietate distinctd), fapt demonstrat de cantitatea

optimala de biomasd acumulata la cultivarea spirulinei in prezenta unora dintre compusii
113



germaniului testati. Nu poate fi exclus nici efectul stimulator al acestor compusi asupra
proceselor biosintetice la spirulina. In scopul confirmarii ipotezelor expuse au fost determinate
produsele degradarii oxidative a lipidelor, continutul carora se modificd in dependenta de
capacitatea culturii de a rezista la producerea radicalilor liberi in rezultatul stresului instalat in

cultura.

4.1.3 Continutul produselor degradarii oxidative a lipidelor in biomasa si activitatea
antioxidanta (in baza extractelor hidrice) a tulpinii cianobacteriei A. platensis CNMN-CB-11
cultivatd in prezenta compusilor Ge (1V)

Gradul de deteriorare oxidativa a culturii de spirulind in conditiile cultivarii in prezenta
compusilor Ge (IV) poate fi determinat in baza acumularii produselor degradarii acidului
tiobarbituric.

Datele testului cu acidul tiobarbituric demonstreaza o crestere a continutului de
dialdehidd malonica (DAM) in biomasa, obtinutd la cultivarea spirulinei in prezenta compusilor

Ge (IV) testati (figura 4.6).
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Fig. 4.6. Raportul dintre continutul de dialdehida malonica — DAM (nM/g) si nivelul de
acumulare a germaniului (mg%) in biomasa de spirulina, obtinuta la cultivare in prezenta

compusilor anorganici (A) si organici (B) ai Ge (1V)

Continutul de DAM a fost mai crescut cu circa 28 - 33% la concentratiile de 20-30 mg/I
dioxid de germaniu administrat in mediul de cultivare. Cu circa 30% a crescut continutul de

DAM la utilizarea selenurii de germaniu in concentratie de 30 mg/l. Pentru concentratiile
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compusului de 10 mg/l si de 20 mg/l continutul dialdehidei malonice a ramas la nivelul
martorului.

La cultivarea spirulinei in prezenta tuturor compusilor organici ai Ge (IV) testati si la
toate concentratiile lor aplicate, a fost determinata o crestere de 2 - 3 ori a continutului de
dialdehidd malonica in biomasa spirulinei. Valorile crescute ale testului DAM, determinate
pentru compusii organici ai germaniului pot corela cu modificarea activitatii antioxidante, ceea
ce poate fi dovada unui stres oxidativ instalat, care ar putea reduce din valoarea biomasei de
spirulind. Au fost analizate modificarile induse in nivelurile activitatii antioxidante a extractelor
hidrice din biomasa de spirulind in corelare cu cantitatea de germaniu acumulat in biomasa

(figura 4.7).
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Fig. 4.7. Activitatea antioxidanta (% inhibitie ABTS) a extractelor hidrice din biomasa de
spirulini, obtinuta la cultivare in prezenta compusilor anorganici (A)

si organici (B) ai Ge (1V)

Pentru a intelege modul in care compusii anorganici si organici ai Ge (IV) influenteaza
acest indicator monitorizat, a fos%t necesar sa se analizeze nivelul acumularii germaniului de
citre spirulina in raport cu valorile activitatii antioxidante ale extractelor hidrice. In primul rand,
au fost analizati cei doi compusi anorganici ai germaniului - GeO; si GeSe,, care in concentratia
de 30 mg/l au asigurat cel mai nalt nivel de acumulare a germaniului, 31,2 mg% si 75,7 mg%,
respectiv. Odatd cu cresterea continutului de germaniu acumulat in biomasa, la addugarea de
GeO,, creste si activitatea antioxidanta a extractelor hidrice, dar aceasta crestere nu este atat de
semnificativa (cu doar 3,6 - 10,9% fata de martor), ceea ce indicd asupra faptului cd cultura nu

este afectatd de un stres oxidativ puternic. In cazul acumularii unui continut mai ridicat de
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germaniu in biomasa de spirulind in prezenta compusului anorganic GeSe,, reactia culturii de
spirulind poate explicata in felul urmator. Acumularea de germaniu pana la 48,5 mg% in cazul
aplicarii concentratiei de 20 mg/l selenurd de germaniu a contribuit la o scadere a activitatii
antioxidante cu circa 31% fatd de martor. Cresterea in continuare a continutului de germaniu in
biomasd pana la valoarea de 75,73 mg% a condus la restabilirea activitdfii antioxidante a
spirulinei, ceea ce demonstreaza viabilitatea culturii n conditiile unui stres oxidativ, probabil
conditionat de acumularea de germaniu 1n biomasa.

In ceea ce priveste activitatea antioxidanti a extractelor hidrice din biomasa obtinuta la
cultivarea spirulinei in prezenta compusilor organici care contin Ge (IV), valorile testului ABTS
fie cresc, fie scad semnificativ in dependentd de compusul administrat. Astfel, acumularea de
germaniu la adaugarea de Mes,GeCl, (FM-1), este insotitd de o crestere considerabila a
activitatii antioxidante, si cu cdt concentratia compusului in mediul de cultivare si, respectiv
acumularea acestuia este mai mare (de la 17,7 mg% péna la 25,3 mg%), cu atat este mai mare
activitatea antioxidanta (cu 23,6% - 41,8% mai mare fatd de martor), ceea ce sugereaza ideea
unui stres oxidativ continuu. In cazul compusului MesGe(OMe), (FM-2), activitatea antioxidanti
creste cu circa 50%, fiind similard cu cea a compusului FM-1. Acumularea germaniului in
biomasa nu determind cresterea activitatii antioxidante. Cea mai mare valoare a testului ABTS,
de 82% inhibitie, a fost determinata la concentratia compusului de 30 mg/l la un continut
minimal de germaniu acumulat in biomasi (8,64 mg%). In cazul aplicirii compusului
ArP=C(CI)Ge(F)(Tip)t-Bu - (FM-3), activitatea antioxidanta a extractelor hidrice a fost scazuta
pe fonul unei cantitati de germaniu acumulat in biomasa relativ mica (intre 7,49 si 18,04 mg%).

Complexitatea compusilor organici aplicati este un impediment in stabilirea unei relatii
dintre cantitatea germaniului acumulat si modificarea valorilor testului ABTS. Pentru majoritatea
compusilor organici aplicati se poate observa o dependentd dintre concentratia compusului in
mediul de cultivare si valorile testului ABTS. Un tablou similar a fost caracteristic si pentru
compusii ArP=C(CIl)Ge(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). Pentru acestia, indiferent de continutul de germaniu acumulat, activitatea
antioxidanta a extractelor hidrice din biomasa de spirulind a fost cu peste 50% mai mica,
comparativ cu martorul.

Modificarea valorilor testului antioxidant ABTS indica o stare de stres instalat in cultura
de spirulina. 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, prezenta

caruia probabil a indus stresul oxidativ in cultura de spirulina.
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Valorile crescute ale testului antioxidant ABTS reprezinta rezultatul cresterii continutului
de compusi antioxidanti ca raspuns la acumularea de radicali in cultura de spirulina, iar valorile
joase ale activitatii antioxidante pot fi rezultatul: 1) utilizarii active a antioxidantilor sau 2)
incapacitatii culturii de a mentine statutul antioxidant stabil. In cazul compusilor organici care
contin germaniul, nu au fost stabiliti indicatori ai proceselor de deteriorare a capacitatii
biosintetice. Prin urmare, este vorba despre un consum sporit de compusi antioxidanti in scopul
mentinerii integritatii proceselor vitale din celuld. Valorile joase ale dialdehidei malonice in
corelare cu modificarea neinsemnata a activitatii antioxidante este dovada capacitatii de adaptare
a culturii de spirulind la stresul indus de prezenta in mediul de cultivare a compusilor

germaniului.

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

Sursa de germaniu care a asigurat acumularea lui cea mai eficientd dintre toti compusii
anorganici si organici ai Ge (IV) testati este selenura de germaniu. In biomasa de spirulina
cultivatd 1n prezenta acestui compus 1n concentratie de 30 mg/l a fost determinat un continut al
germaniului de circa 75,7 mg%. Pe fonul acestei cantitati acumulate de germaniu, nivelul de
biomasa produs de catre spirulina este in limitele caracteristice producerii biomasei in conditii
standard.

Procesul de absorbtie si de acumulare a germaniului de catre spirulina depinde nu numai
de concentratia introdusa si/sau natura compusului lui, ci si de alti factori. In cazul tulpinii de
spirulind incluse in acest studiu, dependenta de concentratie a cantitatii acumulate de germaniu
de concentratia compusului a fost clara doar in prezenta compusilor anorganici aplicati, in
particular a selenurii de germaniu. In cazul compusilor organici acest proces implica si structura
chimica a lor.

Comparativ cu seleniul (pentru acumularea caruia este esentiald mentinerea pH-ului la
valoarea de 8,0 - 8,5), conditiile care pot asigura acumularea unor cantitati mai mari de germaniu
de catre spirulina prezinta alte particularititi. Spre deosebire de seleniu, pentru o ratd mai mare
de acumulare a germaniului este important de a asigura o alcalinitate mai inalta a mediului de
cultivare (chiar peste 9,5). In aceste conditii, germaniul trece in forma de ioni HGeOs, usor
absorbita de celulele vii [96, 274, 294]. Acumularea germaniului de catre celulele spirulinei
depinde in mod substantial si de regimul de temperatura utilizat. Astfel, raportul dintre continutul
germaniului complexat cu proteinele, lipidele si glucidele, determinat pentru spirulina crescuta la
25 °C a fost de aproximativ 48%, iar pentru spirulina crescuta la 30 °C raportul a crescut pana la

72,0% [262]. In procesul de obtinere a biomasei de spirulind imbogatita cu acest oligoelement
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este important, astfel, de a se tine cont nu numai de conditiile care asigura acumularea lui in
biomasa, dar si de conditiile care asigurd complexarea lui cu compusii macromoleculari ai
spirulinei (proteinele, glucidele, lipidele). Tulpina cianobacteriei Arthrospira platensis CNMN-
CB-11 (spirulina) este o tulpind tehnologicd cu o capacitate prestabilita de a acumula
biolementele [56, 58], pentru care este elaborat un mediu de cultivare cu un raport echilibrat si
optimal al macro- si micronutrientilor. pH-ul mediului pe durata cultivarii are o alcalinitate
pornind de la 8,5 unitati de pH si atinge o alcalinitate de 10,5 unitati de pH pe final de ciclu de
cultivare, iar temperatura optimala de crestere este de 30 °C. In continuare, pentru a asigura
aceste conditii de acumulare a germaniului tulpina a fost cultivata cu respectarea parametrilor
indicati ai procesului, iar in cadrul acestuia s-a manipulat cu intervalul de administrare a
concentratiei selenurii de germaniu care asigura acumularea unor cantitafi importante anume
de germaniu. Concentratia de selenura de germaniu nu a fost majorata din considerentele
respectarii unui anumit nivel al calitatii biomasei imbogatite cu germaniu. Din datele obtinute
asupra compozitiei biochimice a spirulinei, cultivatd in prezenta acestui compus, reiese ca
marirea in continuare a concentratiei de compus poate afecta calitatea biomasei (reducerea
continutului de proteine, ficobiliproteine — compusi importanti in biotransformarea
bioelementelor). Astfel, 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 administrata la cultura de spirulina in crestere la
a treia zi de cultivare. O alta variantd a fost cea de administrare a selenurii de germaniu in

concentratia de 30 mg/l la a treia zi de cultivare (tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. 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%
15 mg/l (1-a zi de cultivare) 99,99 90,55+2,14
15 mg/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) 0,11+0,02

Drept rezultat, suplimentarea selenurii de germaniu in rate si la diferite intervale de
cultivare a spirulinei asigura 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 cu 75,73 mg% determinate in biomasa obtinuta la cultivarea spirulinei
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in prezenta selenurii de germaniu addugate in aceeasi concentratie in prima zi de crestere a
culturii.
Repartizarea germaniului in fractiile de compusi biologic activi ai spirulinei cultivate in

conditiile descrise de administrare a selenurii de germaniu este redata in figura 4.8.

Lipide:12,64% Proteine:
27,76%

Glucide: \I
9,21% /
Aminoacizi ‘
liberi,
oligopeptide:
24,12%

Fig. 4.8. Repartizarea germaniului in diferite fractii biologic active ale biomasei
de spirulina cu continut sporit de germaniu

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 liberda si in
componenta oligopeptidelor din spirulind, 9,21% in fractia de glucide si 12,64% - in fractia
lipidelor. Asadar, suplimentarea selenurii de germaniu in rate si la diferite perioade de crestere
ale culturii de spirulina, asigura obtinerea unei biomase imbogatite cu germaniu (circa 90 mg%),
1ar acesta este incorporat in cantitdfi Tnalte (circa 66 mg% sau 73% 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 4.9 si in succesiunea
operationala descrisd in continuare:

(1) Se prepara mediul nutritiv ce contine macronutrientii (g/l): NaNO3-2,5; NaHCO3-8,0;
NaCl-1,0; K;SO4-1,0; Na;HPO4-0,2; MgSO,4-7H,0-0,20; CaCl,-0,024; FeEDTA-1 ml/l; 1 mi/l
solutie de micronutrienti ce contine (mg/l): HsBO3-2,86; MnCl,-4H,0-1,81; CuSO,4-5H,0-0,08;
Mo00;-0,015).

(2) La mediul nutritiv preparat se adauga solutie de selenura de germaniu cu concentratia
de 15,0 mg/l.
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(3) In mediul nutritiv ce contine sursa de germaniu se inoculeazi volumul de culturd de
spirulind ce corespunde concentratiei celulelor culturii Intre 0,4 si 0,45 g/l masa uscata.

(4) Cultura de spirulina se repartizeaza in vasele de cultivare de capacitati care asigura
obtinerea biomasei in cantitati prestabilite si spirulina se cultivd timp de 2 zile (48 ore)
respectand parametrii: temperatura 28 °C, iluminarea~37 uM fotoni/m?/s; pH-ul = 8,5.

(5) La a 3-a zi de cultivare, la cultura de spirulind se adauga solutie de selenura de
germaniu cu concentratia de 15,0 mg/l si spirulina se cultiva pe durata a inca 4 zile (96 ore) cu
mentinerea parametrilor: temperatura 30 °C, iluminarea~55 uM fotoni/m?/s; pH-ul = 9,0 - 10,5.

(6) La a 6-a zi de cultivare (sfarsitul procesului de cultivare), cultura de spirulina se separa
de mediul de cultura prin filtrare, iar biomasa rezultata pe filtru se spald cu o solutie de acetat de
amoniu de 1,5% pentru a Inlatura sarurile restante pe suprafata celulelor dupa care se mai spala o

data cu apa purificata sau distilata.

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

v

Prepararea mediului nutritiv cu comporzitia (g/1): NaNOs-
2,5; NaHCOs-8,0; NaCl-1,0; K,S0,-1,0; Na,HPO,-0,2;
MgSQO,-7H,0-0,20; CaCl,-0,024; 1 ml/I sol. microelemente
ce contine (mg/l): H3BOz-2,86; MnCl,-4H,0-1,81;
CuSQO,4-5H,0-0,08; M005-0,015; FeEDTA-1ml/I

v

Inocularea suspensiei de spirulina (0,40 — 45 g/l BAU)

A

GeSe, 30 mg/l:
1-a zi de cultivare - %2
il 3-a zi de cultivare - %

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

IS
Cultivarea spirulinei temperatura 30 °C, iluminarea de 55
uM fotoni/m®ls; pH-ul = 9,0 - 10,5, timp de 96 ore

Germaniu: 90,55 mg%,

dintre care
J' 66,76 mg %
Separarea prin filtrare a biomasei de spirulina biotransformat
* (aminoacizi liberi,

oligopeptide, glucide,

Biomasa de spirulina cu continut sporit de germaniu proteine), lipide

Fig. 4.9. Schema de obtinere a biomasei de spirulina imbogitite cu germaniu
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Biomasa se standardizeaza la o anumitd concentratic si se determind 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 se usuca si biomasa se utilizeaza ca produs

germaniuorganic.

4.3. Tehnologia integratid de obtinere in baza biomasei de spirulind a preparatelor

cu continut sporit de germaniu (Sau germaniu si seleniu)

Biomasa de spirulina imbogatita cu germaniu demonstreaza o compozitie a sa destul de
echilibratd, 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 (fata de 64,5%), 8,25% C-ficocianina (fata de 9,15%), 15,75% glucide
(fata de 12,5%) si 8,0% lipide (fata de 5,15%). Activitatea antioxidanta a fost determinata in
extractele hidro-alcoolice de 50% obtinute din aceasta biomasa, de asemenea, prezinta un nivel

bun (tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Continutul unor compusi biologic activi in biomasa de spirulina imbogitita

Cu germaniu
Spirulina

Compozitie germaniuorganica Spirulina
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%
Activitatea antioxidanta 67,5% 65,2%

Ca si in cazul biomasei de spirulind imbogatite cu seleniu, biomasa de spirulind cu
continut sporit de germaniu poate fi (1) valorificata si (2) procesata in cadrul unui singur flux
tehnologic pentru obtinerea produselor (preparatelor si suplimentelor) germaniucomponente,
conform etapelor redate in figura 4.11.

Circuitul tehnologic incepe astfel, de la producerea materiei prime germaniuorganice —
biomasa de spirulind cu continut sporit de germaniu care se obtine conform procedeului elaborat

(figura 4.10), iar in cadrul acestui segment tehnologic se respecta toate elementele componente
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care asigurd rezultatul final: inofensivitatea mediului nutritiv §i cantitatea de culturd start de
spirulind care vor asigura initierea procesului tehnologic, respectarea prescriptiei de introducere
a sursei de germaniu, respectarea parametrilor care creeaza conditii optimale de acumulare a
germaniului, in particular, temperatura si pH-ul procesului de cultivare, monitorizarea acestor
parametri dar si a culturii de spirulind pe durata cultivarii pentru a evita instalarea unui stres
tehnologic pe parcursul producerii, respectarea cerintelor fata de procedura de filtrare a culturii
la finalul cultivarii si de standardizare a concentratiei biomaseli, stabilirea parametrilor de calitate
(cantitatea de germaniu si continutul principalilor indicatori de calitate ai biomasei). Rezultatul
final al acestei secvente tehnologice este biomasa de spirulind imbogatita cu germaniu care
ulterior poate fi valorificata pe doua cai:

Q) Biomasa, pornind de la compozitie si germaniul biotransformat de catre compusii
sai 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 singurd biomasda prin extragere succesiva 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 etape a
fluxului tehnologic.

In cadrul primei secvente tehnologice biomasa germaniuorganicd se trateaza cu solutii
alcoolice cu un continut de alcool de la 30% pana la 85%, se supune extragerii pe o anumita
duratd de timp determinata la Intuneric, dupa care amestecul biomasa + alcool se centrifugheaza
si astfel se separd extractul de aminoacizi si oligopeptide. Extractul se supune purificarii — se
inlatura derivatele oxidate ale clorofilei, dupa care acesta se standardizeaza dupa concentratie, se
determina continutul de germaniu si de aminoacizi liberi si oligopeptide, se verifica si se rectifica
concentratia alcoolului.

Rezultatul final al acestei secvente - Extractul de aminoacizi si oligopeptide
germaniucomponente care, dupa aplicarea unor proceduri de purificare, standardizare, formulare,
conditionare si ambalare este formula preparatului biologic activ ce contine germaniul ca parte

componentd efectivd sub denumirea ,, BioR-Germanium”.
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conform procedeului de
obtinere a biomasei
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Rest biomasa
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Standardizarea
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v
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v

I11. Supliment Ge-proteic

Fig. 4.10. Schema integrata de obtinere in cadrul unui singur ciclu tehnologic a produselor

(preparatelor si suplimentelor) germaniucomponente

Biomasa care a rezultat de la fabricarea preparatului ,, BioR-Germanium”, se utilizeaza

pentru fabricarea extractului proteic germaniucomponent. In acest scop, la restul de biomasa

germaniuorganicd se adaugd solutie de hidroxid de sodiu de 0,45%, amestecul se supune

extractiei, dupa care se centrifugheaza. Procedura de extractie si centrifugare se repetd inca o

data. Extractele se reunesc intr-un singur extract. Extractul proteic germaniucomponent sumar se

123




supune dializei pana la pH-ul 7,0 - 8,5 dupa care se standardizeaza la o anumita concentratie si se
determind continutul de germaniu si de proteine in acesta. Extractul proteic germaniucomponent
care este produsul final al acestei secvente, la fel, dupa aplicarea procedurilor specifice fiecarei
forme (pulbere incapsulata sau comprimate sau lichid) reprezinta formula pentru preparatul
,»oupliment Ge-proteic”.

Domeniile, dozele si modul de utilizare/administrare a poduselor germaniucomponente
obtinute Tn baza biomasei de spirulind in cadrul acestei tehnologii complexe reiese din fiecare
caz concret §i situatie/afectiune, luand in considerare atat starea clinica, cat si profilul terapeutic
pe care pot sa-1 asigure sau sa-I completeze fiecare dintre aceste produse elaborate pornind, in
primul rand, de la proprietatile lor asigurate atat de germaniu, cat si prin sinergiSm cu acesta a

compusilor biologic activi din spirulina.

4.3.1. Reproducerea fluxului tehnologic de obtinere in baza biomasei de spirulina a
preparatelor cu continut sporit de germaniu in conditii de producere in serie

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. Chiginau, R. Moldova).
Principalele rezultate ale testarii tehnologiei in serie semiindustriald sunt redate in tab. 4.5 - 4.8.

Conform datelor obtinute, tehnologia elaborata poate fi introdusa in fabricarea in serie a
produselor (preparatelor si suplimentelor germaniuorganice) in baza biomasei de spirulind. Toate
etapele — cheie ale procesului de fabricare in conditii de serie se incadreaza in limitele de
referintd (tehnologia elaboratd in 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 spiruling cu continut sporit de germaniu (Spirulina
germaniuorganica);  Producerea  extractului de aminoacizi liberi si  oligopeptide
germaniucomponente (BioR-Germanium); Producerea extractului proteic germaniucomponent
(Supliment Ge-proteic) s-au incadrat in limitele prescriptiei de referintd si nu au deviat de la
aceasta.

Prin urmare, fluxul tehnologic de obtinere in baza biomasei de spirulind 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.
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Tabelul 4.5. Parametrii de control interfazic si finit in procesul de producere in serie a biomasei de spirulina imbogatite cu germaniu

(Biomasa germaniuorganici)

Parametrii supusi monitorizarii

Interval

Durata
Lotul fabricat ciclului | monitorizare | Cantitateade | Tempera- | lluminarea, pH-ul, Nivelul
de proces inoculum, tura, uM unit. de cresterii Biomasa produsa, g
cultivare, | cultivare, g/l substanta °C fotoni/m?/s pH culturii, g/l
ore ore uscata
002 (FTF-Ge BSp) 144 48 0,430 28 37 8,5 0,70 95,0
96 30 55 9,5 0,85
144 30 55 10,5 0,99
Conform specificatiei 144 - 0,4-0,45 28-30 37-55 8,5-10,5 - 95,0-100,00g
elaborate
Tabelul 4.6. Parametrii de control calitate a biomasei de spirulina imbogitite cu germaniu
la producerea in serie (Biomasa germaniuorganica)
Lotul Parametri fizico-chimici: Parametri calitate, g/100g biomasa
Aspect extern Con- Amino- | Oligopep- | Proteine, Glucide, Lipide, Activitatea Germaniu,
cent- acizi, tide, 0/100g 0/100g 0/100g antioxidanta, 0/100g
ratia, 9/100g 9/100g biomasa biomasa biomasa % inhibitie biomasa
mg/ml biomasa | biomasa ABTS
002 (FTF- Masa de culoare verde 100,0 3,6+0,11 | 6,90+0,15 |62,25+2,84 | 15,95+0,44 | 8,25+0,23 68,0+1,40 0,09+0,0015
Ge BSp) inchisad cu nuanta albastra cu
miros specific
Conditii de Masi (pastd) densa de 100-105 | 3,0-4,0 6,5-7,0 | 60,0-65,00| 15,50-16,50 | 7,50-8,50 65,0-70,0 0,085-0,095
admisibilitat | culoare verde intensa, si/sau
e (Conform verde Inchisa si/sau verde
specificatiei | inchisa cu nuanta albastra cu
elaborate) miros caracteristic
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Tabelul 4.7. Parametrii de control interfazic si finit in procesul de fabricare a extractului de aminoacizi si oligopeptide germaniucomponente

(BioR-Germanium)

albastru-violeta

Parametrii fizico-chimici Compozitie
Forma Miros Coloratie Identificare Dozare
Lotul (Aminoacizi si Aminoacizi si | Germaniu, Activitatea
fabricat oligopeptide) oligopeptide, ug/ml antioxidanta,
mg/ml % inhibitie
Cel putin ABTS
001- (FTF-ES- Corespunde Corespunde Corespunde Col.albastru- 0,435 1,55 65,0
AAP/Ge) violeta
Conform Solutie Specific extractului de Verde cu nuanta Reactia 0,40 1,0-1,5 60,5-70,5
componentelor alcoolica de aminoacizi si cafenie sau cafenie calitativa cu
prescriptiei/ conditii 50% oligopeptide din cu nuantd verde, solutie de
de admisibilitate spirulina sau cafenie cu ninhidrina.
nuanta galbena Apare col

Tabelul 4.8. Parametrii de control interfazic si finit in procesul de fabricare a suplimentului proteic germaniuorganic

(Supliment Ge-proteic)

Parametrii fizico-chimici Compozitie
Lotul Forma Miros Coloratie Proteine, Germaniu, Activitatea antioxidanta,
fabricat Cel putin, pg/ml % inhibitie ABTS
mg/ml
001- (FTF—-ES - Corespunde Corespunde Corespunde 6,5 2,4 65,55
P/Ge)
Conform Lichid dens Specific extractului Verde cu nuanta 5,70-6,70 2,0-2,5 65,5-70,5
componentelor proteic din spirulina cafenie sau cafenie
prescriptiei/ cu nuanta verde,
conditii de sau cafenie cu
admisibilitate nuantd galbena
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4.3.2 Variante tehnologice de obtinere a biomasei de spirulind, imbogatite cu germaniu
si seleniu (sau seleniu si germaniu) - materie prima biologic activd pentru fabricarea

preparatelor policomponente ce contin ambele microelemente

Rezultatele cercetarilor redate in aceastad lucrare au scos in evidentd compusul anorganic
GeSe;,. S-a demonstrat, ca spirulina acumuleaza eficient atat seleniul (p. 3.1.1, cap. 3), cat si
germaniul (p. 4.1.1, cap. 4) din acest compus.

Vom mentiona, cd conditiile si parametrii de proces care pot asigura acumularea
maximala a fiecaruia din aceste oligoelemente in biomasa de spirulina sunt specifice si prezinta
anumite deosebiri. Iata 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 asigurd obtinerea biomasei cu
continut sporit de germaniu: mediul nutritiv modificat Zarrouk, suplimentarea selenurii de
germaniu in concentratie de 15 mg/l in prima zi si cultivarea spirulinei la temperatura 28 °C,
iluminarea de 37 pM fotoni/m%s; pH-ul = 8,5 timp de 48 ore, suplimentarea a inca 15 mgll
compus si continuarea cultivarii spirulinei la temperatura 30 °C, iluminarea de 55 uM
fotoni/m?/s; pH-ul = 9,0 - 10,5.

Chiar daca tehnologiile au fost elaborate tindnd cont de conditiile specifice de obtinere a
uneia sau a alteia biomase, nu poate fi neglijat faptul ca in cazul biomasei cu continit sporit de
seleniu aceasta contine intr-o cantitate mai mare si germaniul, iar in cazul biomasei cu continut
sporit de germaniu aceasta contine intr-0 cantitate apreciabila si seleniul. A fost determinata
cantitatea germaniului in biomasa produsa in conditiile de obtinere a biomasei cu continut sporit
de seleniu si invers — cantitatea de seleniu in biomasa cu continut sporit de germaniu. Astfel,
biomasa de spirulina cu continut sporit de seleniu contine si circa 76 mg% germaniu, iar biomasa
cu continut 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 §i germaniul)
sau (germaniul si seleniul) cu etapele principale de producere in serie redate in figura 4.11. Prin
urmare, aplicarea selenurii de germaniu la cultivarea spirulinei este foarte atractiva din punct de

vedere tehnologic, oferind oportunitatea unor variante de obtinere:
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(1)  abiomasei (conform procedeului descris in p. 3.2, cap. 3) si preparatelor ce contin seleniu

dar si germaniu (conform tehnologiei descrise in

(2) a biomasei (conform procedeului descris in p.

p. 3.3, cap. 3);

4.2, cap. 4) si preparatelor ce contin

germaniu dar §i seleniu (conform tehnologiei descrise in p. 4.3, cap. 4).

Cultivarea tulpinii cianobacteriei Arthrospira platensis

| CNMN-CB-11 (spirulina) ‘

1. Mediul nutritiv cu continut redus de
bicarbonat si sulfat

1. Mediul nutritiv modificat
Zarrouk

'

v

2. Cultivarea timp de 48 ore la
temperatura 28 °C, iluminarea~37 uM

germaniu in concentratie de 15 mg/l

2. Suplimentarea selenurii de

fotoni/m*/s; pH = 8,0 - 8,5

!

\ 4

3. Suplimentarea selenurii de germaniu

temperatura 28 °C, iluminarea~37

3. Cultivarea timp de 48 ore la

uM fotoni/m?ls; pH = 8,5

in concentratie de 30 mg/l

v

'

germaniu in concentratie de 15mg/|

4. Suplimentarea selenurii de

4. Cultivarea timp de 96 ore la
temperatura 30 °C, iluminarea~55 uM

!

fotoni/m%/s; pH = 8,0 - 8,5

5. Cultivarea timp de 96 ore la

temperatura 30 °C, iluminarea~55
l uM fotoni/m?ls; pH = 9,0 - 10,5
Biomasa de spirulind imbogatiti cu ¥
Seleniu (378 mg%) Biomasa de spirulind imbogatiti cu
si Germaniu (76 mg%,) organicd Germaniu (90 mg%) si
Seleniu (235 mg%)
BioR Obtinerea extractelor de BioR
Selenium + Germanium < aminoacizi liberi si »  Germanium + Selenium
oligopeptide
Extract proteic seleniu si ¢ Extract proteic germaniu

A

germaniu organic

Obtinerea extractelor proteice

A 4

si seleniu organic

Fig. 4.11. Etapele tehnologice principale de obtinere a biomasei de spirulina, imbogatite cu

germaniu si seleniu (sau seleniu si germaniu)
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Biomasa de spirulind ce contine ambele microelemente, de asemenea, poate fi utilizata
pentru obtinerea preparatelor policomponente cu proprietati antioxidante, imunomodulatoare si

anticancer.
4.4 Concluzii la capitolul 4

1. Compusii anorganici si organici ai Ge (IV), testati in concentratiile de 10, 20 si 30 mg/I
modificd 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% [74, 305].

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
determina 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) [74, 305].

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 [74, 306].

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 elaborata tehnologia care asigura obtinerea biomasei de spirulind cu un continut 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 ofera oportunitatea executdrii 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 spirulina”, au condus la formularea urméatoarelor 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 maximald este atinsd in prezenta surselor
anorganice a acestor elemente: selenitul de fier hexahidrat (50 mg/l: seleniu) si selenura
de germaniu (30 mg/l: germaniu si/sau seleniu) [17, 58, 305] (cap. 3, cap. 4).

2. In dependentd de compus si concentratie, procesul de acumulare a biomasei este
influentat in trei maniere diferite: NaySeOs, Fe,Se;09:6H,0 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 influenteaza 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 [17, 305] (cap. 3, cap. 4).

3. Acumularea seleniului si/sau germaniului in biomasa de spirulind nu afecteaza calitatea
(compozitia biochimicad) si nivelul de sigurantd al acesteia (conform datelor testului
ABTS si DAM). Au fost evidentiate, de asemenea, efecte benefice a unor compusi
anorganici ai Se (IV) si Ge (IV), si 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 [4 - 5, 74, 306] (cap. 3, cap. 4).

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: 4 in
1-a zi de cultivare si ¥ in a 3-a zi de cultivare a spirulinei, asigura obtinerea unei biomase
cu un continut sporit de seleniu (378 - 690 mg%). Din continutul total, 71,6 - 74,8%
reprezintd 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).

5. 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
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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).

6. Au fost elaborate tehnologiile care redau schemele de obtinere in cadrul unui singur flux
de fabricare, a 9 variante de noi preparate ce contin ca parte componenta activa seleniul
si/sau germaniul biotransformate. Tehnologiile valorifica materii prime si materiale non
toxice ,,prietenoase mediului” si prezintd oportunititi de producere in conditii controlate
(cap. 3, cap. 4).

7. 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 1n cantititi importante ambele microelemente — sursd de preparate

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

Aportul personal. Toate rezultatele obtinute si expuse in cadrul tezei de doctorat,
analiza, generalizrile si concluziile apartin autoarei. In materialele care reflecti continutul
brevetelor de inventie MD 228 si MD 4123 (Anexa 1) autoarei ii revine cota parte in
corespundere cu lista autorilor.

Rezultatul obtinut care a contribuit la solutionarea unei probleme stiintifice
importante puse in fata acestei lucriri 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
aceastd biomasa, in cadrul unui singur flux tehnologic, a preparatelor noi cu continut sporit de
aceste microelemente de importanta biologica.

in aspect teoretic, au fost acumulate date noi despre caracterul actiunii unor compusi
chimici ai Se (IV) si Ge (IV) asupra producerii de biomasa de catre tulpina cianobacteriei
Arthrospira platensis CNMN-CB-11, precum si despre nivelul si conditiile de acumulare a
seleniului si germaniului de catre aceasta tulpina. Au fost elucidate modificarile in compozitia
biochimicd, continutul produselor degradarii oxidative a lipidelor si in nivelul activitatii
antioxidante a biomasei pe parcursul procesului de acumulare a seleniului si germaniului de catre
spirulina.

in aspect aplicativ, au fost elaborate 3 procedee de obtinere a biomasei de spirulini
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
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si/sau germaniu. Selenura de germaniu ofera oportunitatea obtinerii in baza biomasei de spirulina
a materiilor prime biologic active ce contin in cantitdti sporite ambele microelemente.

Materialele obtinute la tema tezei au fost expuse la urmatoarele foruri stiintifice
nationale si internationale:

Conferinta stiintifica nationald cu participare internationala ,, Integrare prin cercetare §i
inovare”, USM, 10-11 noiembrie, 2020, Chisindu, R. Moldova; Al V-lea Simpozion stiintific
national cu participare internationald ,, Biotehnologii avansate-realizari si perspective”, 21-22
octombrie, 2019, Chisinau, R. Moldova; The Xth International Congress of Geneticists and
Breeders. 28 June - 1 July 2015, Chisinau, R. Moldova; IX Meoscoynapoonas nayunas
KoHGhepenyus noceewernnas 50-remuto cozoanusi Uncmumyma Muxpoouonoeuu HAH Benapycu.
7-11 centsiOps 2015, Munck, P. benapycw; V th International Conference ,, Actual Problems in
Modern Phycology”, November 3-5, 2014, Chisindu, R, Moldova; International Scientific
Conference on Microbial Biotechnology (2nd edition), October 9-10, 2014, Chisinau, R.
Moldova; Al lll-lea Simpozion national cu participare internationala ,, Biotehnologii avansate —
realizari si perspective”, 24-25 octombrie, 2013, Chisindu, R. Moldova; Meswcoyrnapoonas
HAay4Ho npakmuieckas KoHgepeHyus monoowvix yyenvlx ,, PONTUS EUXINUS”, no npobnemam
800HbIX 2KOCUcmeM, nocsiujenHou 50 nemuio obpazosanus Hncmumyma OUOI02UU HOIHCHBIX
mopeti Hayuonanvnou akaoemuu nayk Yxpaunwvi. 1-4 oxtsa6ps 2013, CeBacTomnomns, YKpanHa.

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare sunt reflectate in 2 capitole in monografii
internationale; 2 articole in monoautorat in revista din strainatate recunoscuta si 7 articole in
reviste recenzate, categoria B si C (2 in monoautorat); 2 articole si 7 rezumate ale comunicarilor
stiintifice la conferinte nationale si internationale; 2 brevete de inventie.

Rezultatele stiintifice au fost implementate la uzina FICOTEHFARM SRL, or.
Chisinau, R. Moldova (Anexa 2: Acte de implementare Nr. 01-11/2017 si Nr. 02-11/2017 din
30.11.2017) (Anexa 2).

Tehnologiile si produsele elaborate pe baza rezultatelor obtinute la tema lucrarii au fost
expuse si apreciate cu 7 medalii de aur si 1 de argint, Diploma Ministerului Educatiei Nationale a
Roméaniei la: Expozitia Internationala Specializata INFOINVENT, Editia a XIlII-a, 2013,
Chisinau, R. Moldova; European Exhibition of Creativity and Innovation EUROINIVENT, 22-
24 May 2014, lasi, Romania; al 16-lea Salon de Inventica si Inovatii INVENTICA 2014, 15-18
octombrie, Bucuresti, Romania; International Exposition for Inventions INOVA, 6-8 November
2014, Osijek, Croatia; European Exhibition of Creativity and Innovation "EUROINVENT”, May
14-16, 2015, lasi, Romania; The XIX-th International Exhibition of Research, Innovation anf
Technological Transfer “INVENTICA”, June 24-26, 2015, lasi, Romania; 40th International
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Invention Show, 11th Invention and prototype show and student Bussines plan competition,
November 05-07, 2015, Karlovac, Croatia; New International Warsaw Invention Show IWIS
2016, 10-12 october 2016, Warsaw, Poland (Anexa 3).

RECOMANDARI PRACTICE
1. 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;
2. 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.

Sugestii privind cercetiri de perspectiva

1. Cercetarea, dar si partea tehnologicd 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.

2. Este oportund dezvoltarea in continuare a directiei de cercetare stiintifico-practica,
destinate precautarii noilor tulpini de microorganisme cu capacitate de acumulare si
biotransformare eficienta a microelementelor, in vederea diversificarii spectrului de materii

prime biologic active pentru fabricarea preparatelor policomponente naturale.
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Brevete de inventie

AT

MD 228 Z 2010.06.30
REPUBLICA MOLDOVA

19) Ag.enﬁa de Stat an 228 an»Z
pentru Proprietatea Intelectuali
(51) Int. CL.: CI2N 1/12 (2006.01)

CI2N 1/38 (2006.01)
CI12Q 1/02 (2006.01)
C01G 17/04 (2006.01)
CO7F 7/30 (2006.01)

12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2010 0021 (45) Data publicarii hotararii de
(22) Data depozit: 2010.01.28 acordare a brevetului:
2010.06.30, BOPI nr. 6/2010

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GULEA Aurelian, MD; ESCUDIE Jean, FR: BULIMAGA Valentina, MD; RUDIC Valeriu,
MD; ZOSIM Liliana, MD; DJUR Svetlana, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis
(57) Rezumat:

| 2
mediu in prima zi de cultivare in cantitate de 10...15
mg/L. Totodatd, in primele 3 zile cultivarea se
efectueazi la o temperaturd de 25°C, iar in urma-
toarele zile — la temperatura de 30°C.

Revendicdri: 1

Inventia se referd la ficobiotehnologie, in parti-

cular la un procedeu de cultivare a cianobacteriei 5
Spirtlina platensis si poate fi aplicatd in industria
alimentard, farmaceuticd i in medicina.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina
platensis include cultivarea spirulinei timp de 6...8
zile pe un mediu Zarrouk suplimentat cu dicloro- 10
bis(2,4,6-trimetilfenil)germaniu, care se adauga la

MD 228 Z.2010.06.30
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MD 4123 B1 2011.07.31
REPUBLICA MOLDOVA

MD 4123 B1 2011.07.31

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

(12)

a1 4123 13 B1

(51) Int. ClL.: CI12N 1/12 (2006.01)

CI2N 1/38 (2006.01)
CI2R 1/89 (2006.01)
CO01B 19/00 (2006.01)
CO0I1G 49/00 (2006.01)

BREVET DE INVENTIE

Hotirirea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocati in termen de 6 luni de la data publicirii

(21) Nr. depozit: a 2011 0028
(22) Data depozit: 2011.03.24

(45) Data publicirii hotirarii de

acordare a brevetului:
2011.07.31, BOPI nr. 7/2011

(71) Solicitanti: SOVA Sergiu, MD; RUDIC Valeriu, MD
(72) Inventatori: SOVA Sergiu, MD; RUDIC Valeriu, MD; BULIMAGA Valentina, MD; DJUR Svetlana, MD
(73) Titulari: SOVA Sergiu, MD; RUDIC Valeriu, MD

(54) Procedeu de obtinere a selenitului de fier Fe;Se30y-6H,O si procedeu de
cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la un procedeu de ob-
tinere a selenitului de fier si de utilizare a
acestuia la cultivarea cianobacteriei Spirulina
platensis, cu un continut sporit de seleniu si
fier i poate fi aplicatd in medicina si industria
alimentara.

Se propune un procedeu simplu de obti-
nere in conditii blande a selenitului de fier(IIT)
hexahidrat - Fe;Se;0y-6H,0, care prevede
interactiunea la 55...65?C a solutiilor apoase
de fier(IT) si H»SeO;. Produsul rezultat prezinta
o formd microcristalind a mineralului natural
mandarinoit.

De asemenea se revendicd un procedeu de
cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis,
care prevede prepararea unui mediu nutritiv ce
contine, g/L: NaHCO; - 2,0, K;HPO4 - 0,5,
NaNO; - 2,5, K;SO; - 05, NaCl - 1,0,
MgSO, 7H;0 - 0,2, CaCl, - 0,04, FeSO, - 0,01,
EDTA - 0,08, precum s§i microelemente,
introduse sub forma de o solutie separata - 1
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mL, continand la randul sdu (g/L): H;BO; -
2,86, MnCl,-4H,0 - 1,81, ZnSO,47H,0 - 0,22,
CuSO45H,0 - 0,08 si MoO; - 0,015. In conti-
nuare se inoculeazd cianobacteria mentionatd
in concentratie de 0,40...0.45 mg/L, se
efectueazi cultivarea ei in decurs de 6 zile la
temperatura de 30+2°C, iluminarea de 3000 Ix
si pH 9,5...10,5, dupd care se separd §i se
usucd biomasa obtinuti. Totodatd la mediul
nutritiv in primele trei zile de cultivare in
calitate de sursd de seleniu si fier se adauga
portionat in suspensie selenitul de fier(III)
mentionat din calculul 0,015...0,030 g/L.

Rezultatul tehnic obtinut constd in majo-
rarea in biomasa cianobacteriei a continutului
de seleniu de 2,0...2,9 ori §i a continutului de
fier de 1,4...2,9 ori.

Revendicari: 2

Figuri: 4




Anexa 2.
Acte de implementare a tehnologiilor de obtinere in baza biomasei de spirulina a preparatelor cu
continut sporit de seleniu si germaniu

L Ficotehfarms-RrL

MD 2028, str. Miorita 3/5, Chisindu, R. Moldova, tel/fax. 373(22) 73 50 07
e-mail: ficotehfarm@gmail.com, ¢/f 1004600074352, c/d 2224710SV 89923657100, BC
,.Mobiasbanca-Groupe Societe Generale” SA, MOBBMD?22, cod TVA 0205964

Act de implementare: Nr. 01/11
din 30 noiembrie 2017

Prin prezenta, se confirma faptul cd pe parcursul anului 2017 la ,, FICOTEHFARM” SRL
au fost efectuate lucriri de testare experimentala in conditii de fabricare in serie a Tehnologiei de
obtinere a biomasei de spirulind cu continut sporit de seleniu §i in baza ei a materiilor prime
biologice active pentru fabricarea produselor farmaceutice ce contin seleniu bioorganic.

Autorii elabordrii: cercet. st. Djur Svetlana, acad. Rudic V., dr. Chiriac T., dr. Rudi L., dr.
Cepoi L., dr. Miscu V. (laboratorul Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM).

Locul si perioada desfasurdrii lucrdrilor de testare experimentald: Ficotehfarm, Sectia
Producere Biomasa de spirulind; Sectia fabricare Materii prime biologic active; laboratorul
Control calitate (01.02.2017 —30.05.2017).

Subiectul, continutul §i concluziile lucrarilor de testare experimentald: Conform etapelor
descrise in prescriptia de referintd au fost reproduse in conditii de fabricare in serie: procesul de
cultivare a cianobacteriei Arthrospira/Spirulina platensis, cu respectarea parametrilor — cheie de
proces (selenitul de fier hexahidrat (50mg/l) si conditiile specifice de cultivare pentru a obtine
biomasa de spirulina cu continut sporit de seleniu: suphmenta.rea sursei de seleniu in rate, pHul
8-8,5; temperatura 28-30°C; iluminarea de 37-55uM fotoni/m?/s, durata cultivarii 144 ore. A fost
fabricatd partida experimentald de biomasd de spirulina — 001(FTF-SeBSp). Biomasa de
spirulini a fost utilizatd pentru obtinerea extractului de aminoacizi i oligopeptide selenorganice
— materie primi biologicd pentru fabricarea preparatului selenocomponent — BioR-Selenium
(001(FTF-ES-AAP/Se) si extractului selenoproteic (001(FTF-ES-P/Se).

Concluzii: Executarea tehnologiei in conditiile fluxului tehnologic elaborat s-a incadrat in
limitele prescriptiei de referintd, atdt dupa parametri fizico-chimici (aspectul extern, starea de
agregare, miros, culoare) cit si dupa cei calitativi (compozitie si cantitatea de seleniu).
Compozitia materiilor prime biologic active nu s-a modificat peste limitele prescriptiei. Astfel,
fabricarea acestor produse in serie este justificatd din puict de vedere tehnologic, fizico-chimic

i calitativ. ;
si calital a8 ﬁ““%\a s

Director:
Dr. st. biol., BOGDAN Valeriu

Farmacist diriginte, COMAN Svetlana

Laboratorul Ficobiotehnologie,
Dr. st. biol. RUDI Ludmila

Cercet. st. DJUR Svetlana % /(}Mﬁ

C veal”
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=ill-) Ficotehfarm sz

MD 2028, str. Miorita 3/5, Chisindu, R. Moldova, tel/fax. 373(22) 73 50 07
e-mail: ficotehfarm@gmail.com, ¢/f 1004600074352, ¢/d 2224710SV89923657100, BC
,.Mobiasbanca-Groupe Societe Generale” SA, MOBBMD?22, cod TVA 0205964

Act de implementare: Nr. 02/11
din 30 noiembrie 2017

Prin prezenta, se confirma faptul ca pe parcursul anului 2017 la ,,FICOTEHFARM” SRL
au fost efectuate lucriri de testare experimentala in conditii de fabricare in serie a Tehnologiei de
obtinere a biomasei de spirulind cu confinut sporit de germaniu (si seleniu), si in baza ei a
materiilor prime biologice active pentru fabricarea produselor farmaceutice ce contin germaniu
(si seleniu) ca parte componentd activd.

Autorii elabordrii: cercet. st. Djur Svetlana, acad. Rudic V., dr. Chiriac T., dr. Rudi L., dr.
Cepoi L., dr. Miscu V. (laboratorul Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM).

Locul si perioada desfasurdrii lucrdrilor de testare experimentald: Ficotehfarm, Sectia
Producere Biomasd de spirulind; Sectia fabricare Materii prime biologic active; laboratorul
Control calitate (01.06.2017 —30.10.2017).

Subiectul, continutul si concluziile lucrdrilor de testare experimentald: Conform etapelor
descrise in prescriptia de referintd au fost reproduse in conditii de fabricare in serie: procesul de
cultivare a cianobacteriei ArthrospiralSpirulina platensis, cu respectarea parametrilor — cheie de
proces (selenura de germaniu (30mg/l) si conditiile specifice de cultivare pentru a obtine
biomasa de spirulind cu continut sporit de germaniu (ce contine si seleniu): suplimentarea sursei
de germaniu (si seleniu) in rate, pHul = 8,5-10,5; temperatura 28-30°C; iluminarea de 37-55 uM
fotoni/m*/s, durata cultivarii 144 ore. A fost fabricatd partida experimentald de biomasd de
spirulini — 001(FTF-Ge(Se)BSp). Biomasa de spirulind a fost utilizatd pentru obtinerea
extractului de aminoacizi si oligopeptide germaniu- si (seleniu) componente — materie prima

biologica pentru fabricarea preparatului germaniu- si (seleniu) component — BioR
Germanium+Selenium (001-(FTF-ES-AAP/Ge (Se)) si extractului germanoproteic (001-FTF-
ES-P/Se).

Concluzii: Executarea tehnologiei in conditiile fluxului tehnologic elaborat s-a incadrat in
limitele prescriptiei de referintd, atdt dupd parametri fizico-chimici (aspectul extern, starea de
agregare, miros, culoare) cat §i dupd cei calitativi (compozitie si cantitatea de germaniu (si
seleniu). Compozitia materiilor prime biologic active nu s-a modificat peste limitele prescriptiei,
iar fabricarea lor in serie este justificatd din punct de vedere tehnologic, fizico-chimic si calitativ.

Director:
Dr. st. biol., BOGDAN Valeriu

Farmacist diriginte, COMAN Svetlana

Laboratorul Ficobiotehnologie, 2 3%
Dr. st. biol. RUDI Ludmila VOZZAN

Cercet. st. DJUR Svetlana /9
; /{/’/ ury
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Anexa 3.
Diplome la Saloane de Inventii si Expozitii Internationale

Agentia de Stat pentru Proprietate Intelectuald a Republicii Moldova

J- EdifiaaXlll-a

INF 0 INVE]
DIPLOMA/

se acordd AT (3
Rudic Valeriu, Sova Sergiu, Bulimaga Valentina, Djur Svetlana, Cepoi Liliang,
Rudi Ludmila, Miscu Vera, ChiriacTatiana, lajco lulia
( .

pentry

NOI SUPLIMENTE NUTRACEUTICE SELENIUCOMPONENTE PE BAZA
DE BIOMASA ALGALA

MEDALIE DE AUR

‘ / PRESEDINTELE JURIULUI INTERNATIONAL

19-22 nolembrie, Chigindu, Republica Moldova '/i /k
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ATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS,

S GOLD MEDAL

INVENTICA 2015

with special mention of the jury

Offered Mr/ Ms

RUDICV.,, BALUTEL B., BOGDAN V., GULEA A,,
CAZACU D., CHIRIACT., DJURS., RUDI L., CEPOI L.

NEW NUTRACEUTICALS Imunobior® AND Aterobior®

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to

THE XIX-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
OF RESEARCH,INNOVATION AND
TECHNOLOGICAL TRANSFER

“INVENTICA 2015"

lasi, Romania, June 24 -26, 2015

PRESIDENT /) : GENERAL MANAGER
INVENTICA 2015y /// 71 NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Boris PLAHTEANU PhD/L I // Prof. Neculai SEGHEDIN PhD
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Subsemnata, declar pe raspundere personald ci materialele prezentate in teza de doctorat
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sd suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.
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2013-Prezent Institutul de Microbiologie si  Biotehnologie, Laboratorul
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2007-2012 Universitatea de Stat din Moldova, Laboratorul Ficobiotehnologie,

cercetator stiintific

Domenii de interes stiintific:
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pastrarea microorganismelor. Executant
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