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Summary. In recent years, an increasing use of
trace elements is due to their deficiency into human
and animal body, caused by the action of various
external and internal risk factors. It is apparent that
hidden trace element deficiencies are far more wides-
pread than is generally estimated.

Selenium is one of the essential trace elements
for human and animal body. Selenium has many me-
dical effects, such as reducing cancer mortality, pre-
vention of cardiovascular diseases, etc. The specific
biological activity of selenium depends on its chemi-
cal forms, organic selenium being the form with the
highest bioactivity. Cyanobacterium Spirulina pla-
tensis has been consumed as a dietary supplement for
a long time, and in recent years this microbiological
object is investigated as a matrix for the production
of organic compounds with Se, thus, representing a
promising source for large scale production of orga-
nic selenium.

It has been shown that strain Spirulina platensis
CNMN-CB-11 accumulates selenium in its process
of growth and development and can be used as a ma-
trix for the production of organic compounds with se-
lenium. Iron selenite in concentration of 30,00 mg/1
can be used to obtain spirulina biomass containing
selenium biotransformed into organic form (79,8%)
by its integrating into intracellular bioligands of spi-
rulina, such as free amino acids, oligopeptides, etc.
compounds with low and medium molecular weight
(27,7%) and proteins (30,3%).

Keywords: Spirulina platensis, selenium, bioac-
cumulation, selenium distribution.

Introducere

Seleniul este unul din microelementele indis-
pensabile pentru organismul uman si animal [4,7,
9-11]. Component esential al selenocompusilor
celulari — selenoenzime si selenoproteine, seleniul
joacd un rol important in mentinerea integritatii
membranelor celulare, protejand lipidele, lipoprote-
inele si ADN-ul contra stresului oxidativ [7]. Sele-
niul prezinta, de asemenea, multe efecte medicinale,
astfel ca reducerea mortalitatii prin cancer, preve-
nirea maladiilor cardiovasculare s. a. [7,8]. Actiu-
nea lui biologica specificd se manifesta in functie
de formele chimice, seleniul organic fiind forma cu
cea mai inalta bioactivitate [5]. Din aceste conside-
rente, formele organice ale seleniului sunt mai putin
toxice decat cele neorganice, actualmente comerci-
alizdndu-se diverse produse biologice cu continut
inalt de seleniu.

Utilizarea largd in ultimii ani a microelemen-
telor este determinata de cresterea unor factori de
risc al deficitului de microelemente in urma actiunii
asupra organismului uman si animal a diferitor fac-
tori interni si externi. Dezvoltarea acestora din urma
este generatd de actiunea ecopatogenilor mediului
inconjurdtor, de stresurile psihoemotionale, alimen-
tatia si nutritia industriald contemporana, utilizarea
necontrolata si nefundamentata a preparatelor medi-
camentoase §. a.

In prezent, in circa 60 de tari ale lumii se efectu-
eaza studii active consacrate perfectionarii tehnolo-
giei de obtinere a diverselor tipuri de cianobacterii
si alge, precum si a macro- §i microelementelor le-
gate cu acestea. Este creatd Asociatia Internationala
a Algologilor care solutioneaza probleme complexe
cu privire la asigurarea populatiei de pe Terra cu
produse valoroase rezultate din biotehnologii al-
gale. Activitatea cea mai intensd in aceastd directie
este desfasuratd de astfel de tari ca Japonia, SUA,
Italia, Germania, Israel, China, India, Birma, Unga-
ria, Republica Moldova [1, 2, 8, 12-13].

Un sir de reprezentante ale Cyanophyta, 1n spe-
cial reprezentantele genului Spirulina, sunt explora-
te in interes comercial nu numai datorita valorii lor
nutritive, ci §i pentru ca sunt surse de compusi bio-
logic activi, inclusiv capabili sa transforme seleniul
din forma anorganica in cea organica cu o biodispo-
nibilitate inalta pentru organism.

Cianobacteria Spirulina platensis este consuma-
td ca supliment alimentar de foarte mult timp, iar in
ultimii ani este investigata si in calitate de matrice
pentru producerea compusilor organici selenocom-
ponenti, reprezentand, astfel, o sursa promitatoare
pentru producerea pe scara largad a seleniului orga-
nic, In comparatie cu alte surse, precum planta de
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ceai (Camellia sinensis (L.)) sau orez (Oryza sati-
va) [2,6, 8, 14].

Spirulina platensis poseda mecanisme de acu-
mulare a metalelor, inclusiv a seleniului, din mediul
inconjurdtor. Unul din mecanisme este legarea me-
talelor de citre elementele structurale ale celulei. In
special, metalele care patrund in celulele spirulinei
se incorporeaza in proteine si Intr-o masurda mai
mica In compozitia lipidelor si a polizaharidelor.

Pornind de la toate acestea, noi presupunem ca
este real a determina conditiile optime care provoaca
acumularea maximal a seleniului In biomasa de spi-
rulind. Seleniul legat organic este forma preferentiala
de includere in compozitia suplimentelor alimentare
si premixelor furajere datoritd toxicitatii scazute si,
respectiv, a biodisponibilitatii lui Tnalte.

In cercetirile expuse ne-am propus drept scop
stabilirea dinamicii acumularii seleniului in proce-
sul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis,
repartizarea lui in diverse fractii bioactive ale bi-
omasei §i elaborarea modelului de obtinere a bio-
masei de spirulind — materie prima pentru obtinerea
selenocompusilor bioorganici.

Efectul biologic al seleniului asupra creste-
rii Spirulinei platensis si nivelul de acumulare al
acesui bioelement in biomasa

La prima etapa a studiului, a fost urmarit efectul
biologic al seleniului asupra cresterii tulpinii ciano-
bacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-11 si sta-
bilit nivelul de acumulare a acestui bioelement 1n
biomasa in raport cu nivelul de crestere a culturii. In
calitate de surse de seleniu, in procesul de cultivare
a spirulinei au fost utilizati unii compusi chimici ai
seleniului: selenitul de sodiu — Na,SeO,, selenitul de
amoniu — (NH,),SeO,, selenitul de zinc — ZnSeO,,
selenitul de germaniu — GeSe, si selenitul de fier
hexahidrat — Fe,Se,O,6H.,0.

S-a stabilit ca efectul compusilor testati asupra
culturii de spirulind se manifesta in functie de doza

introdusa in mediul nutritiv si poate fi caracterizat
ca: stimulator; unul care nu provoaca modificari
esentiale n cresterea culturii de spirulina; toxic.
Acumularea seleniului in biomasa de spirulind pre-
zinta niveluri Tnalte si foarte Tnalte in toate variante-
le experimentale analizate, comparativ cu biomasa
de spirulina crescuta in lipsa selenitilor si selenidu-
lui utilizati In experiente. Acestea cresc in biomasa
odata cu marirea concentratiei compusului introdus
in mediul de cultura.

Efectul biologic al selenitului de sodiu asupra
cresterii spirulinei s-a dovedit a fi de la unul care nu
influenteaza cresterea spirulinei la un efect biologic
pozitiv asupra procesului de crestere a culturii de
spirulina (figura 1).

Nivelul de crestere cel mai nalt al productivita-
tii spirulinei — cu 22,65% si cu 25,44%, s-a inregis-
trat la concentratiile de 50 si 70 mg/l, introduse in
mediul de cultivare. Odata cu depasirea concentra-
tiei de 200 mg/l, productivitatea spirulinei a scazut,
concentratia de 500 mg/l provocand un efect toxic
pronuntat asupra cresterii culturii de spirulina — cu
circa 23% sub nivelul spirulinei cultivate in lipsa de
selenit de sodiu. Acumularea seleniului In biomasa
de spirulind cultivatd in prezenta selenitului de so-
diu s-a dovedit a fi un proces lent si cu niveluri mult
mai mici, care nu se deosebesc unul de altul, prezen-
tand aceleasi cote valorice acumulate ale seleniului
in biomasa, la concentratiile mici ale selenitului de
sodiu: de la 10,00 la 100 mg/1, pe fondul unui proces
de crestere normala sau chiar de stimulare a cresterii
culturii de spirulind. Nivelul acumulat al seleniului
a crescut brusc odata cu introducerea concentratiilor
mari de selenit de sodiu, pe fonul descresterii pro-
ductivitatii spirulinei: de la 100 mg/1 la 500 mg/1.

Selenitul de amoniu nu a influentat practic cres-
terea culturii de spirulind in prezenta concentratii-
lor lui mici prezente in mediul de cultivare: de la
10,00 mg/l la 40 mg/l. La concentratiile de la
50 mg/11a 100 mg/l, compusul a manifestat un efect

- ezzm Productivitates, g 0
Sol b Ly + fill
—— Selen I biomasi, mg %o
15 + =
- + 30
e e .
ey g
ettt ettt B ]
Frrenierd] T E 4']
F = o Heaea priciiaiin E
— E: Frcae] Frseseie] E: & x
b Frinad sty E Fr
- ] ptetate] E: E: prsses] -+
pitiady ity E E i B s
prastaiatii 3 X E kel prisat prsrnssit
s fe o Faotadcd s Fsbusdcd
proan] i BERLERNE FERERnE [ BEERERNE
bt =] S prcate) prsses] Febebebbtt ¥
prasiaani i) praiiiiiy P prasnaant prisati ) T
s 2
i) ] i) B B B
= ! Sty P P P e | Febachebonathy
] e st B B B
] i ezt Eang Hannee Etitning
] st e e B i 7
i Fsy s By
i piiiitinag] i Rt B
[I & i P HE et SRR |
i T T T T

Figura 1. Productivitatea Spirulinei platensis si nivelul acumularii seleniului in biomasa la cultivarea ei in pre-
zenta selenitului de sodiu - Na,SeO,
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Figura 2. Productivitatea S. platensis si nivelul acumularii seleniului in biomasa la cultivarea ei in prezenta selenitu-
lui de amoniu (NH,),SeO,

biologic pozitiv variat asupra cresterii spirulinei —
cel mai pronuntat la concentratia de 50 mg/l (pro-
ductivitatea creste cu circa 20%) si cu tendinte de
descrestere spre concentratia de 100 mg/l. Concen-
tratia de 200 mg/I a selenitului de amoniu poate fi
consideratd drept una toxica asupra culturii de spi-
rulind, deoarece induce scaderea drastica a nivelului
de biomasé produsa — cu circa 25% fata de nivelul
biomasei obtinute in conditii standard de cultivare
(figura 2).

Respectiv, la concentratiile selenitului de amo-
niu de la 10,00 mg/l la 40 mg/l, s-au acumulat nive-
luri relativ scazute ale acestui element in biomasa.
Acumularea de seleniu s-a intensificat in biomasa
de spirulina cultivata in prezenta concentratiilor mai
mari ale selenitului de amoniu in mediul de cultiva-
re: de la 50 mg/1 1a 200 mg/1 (figura 2).

Potrivit rezultatelor obtinute, efectul exercitat
de catre selenitul de zinc asupra cresterii spiruli-
nei poate fi considerat unul moderat toxic: in inter-
valul de concentratii selectate pentru testare de la
5,00 mg/l la 30 mg/l, valorile productivitatii s-au
diminuat mai moderat, in limita valorilor normale
de crestere a spirulinei. Nivelul de acumulare a se-
leniului In biomasa a crescut odatd cu marirea con-
centratiei de selenit de zinc in mediul de cultivare.

La concentratia de 30 mg/l, se determina continutul
cel mai 1nalt de seleniu in biomasa — circa 52 mg %
seleniu acumulat (figura 3).

La acelasi interval de concentratii, efecte biolo-
gice mult mai pronuntate s-au stabilit pentru urmato-
rul compus al seleniului utilizat la cultivarea experi-
mentald a spirulinei — selenidul de germaniu. Efectul
biologic al selenidului de germaniu asupra cresterii
culturii de spirulina poate fi caracterizat ca stimula-
tor si se manifesta in intervalul de concentratii de la
10,00 mg/l la 25 mg/l. Cresterea productivitatii spi-
rulinei este un proces stabil 1n intervalul de la 10,00
la 20,00 mg/l, interval in care se asigura obtinerea
unui continut de biomasa cu circa 20%-25% mai
inalt fatd de biomasa obtinuta la cultivarea spirulinei
in lipsa selenidului de germaniu. Astfel, acest compus,
in concentratiile stabilite experimental ca stimulatoa-
re, poate fi considerat util in procesele de cultivare
a spirulinei pentru producerea biomasei. Comparativ
cu compusii analizati anterior, in prezenta selenidului
de germaniu se acumuleaza niveluri mult mai inalte
de seleniu si la concentratii mult mai mici ale compu-
sului in mediul de cultivare (figura 4).

Un alt compus al seleniului introdus in mediul
de cultivare a spirulinei, selenitul de fier, a exercitat
un efect biologic caracterizat ca stimulator moderat

bl

R
Ry,
RO T

o

el

i

i3 e

i

i ]
i

£ h

& ]
E

£ e

5

i <
2

£

5 H

SR
bl

S
S
A

i

5

£

- . =
]q:j E§§§§§§§]Jl1milluﬂtﬂuljﬁlile,g;!l
- il
poicieia]
fiaseidied
s BNt
peid FEER Freici]
poicieia] e
ey Fieboiaset
poiaiinasa] s R
iy ] Feiics
poicieia] e
fiaseidied it
o] e
fiieiied i
poiaiiaia] E
iy
poicieia]
fiaseidied
o] i
fiieiied
poiaiiaia]
iy
poicieia]
fiaeidied
poiainasa]
J T ]
s, fraseidied b
e Foocise]
il e
HEEEE Feoaiecasa]
i Fleieiese
foicietatal Fsics]
fraseidied Fienaianst
e pecieses]
il oot
HEEEE Feoaiecasa]
i e
ottt Fesaiacsd]
fraseiied SR
poiainasa] Fesdieciia]
i Fleieiese
foicietatal Fsics]
fraseidied Fienaianst
e pecieses]
il S
izl Freaicn]
u B oo by E i

M =

10

30

Figura 3. Productivitatea S. platensis si nivelul acumularii seleniului in biomasa la cultivarea ei in prezenta selenitu-
lui de zinc - ZnSeO,
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Figura 4. Productivitatea S. platensis si nivelul acumularii seleniului in biomasa la cultivarea ei In prezenta

selenidului de germaniu - GeSe,

re a membranei si peretelui celular, precum si forma-

asupra cresterii culturii de spirulina (figura 5).

rea legaturilor Intre metal si liganzii citoplasmatici,

Astfel, selenitul de fier exercita un efect biolo-
gic caracterizat ca stimulator moderat asupra cres-

terii culturii de spirulind. La cresterea spirulinei in
prezenta acestei surse de seleniu, productivitatea

fitochelatinele si metaloproteinele si altor molecule

intracelulare. Grupurile functionale implicate, asa
ca -OH(hidroxil); -PO,O,(fosforic); -NH,(aminic);

-COOH(carboxilic); -SH(sulthidric) nu numai ca au

culturii cianobacteriene nu difera de productivitatea
spirulinei cultivate in lipsa compusului — 10-13%

peste nivelul productivitatii probei martor.

fiecare 1n parte o constantd specificd de disociere,
dar si sunt repartizate in diferite clase de substan-

ganice — proteine, glicolipide, peptidoglicani,

polizaharide s.a. Cianobacteriile si microalgele, n

te or
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Figura 5. Productivitatea S. platensis si nivelul acumularii seleniului in biomasa la cultivarea ei in prezenta

selenitului de fier - Fe,Se,O,-6H,0.
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Figura 6. Distributia seleniului in diferite fractii ale biomasei de spirulina

tinutul total de seleniu acumulat in biomasa de spi-
rulind cultivata in prezenta a 30 mg/l selenit de fier
hexahidrat, ceea ce si in cercetarile noastre demon-
streazd biotransformarea eficientd a seleniului din
anorganic 1n organic. Dintre toate fractiile biomasei
obtinute, proteinele au aratat cea mai Tnalta capacitate
de a lega seleniul (30,3%), constituind forma majo-
ra a seleniului organic. Totodatd, §i in extractul care
contine aminoacizi liberi, oligopeptide s.a. compusi
similari a fost determinat un continut 1nalt al seleniu-
lui — 27,7% din seleniul organic acumulat in biomasa
de spirulina. Un continut considerat apreciabil de se-
leniu a fost determinat n fractia lipidelor — 12,75% si
in fractia polizaharidelor — 9,05%.

Asadar, la analiza rezultatelor obtinute se pot
rezuma urmatoarele. Avand 1n calitate de suport re-
zultatele acestui studiu, seleniul poate fi considerat
drept microelement de necesitate vitalda pentru tulpi-
na cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-11
in concentratiile mici si drept toxicant in concen-
tratiile lui inalte. Compusii seleniului: selenitul de
sodiu (50 mg/l si 70 mg/1) si selenitul de germaniu
(5,00 mg/1 si 10 mg/l) prezinta perspectiva si pot fi
utilizati pentru stimularea cresterii spirulinei. Efec-
tul de stimulare a cresterii spirulinei poate deriva
din cresterea nivelului de enzime selencomponente
angajate in contracararea radicalilor liberi, preve-
nind astfel declinul culturii de spirulind. in cazul
manifestdrii toxicitatii, concentratiile 1nalte ale se-
leniului pot cauza schimbari in interiorul celulelor:
modificari ale nucleului, vacuolelor, lipidelor, conti-
nutului de nitrogen si carbon. Potrivit unor autori, si
sistemele energetice de transductie pot fi de aseme-
nea afectate sever de toxicitatea seleniului, care pot
duce la descresterea substantiala sau chiar la elimi-
narea substantelor de rezerva si reducerea majora a
productivitatii [12].

Tulpina cianobacteriei  Spirulina  platensis
CNMN - CB-11 acumuleaza in procesul sau de cres-
tere si dezvoltare seleniul, nivelul de acumulare

sporind odatd cu majorarea concentratiei lui in me-
diul de cultivare. Selenitul de fier in concentratie de
30,00 mg/1 poate fi utilizat pentru obtinerea pe scara
largd a selenobiomasei de spirulina.

Rezultatele cercetarilor noastre demonstreaza
ca cea mai mare parte a seleniului anorganic se bi-
otransforma in organic (79,8%) prin integrarea in
bioliganzii intracelulari ai spirulinei, astfel ca ami-
noacizii liberi, oligopeptidele s.a. compusi cu masa
moleculard mica si medie (27,7%) si proteinele
(30,3%). Seleniul se poate include in metabolismul
aminoacizilor si proteinelor ce contin sulf prin sub-
stituirea sulfului din acestia, fapt demonstrat prin
prezenta seleno-analogilor pe parcursul acumularii
seleniului in biomasa [13]. In paralel cu aminoacizii
liberi, oligopeptidele si proteinele, in acumularea
seleniului sunt implicate lipidele (12,75% seleniu
organic) si polizaharidele (9,05% seleniu organic).
Unii autori sugereaza ca seleniul in lipide nu este
incorporat metabolic, fiind legat noncovalent de
acestea [3]. In cazul polizaharidelor, seleniul este
incorporat in peptidoglicanii peretelui celular.

In baza rezultatelor cercetarilor realizate, a fost
elaborat modelul de acumulare a seleniului in pro-
cesul de cultivare a tulpinii cianobacteriei Spirulina
platensis CNMN CB 11, care prevede cultivarea
acesteia pe un mediu nutritiv ce contine: (in g/l me-
diu) NaNO,-2,5; NaHCO,-2,0; NaCl-1,0; K, SO,-
0,6; Na,HPO -0,2; MgSO,*7H,0-0,2; CaCl-0,024;
Iml/I solutie de microelemente ce contine (mg/l me-
diu): H,BO,-2,86; MnCl,*4H,0-1,81; CuSO,*5H,O
-0,08; MoO, -0,015); FeEDTA-1ml/I; suplimenta-
rea dupd 24 ore la cultura de spirulina a 30 mg/l
selenit de fier; cultivarea spirulinei 1n prezenta sur-
sei de seleniu pe durata a 144 ore cu respectarea
parametrilor de cultivare: primele 48 ore tempera-
tura de 25-28°C; pH-ul optim al mediului 8,0-9,0 si
pentru urmatoarele 96 ore temperatura de 30-32°C;
pH-ul-9-10; intensitatea iluminarii pana la 4000 Ix.
Modelul asigurd producerea a 1,24 g/l biomasa ce
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contine 2799,0 mcg (179,9 mg%) seleniu, dintre
care 79, 8% constituie seleniul organic.

In incheiere vom mentiona, ci tulpina ciano-
bacteriei Spirulina platensis CNMN CB 11 poate fi
utilizatd in calitate de matrice pentru producerea pe
scara largd a compusilor organici selenocomponenti
(incorporat in aminoacizi liberi, oligopeptide, hidrati
de carbon, polizaharide, lipide selenocomponente).
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