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PERSPECTIVA DE UTILIZARE A GLICINATULUI DE Cr(III) PENTRU
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A fost studiata influenta glicinatului de crom si a regimului de iluminare asupra productivitatii spirulinei §i acumularii
cromului 1n biomasa. S-a stabilit cd compusul coordinativ [Cr(Gly);]Cl in limitele de concentratii 5-30 mg/l manifesta
un efect stimulator asupra productivitatii spirulinei cultivate in regim de iluminare continud si in cel cu fotoperioada
zi/noapte 14/10 ore, asigurand obtinerea biomasei cu un continut inalt de crom.

Cuvinte-cheie: Spirulina platensis, biomasa imbogatitda cu crom, glicinat de crom, bioacumulare.

Cr(III) GLYCINATE USING PROSPECT FOR OBTAINING OF CHROMIUM ENRICHED

SPIRULINA BIOMASS - SOURCE OF ANTIDIABETIC PRODUCTS

The effects of chromium glycinate and lighting regime on spirulina productivity and chromium accumulation in
biomass were studied. The stimulatory effect of coordination compound [Cr(Gly);]Cl (5-30 mg/l) on productivity of
spirulina, grown in both lighting regime: continuous and with photoperiod 14/10 hours, as well as chromium accumulation
in biomass were established.

Keywords: Spirulina platensis, chromium rich biomass, chromium glycinate, bioaccumulation.

Introducere

In pofida unor informatii controversate privind efectele cromului asupra organismului uman si animal, a
devenit raspandita pe larg utilizarea suplimentelor nutritive cu crom pentru sciderea masei corporale la obezi,
dezvoltarea masei musculare la sportivi §i in tratarea bolnavilor de diabet de tip 2. Formele chimice ale Cr(III)
dintre cele mai frecvent utilizate in suplimentele alimentare sunt Cr(IIl) tris-picolinatul (CrPic) si Cr(III)
nicotinatul (CrNic).

In ultimele decenii picolinatul de Cr(III) este utilizat ca supliment nutritiv pentru pierderea in greutate si
cresterea masei musculare; in plus, acesta a demonstrat §i o capacitate eficienta de a atenua simptomele de dia-
bet de tip 2. Pe de alta parte, ca bioaditiv CrPic are si unele dezavantaje. El are o solubilitate foarte limitata in
apa (0,6 mM, la pH cca 7) si o stabilitate joasa (in medii acide, la diminuarea valorii pH complexul hidrolizeaza
pentru a elibera acidul picolinic) — factor determinant n rata scazutd de absorbtie gastrointestinald — 1% [20].

Rezultatele cercetérilor privind efectele toxice produse de CrPic au fost revizuite in unele publicatii re-
cente, afirmatiile descrise purtand totusi caractere contradictorii [18,21]. Astfel, conform lui Wani, acest com-
pus provoaca necroza tubularad acuta la sobolani (masculi) [21]. Stout si al. au efectuat studii privind toxici-
tatea si carcinogenitatea acestui compus (sub forma de monohidrat) la sobolani F344/N si soareci B6C3F1
(masculi si femele), fiind suplimentat in hrana pentru animale 1n concentratii de 0, 2.000, 10.000, 50.000 ppm
timp de 2 ani [18]. Expunerea la CrPic nu induce modificari biologice semnificative in supravietuire, in masa
corporala, in consumul de hrana si n-au fost observate leziuni non-neoplazice la sobolani sau soareci.

A fost evaluatd si toxicitatea orald acutd a complexului trinuclear al glicinatului de crom (III) —
[Cr;O(NH,CH,CO,)¢(H,0);:]' NO; si s-a stabilit c¢i in doza de 2000 mg/kg la sobolani acest compus nu cau-
zeaza schimbari patologice in tesuturile de ficat si rinichi si poate fi atribuit la categoria 5 in sistemul GHS
sau la clasa a 4-a in sistemul de clasificare din UE [17].

Pentru excluderea unor efecte adverse ale compusilor Cr(III) asupra organismului uman, este de perspec-
tiva utilizarea suplimentelelor naturale cu continut de crom, cum ar fi drojdiile Tmbogatite cu crom [11] sau
spirulina cu continut inalt de crom [3,6,7,14,22] si alte substante bioactive [14,16].

Cercetdrile noastre anterioare privind utilizarea unor compusi coordinativi ai Fe(Ill) la cultivarea ciano-
bacteriei Spirulina platensis au demonstrat ca compusii trinucleari oxo-centrati ai Fe(Ill) cu aminoacizii au o
biodisponibilitate mai sporitd, comparativ cu compusii anorganici ai Fe(IIl) si asigurd o acumulare Tnaltd a
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fierului in biomasa [14]. Se poate de presupus ca si complexele Cr(III) cu aminoacizii, care au o solubilitate
inalta, pot fi utilizati la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis, ceea ce ar asigura obtinerea biomasei cu
un continut bogat de crom legat in compusii organici din componenta spirulinei. In acest scop am sintetizat
un nou complex al Cr(III) cu glicina — [Cr(Gly);]Cl.

Material si metode

Sinteza glicinatului de crom solubil 1n solutii alcoolice §i apd a fost efectuatd conform metodei elaborate de
Abdel-Monem si Anderson [1]. La 0,075 moli CrCl;-6H,0 (18,989 g) se adauga 135 ml H,O si apoi 0,225 moli
glicina (16,875 g) si se incalzeste la 90°C timp de 30 min., agitdnd solutia pana culoarea verde trece in albastra-
verde-intunecat. Se raceste solutia pana la 30°C si se adauga cu picatura solutie de 2N NaOH pana la aparitia
culorii dark purple (violeta-intunecat). Se evapora solutia pana devine siropoasa. Se adauga alcool de 48%
(in alcool de 96% nu se dizolva). In cazul formarii precipitatului de NaCl, acesta se inlatura prin filtrare.
Spectrul UV-VIS al glicinatului de crom in solutie alcoolica (0,01 ml in 2,5 ml alcool de 48%) a demonstrat
un maximum la 225 nm. Masa moleculari a [Cr(Gly)3] Cleste egali cu 309,5 g/mol.

Metoda de determinare a cromului cu difenilcarbazida. La 20 mg biomasa se adauga 0,3 ml HCIO, con-
centrat si 0,15 ml HNOs si se efectucaza mineralizarea la temperatura de 160-180°C pana la decolorarea com-
pleta a solutiei. La proba se adauga 0,5 ml H,O, 0,2 ml 10N NaOH (verificdm ca valoarea pH sa fie bazica),
0,01 ml H,O, de 30% si se fierbe pana la sicitate. La rest se adauga 0,2 ml H,SO, de 20%, 2 ml H,O si 0,2 ml
difenilcarbazida de 0,1% in alcool etilic de 96%. Dupa 10 min. se masoara E la 540 nm. Continutul de crom
se calculeaza din curba standard, folosind ca etalon solutia de K,Cr,O; in concentratii de 1-5 mcg/proba.

Regimul de cultivare a spirulinei in prezenta [Cr(Gly);]"Cl. Cultivarea spirulinei s-a efectuat timp de
10 zile in doud regimuri de iluminare: photoperioada noapte/zi (10/14 ore) si iluminare continua (2000 1x).
Glicinatul de crom a fost suplimentat in concentratiile: 1, 5, 10, 20, 30, 40, 45 mg/l in 3 variante: in prima zi
de cultivare, 1n a 3-a zi de cultivare, in rate (portionat in prima zi si in a 3-a zi). Biomasa cultivata in decurs
de 10 zile a fost separata de lichidul cultural, spalata cu apa bidistilata si suspendatd intr-un volum determinat
de apa cu concentratia finala de 10 mg/ml.

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarilor privind productivitatea si continutul de crom 1n biomasa sunt prezentate in figurile
1 si 2. Productivitatea spirulinei atestd valori mai inalte la cultivare in regim de iluminare continud, inregis-
trand valori maxime de 1,3-1,4 g/l in limitele de concentratii 20-30 mg/l, indiferent de regimul de suplimen-
tare a compusului (Fig.1). La cultivare in decurs de 10 zile, in regim de iluminare zi/noapte (14/10 ore), pro-
ductivitatea atinge valori moderate si depinde de modul de suplimentare a [Cr(Gly);]Cl, atingand valori
maxime de 1,0 si 1,1 g/ la suplimentarea compusului portionat in concentratii de 30 si 40 mg/l (Fig.1).

1,8
1,6 -
14 -

o

s

"

S

I3
§

BAU, g/l
o G, 25

S

0 _
B C D E F
10mgl/l E==—==315mg/|
B 20mg/l BT 30mg/| SRR 40mg/|
C—145mgll === martor regim zi/noapte X-martor iluminare continua

Fig.1. Productivitatea spirulinei la suplimentarea glicinatului de crom in mediul de cultivare in prima zi de cultivare (A, B),
portionat (in prima si a 3-a zi) (C, D) si in a treia zi de cultivare (E, F) la iluminare continua (A, C, E)
si In regim de iluminare zi/noapte (B, D, F).
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Putem concluziona ca compusul coordinativ [Cr(Gly);]Cl in toate cazurile studiate, cu exceptia suplimen-
tarii lui In ziua a 3-a de cultivare, are un efect stimulator asupra productivitatii spirulinei, ceea ce confirma
toxicitatea mai redusa a compusilor coordinativi ai Cr(III), comparativ cu sarurile anorganice ale Cr(III) [15].

La ambele regimuri de iluminare prezenta [Cr(Gly)3]Cl are un efect pozitiv asupra acumulérii biomasei si
se atestd valori esential mai inalte fatd de proba de referinta, cu exceptia suplimentérii compusului in a 3-a zi
de cultivare, in concentratii de 20-45 mg/l. De mentionat, ci la cultivare in regim zi/noapte cu sau fara supli-
mentarea glicinatului de crom productivitatea atesta valori esential mai diminuate fatd de cele Inregistrate in
iluminare zi/noapte se datoreaza temperaturii mai scazute noaptea (25°C) in lipsa iluminarii, comparativ cu
temperatura optima (35°C) din cursul zilei si sub actiunea sursei de iluminare. Acest fapt este confirmat si de
datele altor autori, care au stabilit ca rata de acumulare a biomasei la spirulina cultivata la 25°C noaptea a
fost mai mica (in medie cu 7,6% din substanta uscatd), comparativ cu cultura cultivata la 35°C [19]. Procesul
s-a dovedit a fi dependent de temperatura si de intensitatea luminii, la care celulele au fost cultivate, deoarece
factorii mentionati influenteaza asupra acumularii biomasei. A fost observata o crestere a sintezei de carbo-
hidrati, atunci cand celulele au fost cultivate la o iluminare sporita sau la temperatura de 25°C. O parte de
glucide sintetizate in timpul zilei era partial utilizati pentru sinteza proteinelor noaptea [19]. In ce priveste
actiunea cromului asupra proceselor fiziologo-biochimice la unele specii de plante, au fost bine studiate
anterior efectele lui fitotoxice asupra cresterii plantelor, cum ar fi muschii, orezul, mazarea, graul etc. Atat
(Crlll), cat si Cr(VI) pot reduce continutul de clorofila si, prin urmare, inhiba cresterea [13,15]. Diminuarea
continutului de clorofild si carotenoizi In prezenta metalelor grele a fost observata si la Spirulina sp. [2].

Rezultatele obtinute privind continutul de crom 1n biomasd demonstreaza ca la suplimentarea glicinatului
de crom 1n prima zi de cultivare si in rate (portionat) ponderea de acumulare a cromului este mai Tnalta la cul-
tivare in regim de zi/noapte fata de regimul de iluminare continua, iar la suplimentarea lui in a 3-a zi de culti-
vare continutul de crom acumulat 1n regim de zi/noapte se micsoreaza cu majorarea concentratiei [Cr(Gly)3]CIL,
in limitele de 20-45 mg/l (Fig.2). In acest interval de concentratii se observa tendinta de diminuare a acumu-
larii cromului si la suplimentarea lui portionatd la iluminare continud. Astfel, continutul de crom acumulat in
biomasa la cultivare in regim de lumina/intuneric (14/10 ore) atinge valori mai inalte la suplimentarea portio-
natd a compusului Cr(III). Un continut maxim de crom in biomasa (1,013%) a fost inregistrat in acest caz la
administrarea [Cr(Gly);]Cl, in concentratie de 40 mg/1.
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Fig.2. Continutul de crom in biomasa de spirulina la suplimentarea in mediul de cultivare a glicinatului de crom
in prima zi de cultivare (A, B), in rate (C, D) si in a treia zi de cultivare (E, F) la iluminare continua (A, C, E)
si in regim de iluminare zi/noapte (B, D, F).

Luénd in considerare continutul de crom total, raportat la cantitatea de biomasa recoltatd/l de mediu nutritiv
utilizat, putem constata ca cu majorarea concentratiei [Cr(Gly);]Cl (10-30 mg/l), indiferent de regimul de cul-
tivare, cantitatea cromului atesta valori care diferd nesemnificativ. La concentratii de 40-45 mg/1 [Cr(Gly);]Cl,
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cantitatea de crom acumulata in regim de iluminare 14/10 ore este net superioard, comparativ cu iluminarea
continua (a se vedea Tabelul).
Tabel

Cantitatea de crom acumulata in biomasa de spirulina la cultivare in doui regimuri de iluminare
la suplimentarea portionata a glicinatului de crom (in prima si a 3-a zi)

Concentratia | [luminare |Fotoperioada Tuminare confinui Fotoperioada
Cr(Gly)ClL, continud 14/10 14/10 ore
g/l Continutul cromului acumulat in biomasa
(M;=309,5 | Productivitatea in a 10-a zi, N N
g/mol) g/l Mg Cr/ g In total Cr**, Mg Cr/ g In total
biomasa mg biomasa Cr** mg
5 1,050+0,02* | 0,740+0,04* | 1,54+0,07* | 1,62+0,08* | 0,86+0,03* 0,64+0,03*
10 1,175+0,03* | 0,785+0,03* | 1,94+0,07* | 2,28+0,11* | 3,06+0,13* 2,40+0,08*
15 1,22540,05* | 0,905+0,01* | 2,42+0,10*% | 2,96+0,10* | 3,08+0,05* 2,78+0,08*
20 1,350+0,06* | 0,9254+0,02* | 4,17+0,08* | 5,62+0,13* | 6,03+0,08* 5,68+0,17*
30 1,450+0,07* | 1,025+0,02* | 4,55+0,13* | 6,60+0,15* | 6,63+0,13* 6,80+0,14*
40 1,3504+0,05* | 1,020+0,05* | 3,21+0,15* | 4,33+0,14* | 10,13+0,25* | 10,33+0,13*
45 1,150+0,04* | 0,950+0,02* | 3,65+0,13* | 4,20+0,20* | 8,98+0,12* 8,53+0,33*
*p<0,05

**n total Cr — cantitatea de crom raportati la biomasa colectati din volumul de 11 de mediu nutritiv.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca in intervalul de concentratii 5-30 mg/l compusul coordinativ
[Cr(Gly);]CI nu exercita actiune toxica asupra culturii de spirulind, fapt confirmat de acumularea biomasei
cu majorarea concentratiei. In cercetirile efectuate anterior, cercetitorii chinezi au stabilit ci bioacumularea
Cr(I1I) la Spirulina platensis are loc in doua etape: adsorbtia rapida si absorbtia lenta. La aceeasi concentratie
de celule algale, bioacumularea Cr(IIl) creste cu concentratia Cr(IIl). Pe de altd parte, la o concentratie a
Cr(IIT) neschimbata, bioacumularea totala a Cr(Ill) la Spirulina platensis creste cu concentratia celulara de
alge, iar bioacumularea Cr(III) pe unitate de masa algala se reduce. De asemenea, s-a dovedit ca bioacumula-
rea Cr(III) este influentatd pozitiv de cresterea temperaturii si intensitatii luminii [8].

Faptul ca mecanismul de bioacumulare a Cr(Ill) la Spirulina sp. decurge in doua etape este confirmat si
de datele obtinute de K.Chojnacka [4], care identifica acumularea pasiva, identica cu bioadsorbtia, cand ionii
metalici interactioneaza cu site-urile de legare, prezente la suprafata celulelor si care este evaluata prin deter-
minarea capacitatii de legare a ionilor de metale in exterior (qexternal) si cea activa, care este o acumulare
specificd, cand ionii metalici sunt transferati in interiorul celulelor si ea este evaluata prin determinarea capa-
citatii de legare interna (qinternal). Datorita activitatii celulare, in cazul in care compozitia solutiei Indepli-
neste criteriile de mediu de crestere minimala i nu exercita niciun efect toxic asupra celulelor, ionii de crom
sunt transferati de la suprafata celulelor in interior [4], rezultand scaderea capacitdtii de legare externa a
ionilor metalici.

Cu toate cd mecanismul de acumulare a cromului la Spirulina platensis a fost partial elucidat, mai riman
neclarificate unele momente, cum ar fi: modul de stocare a cromului acumulat in celule, influenta naturii ligan-
dului din compusul coordinativ al Cr(IIl) asupra procesului de bioacumulare a cromului, precum si alti factori.
Conform cercetarilor efectuate anterior, acumularea cromului are loc preponderent in fractia proteica [5,14].

Datele obtinute in prezentul studiu ne permit sa presupunem ca in ambele regimuri de iluminare la admi-
nistrarea portionata a glicinatului de Cr(III) in concentratii de pana la 30 mg/I are loc preponderent acumularea
intracelulara a cromului. Rezultatele cercetarilor similare cu utilizarea unor compusi coordinativi ai Cr(IIl) la
cultivarea spirulinei in regim de iluminare confirma dependenta acumulérii cromului de concentratie si ter-
menul de administrare a compusilor Cr(III) in mediul de cultivare [6].

Studiile efectuate de unii cercetatori asupra celulelor vii de Spirogyra sp. si Spirulina sp. scot in evidenta
faptul ca ambele alge sunt in masura sa elimine metalele din solutie apoasa la concentratii mai diminuate.
Se presupune ca toxicitatea metalelor la concentratii mai inalte poate reduce capacitatea de bioacumulare a
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microorganismelor. Microalgele se pot proteja impotriva toxicitatii cauzate de metale grele cu ajutorul mai
multor mecanisme, cum ar fi: mecanismele de excludere, adsorbtie la suprafata celulei sau acumulare intra-
celulara [9].

Astfel, putem presupune ci la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis cu mentinerea regimului de
iluminare 14/10 ore 1n prezenta unor concentratii mai inalte de 30 mg/l [Cr(Gly);]Cl in conditii de stres are
loc sinteza exopolizaharidelor sau altor componenti capabili de a adsorbi si stoca surplusul de crom pe supra-
fata celulelor. Prin aceasta si ar putea fi explicatd acumularea maxima a cromului la concentratia de 40 mg/1.
Totusi, pentru elucidarea acestei ipoteze sunt necesare experimente suplimentare.

Asadar, rezultatele cercetarilor efectuate demonstreaza cd este de perspectiva utilizarea glicinatului de
crom — [Cr(Gly);]Cl la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis pentru obtinerea biomasei de spirulina cu
continut inalt de crom, care ar putea fi utilizatd in calitate de supliment alimentar sau pentru extragerea unor
biopreparate cu calitdti terapeutice nalte.

Concluzii

¢ Compusul coordinativ [Cr(Gly);]Cl in limitele de concentratii 5-30mg/l manifestd un efect stimulator
asupra productivitatii spirulinei In ambele regimuri de iluminare (continud si cu fotoperioada 14/10 ore)
si o toxicitate redusa asupra dezvoltarii spirulinei, asigurand majorarea cantitétii de crom 1n biomasa cu
cresterea concentratiei.

o Cultivarea spirulinei 1n regim de iluminare continud, indiferent de modul de suplimentare a glicinatului
de crom, asigurd o productivitate mai inalta a spirulinei (pana la 1,05-1,45 g/1) fata de regimul zi/noapte
(0,7-1,1 g/1), iar procesul de acumulare a cromului in biomasa este mai pronuntat la cultivare in regim
zi/noapte la administrarea [Cr(Gly);]Cl in rate (portionat in prima si a 3-a zi).
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