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Productivitatea spirulinei si ontinutul de fier in biomasa au inregistrat valori mai inalte la iluminare mai intensa
(5500 1x), comparativ cu 3500 1x, iar acumularea ficobiliproteinelor in biomasa de spirulind a fost mai semnificativa la
3500 Ix. Continutul de seleniu acumulat in fractia de ficobiliproteine a inregistrat valori mai sporite cu majorarea
concentratiei selenitului de fier, fiind maxime la concentratia acestuia de 45 mg/l la ambele intensitati de iluminare. La
3500 Ix continutul de seleniu in extractul sumar de ficobiliproteine a fost de 1,4-1,5 ori mai majorat, comparativ cu cel
atestat la 5500 Ix.
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EFFECTS OF Fe(IIl) SELENITE AND LIGHT INTENSITY ON THE ACCUMULATION OF

PHYCOBILIPROTEINS, SELENIUM AND IRON IN BIOMASS OF CYANOBACTERIUM

SPIRULINA PLATENSIS

Spirulina productivity and iron content in biomass recorded higher values at light intensity 5500 1x, compared to
3500 Ix, but phycobiliproteins accumulation in spirulina biomass was more significant at 3500 1x. The content of the
accumulated selenium in the phycobiliproteins registered the increased values with the increasing of selenite concentra-
tion, attesting its maximum value at 45 mg/l, at the both light intensity. Selenium content in the phycobiliproteins at
3500 1x was by 1.4-1.5 times higher, compared to that registered at 5500 Ix.

Keywords: Spirulina platensis, selenium, iron, accumulation, phycobiliproteins.

Introducere

Actualmente, la nivel mondial prezinta interes cercetarile cu aspecte fundamentale si aplicative, legate de
perfectionarea procedeelor de cultivare a spirulinei, plasdnd in prim-plan elaborarea unor modele noi de
dirijare eficientd a fotobiosintezei in directia sporirii producerii de biomasa si obtinerii principiilor bioactive
cu calitati pronosticate. Un antioxidant major natural de natura proteica identificat in biomasa unor cianobac-
terii si microalge este ficocianina. Cercetarile recente au demonstrat ca ficocianina obtinuta din biomasa de
spirulina poseda activitate antioxidanta 1naltd (are capacitate de distrugere a radicalilor peroxynitrit, hidroxil
si peroxil), are un efect antialergic, antiinflamator servind si in calitate de neuro- si hepatoprotector. Ficocia-
nina are proprietdti fluorescente, preintdmpina sau stopeaza dezvoltarea tumorilor maligne, restabileste func-
tiile hematopoetice ale organismelor, intireste imunitatea organismului, sporeste activitatea limfocitelor [1].

Un rol important in contracararea radicalilor liberi revine si microelementului esential seleniu. Ca un
element constitutiv al selenoproteinelor, seleniul are roluri structurale si enzimatice semnificative, manifesta
proprietati antioxidante si serveste drept catalizator pentru producerea hormonului tiroidian activ. Seleniul
este necesar pentru buna functionare a sistemului imunitar si pare a fi un nutrient esential in contracararea dez-
voltarii virulentei si inhibarea progresarii HIV la SIDA. O atentie deosebita este acordata glutation-peroxida-
zelor (GPx; EC)- selenoproteine care catalizeaza conversia H,O,, la H,O si O, molecular, folosind glutatio-
nul drept cosubstrat [2]. Acest proces reduce stresul oxidativ, o cauza a imbatranirii premature i a maladiilor
cronice.

Studiile epidemiologice la scard larga au demonstrat in mod repetat cé populatiile cu un nivel scazut de
seleniu sunt supuse la un risc crescut de a dezvolta in mod semnificativ mai multe tipuri de cancer [3-6].
Aceste studii confirma ca seleniul dietetic adecvat exercita efecte preventive asupra prostatei si a cancerului
colorectal, doua dintre cele mai frecvente tipuri de cancer [7,8]. Mai multe studii au demonstrat ca nivelul

3 © Universitatea de Stat din Moldova, 2016



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2016, nr.6(96)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” [SSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.3-9

scazut de seleniu in sange, par sau unghii este asociat cu o crestere a riscului de boli canceroase. Insuficienta
seleniului duce la sporirea riscului de cancer la glanda tiroida, vezica urinara, plamani, stomac, esofag, ficat
si alte organe [9,10].

Inca din 1996, suplimentarea nutritionald cu seleniu a demonstrat o reducere a ratelor globale de cancer
cu diminudri specifice ale cazurilor de afectiuni cu cancer colorectal, de plamani si de prostatd. Noi studii
clinice efectuate mai recent au demonstrat ca suplimentarea cu seleniu diminueaza riscul imbolnavirii cu
diverse tipuri de cancer [11].

Utilizarea spirulinei ca sursd de antioxidanti, inclusiv seleniu si ficobiliproteine, pune in fata cercetatorilor
problema obtinerii biomasei Tmbogatite cu aceste substante bioactive. Astfel, scopul cercetarii consta in stu-
dierea influentei selenitului de fier si a regimului de iluminare asupra continutului de ficobiliproteine, seleniu
si fier in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis.

Material si metode

Obiectul de studiu 1-a constituit tulpina cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-11-(CYANOPHYTA)
depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a IMB al ASM. Pentru cultivarea spirulinei
a fost utilizat mediul nutritiv mineral SP-1 cu o compozitie echilibratd a macro- si micronutrientilor necesari
cresterii si dezvoltarii spirulinei [12,13]. Cultivarea s-a efectuat in baloane Erlenmeyer a cate 100 ml cu 50 ml
suspensie de spirulina, timp de 216 ore la iluminarea 3500 Ix pentru prima variantd si 5500 Ix pentru varianta
a doua.

Selenitul de fier a fost suplimentat la mediul de cultivare a spirulinei in prima zi de cultivare in concentratii
de 15-45 mg/l.

Productivitatea spirulinei a fost determinata conform metodei descrise n [12,13].

Determinarea ficobiliproteinelor. Suspensia de biomasa a fost supusa congelarii/decongelarii repetate
pana la aparitia coloratiei albastru-intens. La 1 volum de suspensie spirulind (20 mg/ml) s-a adaugat apa bidi-
stilata (4 volume) si, dupa agitare la 4°C in decurs de 30 min., proba a fost supusa centrifugarii la 6000 rpm.
Dupa extractie volumul fiecarei probe a fost masurat. Probele de extract au fost diluate si s-a masurat absor-
banta la 620, 650 si 280 nm. Calculele s-au efectuat conform ecuatiilor elaborate de Bennet si Bogorad [14].

Mineralizarea acida a probelor pentru determinarea Fe si Se s-a efectuat prin adaugarea de HCIO,4 si HNO;
in proportii de 2/1(V/V).

Obtinerea biomasei de spirulina imbogatita cu ficobiliproteine, seleniu si fier. Selenitul de Fe(IlI) a fost
suplimentat portionat la suspensia de spirulina in primele 3 zile de cultivare, In concentratii de 15, 30 si 45 mg/1.
Fe,Se;0y:6H,0 a fost obtinut conform metodei elaborate de Sova S si al. [15]. Biomasa a fost separatd de
lichidul cultural prin filtrare, spalata cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si cu apa bidistilata, apoi a fost sus-
pendata in apa distilata (20 mg/ml) si supusa congeldrii.

Continutul de seleniu in biomasa de spirulind a fost determinat prin metoda de spectrometrie de absorbtie
atomica cu atomizare termica.

Determinarea fierului in biomasa a fost efectuatd prin metoda colorimetricd bazata pe reactia Fe(Ill) cu
rodanura de potasiu [16].

Analiza statisticd a valorilor obtinute in trei serii de determinari ale productivitatii, continutului de fier si
seleniu a fost realizatd prin metodele propuse de Maximov si Dospehov [17,18].

Rezultate si discutii

Utilizarea cianobacteriei S. platensis ca matrice pentru producerea produselor selenocomponente a fost
demonstrata experimental de cercetarile efectuate anterior [19,20]. Alte studii au demonstrat de asemenea
eficacitatea utilizarii Na,SeOs in calitate de sursd de Imbogatire cu seleniu a cianobacteriei Spirulina platensis
la cultivarea ei mixotrofa cu acetat de sodiu si glucoza [21,22]. A fost demonstrat de asemenea ca selenitul
anorganic de sodiu poate fi transformat de catre S. platensis in forma organica, prin legarea acestuia cu pro-
teine, lipide, polizaharide, precum si cu alte componente celulare [23].

Este cunoscut si un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis imbogidtite cu seleniu, pre-
cum si propusa schema de purificare a Se-ficocianinei [24]. Dezavantajul procedeului constd in utilizarea
unor cantitati foarte Tnalte de selenit de sodiu (450 mg/l), adaugate portionat in zilele a 7-a, a 8-a si a 9-a In
cantitati de 100, 150 si 200 mg/1, respectiv, ceea ce influenteaza negativ asupra cresterii celulelor si produc-
tivitatii spirulinei, deoarece are loc acumularea unei cantititi esentiale de seleniu anorganic in biomasa,
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care este toxic pentru organismul uman. Concomitent, in prezenta unui surplus de selenit are loc reducerea
seleniului(IV) in Se° si acumularea lui atat in lichidul cultural, cat si adsorbtia lui pe suprafata celulelor
[25,26].

Cercetarile noastre anterioare au demonstrat posibilitatea utilizarii Fe,S;0,6H,0 in concentratii de 15-30 mg/1
pentru obtinerea biomasei imbogatite cu seleniu si fier [15], a altor compusi ai seleniului care au manifestat
efect pozitiv asupra acumularii ficobiliproteinelor [27], precum si a seleniului in biomasa [28].

A prezentat interes studiul influentei compusului Fe,S;04°6H,0 in concentratii mai majorate (pana la
45 mg/l) si a intensitatii de iluminare asupra productivitatii spirulinei si acumularii ficobiliproteinelor, sele-
niului si fierului In biomasa de S. platensis. Analizand rezultatele obtinute, s-a observat ca intensitatea luminii
reprezintd un factor important in acumularea biomasei de spirulind, cultivatd atat in lipsa selenitului de fier,
cat si in prezenta lui. Astfel, productivitatea probei fara adaos de selenit cultivata la iluminare intensa este cu
28,58% mai inaltd, comparativ cu proba de referinta cultivata la 3500 Ix (Fig.1).
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Fig.1. Productivitatea, continutul de fier si seleniu in biomasa spirulinei la cultivare
in prezenta selenitului de fier.

La cultivare in prezenta Fe,Se;Oy*6H,0 productivitatea capata valori de 1,22-1,28 ori mai 1nalte la ilumi-
narea intensa (5500 1x) fatd de iluminarea normala (3500 1x) (Fig.1). Totusi, la 5500 Ix suplimentarea seleni-
tului de fier in concentratii de 15-45 mg/l manifesta un efect stimulator nesemnificativ asupra productivitatii,
observandu-se doar un spor usor al valorilor fata de proba fara adaos de seleniu.

In ce priveste acumularea fierului in biomasa de spirulini, se poate afirma ci continutul de fier variazi in
dependentd de regimul de iluminare si de concentratia selenitului de fier administrat In mediul de cultivare.
Continutul de fier acumulat in biomasa se majoreaza concomitent cu cresterea concentratiei selenitului de
fier administrat in mediul de cultivare, pentru toate cazurile studiate la 3500 1x si 5500 Ix (Fig.1,2). Astfel,
asupra continutului de fier influenteaza semnificativ intensitatea de iluminare, deoarece la administrarea com-
pusului In concentratie maxima (45 mg/l) in regim de iluminare de 5500 Ix continutul de fier este de 2,77 ori
mai inalt decat in proba obtinuta la cultivare la iluminarea de 3500 Ix. Continutul maxim de fier se acumu-
leaza in biomasa cultivatd la iluminare intensa, la suplimentarea selenitului de fier in concentratie maxima
(45 mg/l), valorile cantitative intrecand de 3,64 ori valoarea martorului, ceea ce constituie 690 mg% din
biomasa.

Pigmentii ficobilinici, caracteristici cianobacteriilor, au functia de antene secundare pentru captarea ener-
giei luminii si de protectie antioxidanti a celulelor. In Figura 3 sunt prezentate datele cu referire la suma
ficobiliproteinelor in componenta biomasei de spirulina cultivata in prezenta selenitului de fier cu aplicarea
celor doud regimuri de iluminare.
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Fig.2. Continutul de fier si seleniu in biomasa spirulinei la cultivare in prezenta selenitului de fier.

Dupa cum demonstreaza rezultatele obtinute, desi iluminarea intensa a sporit productivitatea spirulinei,
asupra sintezei ficobiliproteinelor se observa un efect moderat al regimului de iluminare. La utilizarea acelo-
rasi concentratii de selenit de fier valorile cantitative Inregistrate erau de 1,13-1,32 ori mai mici la cultivare
in regim de iluminare intensa, comparativ cu cele determinate la cultivare in regim de iluminare de 3500 Ix
(Fig.3). Administrarea selenitului de fier in concentratii de 15-45 mg/l la 3500 Ix manifestd un efect moderat
asupra sintezei ficobiliproteinelor, valorile cantitative fiind cu 2,27-9,44% mai diminuate fata de proba de re-
ferintd (fara adaos de selenit). Rezultatele investigatiilor efectuate asupra capacititii spirulinei de a acumula
seleniu la cultivare in prezenta selenitului de fier au permis a constata faptul ca In ambele cazuri spirulina
acumuleaza seleniu cu cresterea concentratiei selenitului de Fe(IIl) si nu se observa varieri esentiale ale pro-
ductivitatii. La suplimentarea a 45 mg/l de selenit de fier si iluminarea 5500 1x a fost detectat continutul
maxim de Fe in biomasd — 690,73 mg%, comparativ cu 249,2 mg% la 3500 Ix, iar continutul de seleniu a
inregistrat valori egale cu 235,38 si 258,27 mg%, respectiv.
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Fig.3. Continutul de Se-ficobiliproteine in biomasa spirulinei la cultivare
in prezenta selenitului de fier.
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A fost analizat continutul de seleniu atit in biomasa de spirulind, cat si in extractul sumar de ficobilipro-
teine pentru a selecta variantele cu continut maxim (a se vedea Tabelul). Spre deosebire de acumularea fieru-
lui in biomasa, regimul de iluminare mai intens nu manifesta efect stimulator asupra acumularii seleniului in
fractia de ficobiliproteine, astfel incat valori cantitative mai inalte ale seleniului de 1,4-1,5 ori se obtin la
cultivare la iluminarea de 3500 Ix.

Conform rezultatelor obtinute, se observa ca continutul de seleniu determinat in biomasa de spirulina si in
extractul sumar de ficobiliproteine creste odatd cu cresterea concentratiei selenitului de fier administrat la
mediul de cultivare.

Tabel
Continutul de seleniu in biomasa de spirulina si in extractul sumar de ficobiliproteine
Intensitatea Concentratia Biomasa Se in biomasa, Ficobili- | Se in extract sumar
iluminarii Fe,Se;0q°6H,0, analizata, mcg/L mg/kg proteine, | de ficobiliproteine
mg/1 mg mg mcg/l Mg/kg
Iluminare 15 11,6 1552,30 883,66 6,8 85,43 6,28
3500 Ix 30 12,35 4330,95 1753,42 6,5 161,03 12,39
45 11,40 5888,40 | 2582,63 6,08 168,42 13,85
Iluminare 15 15,50 1918,95 619,02 7,86 67,29 4,28
5500 Ix 30 18,65 6933,20 | 1858,77 8,1 143,13 8,84
45 18,50 8709, 0 2353,78 8,62 152,25 8,83

Un continut de seleniu 1n limitele de 0,628—-1,385 mg% de seleniu se obtine in extractul sumar de ficobili-
proteine, rezultat la cultivare in regim de iluminare 3500 Ix, iar la 5500 1x — un continut de la 0,43 pana la
0,88 mg% Se. Acumularea seleniului in fractia de proteine a fost constatata si de alti autori, inclusiv in fractia
de ficobiliproteine [23,24].

Astfel, putem constata ca regimul de iluminare de 3500 Ix este mai favorabil pentru acumularea Se in
ficobiliproteine, precum si pentru acumularea ficobiliproteinelor in biomasa.

Concentratiile selenitului de fier utilizate in prezentul studiu nu au indus modificari vizuale asupra starii
si aspectului culturii de spirulind, ceea ce ne permite sa consideram ca administrarea concentratiilor de pana
la 45 mg/l nu manifesta toxicitate, fapt demonstrat i prin mentinerea unor valori inalte ale productivitatii
spirulinei. Nu se vizualizeaza nici formarea precipitatului de Se°, fenomen observat de alti autori. Utilizarea
unor concentratii mai inalte se prezintd a fi irationald, intrucat cercetarile anterioare efectuate de unii cerce-
tatori au demonstrat ca la un surplus de Na,SeO; (100-170 mg/1) s-a observat formarea unui precipitat rosu la
inceputul fazei liniare, iar celulele cianobacteriene au dobandit o tentd rosietica. Acest lucru a fost legat de
aparitia Se° in mediu si pe suprafata celulelor, ca urmare a reducerii selenitului de sodiu. Fenomenul respectiv
este considerat un mecanism de adaptare a celulelor intr-un mediu la concentratii ridicate de seleniu prin
transformarea seleniului in forma insolubild, si anume — Se°. Seleniul elementar poate fi depus in celule ca
granule si/sau absorbite de peptidoglicanii din componenta peretilor celulari [25].

Concluzii

1. Intensitatea luminii reprezintd un factor important in acumularea biomasei de spirulina. Astfel, produc-
tivitatea atesta valori de 1,22-1,28 ori mai sporite la iluminare mai intensa (55001x), comparativ cu cele
obtinute la iluminarea de 3500 Ix. Continutul de ficobiliproteine in biomasa la cultivarea spirulinei in
regim de iluminare 3500 Ix cu si fara adaos de selenit de fier(I1l) este mai inalt cu 12-24%, comparativ
cu cel stabilit in biomasa cultivata la 5500 lx.

2. S-a stabilit ca acumularea fierului in biomasa de spirulind este mai semnificativa la iluminare mai
intensa — 5500 1x, iar procesul de acumulare a seleniului are tendinta de a diminua la majorarea inten-
sitatii de iluminare. La suplimentarea a 45 mg/l de selenit de fier si iluminarea 5500 Ix a fost detectat
continutul maxim de Fe in biomasa — 690,73 mg%, comparativ cu 249,2 mg% la 3500 Ix, iar continutul
de seleniu a Inregistrat valori egale cu 235,38 si 258,27 mg%, respectiv.

3. Continutul de seleniu acumulat in fractia de ficobiliproteine creste cu majorarea concentratiei selenitu-
lui de fier, atestdnd valori maxime la concentratia acestuia de 45 mg/1 la ambele regimuri de iluminare.
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La 3500 Ix continutul de seleniu 1n extractul sumar de ficobiliproteine este de 1,4-1,5 ori mai Inalt,
comparativ cu cel obtinut din spirulina cultivata la 5500 Ix. Administrarea selenitului de fier in con-
centratii de 15-30 mg/1 si aplicarea regimului de iluminare 5500 Ix sporesc cu 9-12% continutul de
Se-ficobiliproteine in biomasa de spirulina fatad de proba martor.
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