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Dunaliella salina is a well known object model of 
biotech research, and the latest publications allowed 
the following lines for the practical application of 
the obtained fundamental results: the carotene 
producing, complex preparations producing, biofuel 
producing. Dunaliela bioactive complex preparations 
include lipids containing valuable essential polienic 
fatty acids: alpha-linolenic, gamma-linolenic 
and docozahexaenoic, phosphatidyl inositol and 
phosphatidyl choline - essential phospholipids 
with multiple uses in the pharmaceutical industry.
Fundamental researches of Dunaliella salina 
refer in particular to two main areas: Dunaliella 
species’ systematic and phylogeny and microalgae’s 
adaptation mechanisms to environment salinity 
changes.

Salinity stress is one of the effi cient factors for 
increase lipids quantity in biomass, but at the same 
time it decreases the microalgae’s productivity. The 
negative effects of hypersalin stress could be reduced 
by adding in nutritive medium the biometals in 
different form and quantity.

  
1. Prefaţă
Dunaliella salina este un obiect-model cunos-

cut al cercetărilor biotehnologice, iar studiul publi-
caţiilor de ultimă oră a permis punerea în evidenţă 
a următoarelor direcţii de aplicare practică a rezul-
tatelor unor investigaţii ştiinţifi ce fundamentale: 
producerea de caroten, producerea de preparate 
complexe, producerea de biocombustibil [1-8]. Pre-
paratele complexe bioactive din dunalielă includ, de 
rând cu bioaditive, carotenul şi lipide cu un conţinut 
valoros de acizi graşi polienici esenţiali: alfa- lino-
lenic, gama-linolenic şi docozahexaenoic, precum 
şi fosfatidil inozitol şi fosfatidil colina – fosfolipide 
esenţiale cu utilizări multiple în industria farmace-
utică [5, 8-9].

Cercetările fundamentale, care au drept obiect 
de studiu Dunaliella salina se referă, în special, 
la două domenii principale: sistematica şi fi loge-

nia speciilor de Dunaliella [10] şi mecanismele de 
adaptate a microalgei la modifi carea salinităţii me-
diului [10-11].

Fiind o specie halofi lă, Dunaliella prezintă un 
obiect ideal de studiu al mecanismelor de adaptare, 
iar realizările principale în acest domeniu ţin de elu-
cidarea rolului esenţial al lipidelor constitutive şi al 
proteinelor  membranelor celulare, în special a plas-
malemei, în asigurarea acestor mecanisme [12-15].

Obiectivele principale ale cercetărilor efectua-
te pe speciile de Dunaliella constau în evidenţierea 
condiţiilor şi stimulatorilor biosintezei carotenului 
şi a lipidelor [6, 11-12, 15-16]; elaborarea tehno-
logiilor performante de extragere a complexelor 
bioactive din biomasa microalgală [7]; elaborarea  
tehnologiilor de cultivare a dunalielei pe medii ief-
tine, în special pe medii reziduale rezultate din alte 
procese biotehnologice [17]; elaborarea sistemelor 
tehnologice pentru utilizare în cadrul tehnologiilor 
intensive [1, 3, 18].   

Fiind o specie halofi lă, Dunaliella salina se 
adaptează uşor condiţiilor de hiperosmoză prin sin-
teza glicerolului şi a lipidelor, dar în aceste condiţii 
are loc reducerea drastică a cantităţii de biomasă 
produsă [11, 15, 18-19]. Astfel, biomasa microal-
gală, obţinută în condiţii de stres hiperosmotic este 
valoroasă din punct de vedere biochimic, dar din 
cauza productivităţii reduse, obţinerea unei cantităţi 
sufi ciente de produs necesită investiţii suplimen-
tare. 

Din cele expuse mai sus, cercetările orientate 
spre găsirea căilor de depăşire a efectelor negative 
ale stresului salin rămân a fi  actuale atât din punct 
de vedere fundamental, cât şi din punct de vedere 
practic. 

În cadrul cercetărilor efectuate anterior în Labo-
ratorul Ficobiotehnologie a fost demonstrată capa-
citatea compuşilor coordinativi ai fi erului trivalent 
cu aminoacizi de a spori productivitatea culturii de 
Dunaliella salina cu 14-25% faţă de proba martor 
[19]. Este cunoscut, de asemenea, efectul antioxi-
dant al Zn(II) în diminuarea efectelor negative ale 
stresului hipersalin [20], precum şi capacitatea lui 
de a stimula sinteza fi tochelatinelor, care facilitea-
ză acumularea fi erului, acesta fi ind un stimulator al 
productivităţii [21].

Scopul cercetărilor expuse în acest articol a con-
stat în aprecierea efi cienţei unui compus coordinativ 
al Fe(III) – alaninatul de fi er şi al clorurii de zinc în 
diminuarea consecinţelor stresului hiperosmotic la 
Dunaliella salina în condiţii de cultură periodică.
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2. Obiecte şi metode de studiu
Şocul salin a fost indus prin administrarea su-

plimentară a clorurii de sodiu la două medii cu 
salinitate diferită – cu 8% [5] de sare şi 12% [18]. 
Ambele medii sunt utilizate cu succes pentru culti-
varea dunalielei şi asigură obţinerea unei cantităţi 
optime de biomasă cu un conţinut echilibrat de li-
pide. Suplimentarea mediilor cu NaCl s-a efectuat 
pe parcursul cultivării, la mijlocul şi sfârşitul fazei 
creşterii exponenţiale, în conformitate cu conţinutul 
tabelului 1.

Determinarea productivităţii s-a efectuat prin 
cuantifi carea absorbanţei la lungimea de undă de 
450 nm, cu utilizarea curbei de calibrare [19].

Extragerea lipidelor [23]. 3 gr biomasă au 
fost amestecate cu 5 ml apă şi măcerate cu ul-
trasunet. A fost adăugat amestecul de solvenţi 
cloroform:metanol în raport de 2:1 (v/v). Extrage-
rea s-a efectuat repetat, prin agitare la temperatu-
ra camerei timp de 60 minute. Din extractul sumar 
obţinut s-a eliminat alcoolul prin spălare cu solu-
ţie KCl 0,98% (1/5 din volumul extractului, 5 ori). 
Extractul cloroformic rezultat, care conţine lipidele 
totale, a fost dehidratat cu sulfat de sodiu anhidru şi 
cloroformul a fost înlăturat prin distilare la tempe-
ratura de 400C. Reziduul uscat a fost reluat într-un 
volum cunoscut de cloroform (1 ml). Extractul de 
lipide totale se păstrează la temperaturi de conge-
lare. Lipidele extrase alcătuiesc 7,4% din biomasă 
şi reprezintă o masă vâscoasă semidensă de culoare 
brun roşietică.

Separarea şi identifi carea lipidelor. Separarea 
lipidelor polare de lipidele neutre a fost efectuată 
prin cromatografi a pe strat subţire de silicagel folo-
sind plăci Merck Silica Gel 60 de 10x20 cm. Pentru 
separarea lipidelor, iniţial a fost utilizată faza mobilă 
care a constat din eter petroleic : eter dietilic : acid 

acetic glacial 80:20:1 (v/v/v), identifi când astfel 
preponderent lipidele neutre. În urma cromatografi -
ei, lipidele polare rămân în zona startului. Fracţiile 
lipidice au fost developate cu vapori de iod. Au fost 
identifi cate şase fracţii, determinate prin valoarea 
Rf.  Fosfotidil inozitolul, fosfatidil colina şi fosfati-
dil glicerolul au fost identifi cate cu utilizarea ames-
tecului standard de fosfolipide SIGMA. Conţinutul 
cantitativ a fost determinat gravimetric.

3. Rezultate şi discuţii
Prima serie de experienţe, efectuate în cadrul 

acestui studiu, a constat în crearea şocului hipe-
rosmotric pentru cultura de Dunaliella salina şi 
monitorizarea productivităţii şi a nivelului de lipide 
în biomasă. Pentru aceasta, la mediile Abd El-Baky 
şi Ben-Amotz a fost adăugat NaCl în conformitate 
cu tabelul 1. Rezultatele obţinute pot fi  observate în 
fi gura 1. 

În cazul mediului cu conţinutul iniţial de NaCl 
de 8%, în şirul de experienţe montate se observă 
creşterea semnifi cativă a cantităţii de lipide în bio-
masă (cu până la 63%) pe fonul unei scăderi a pro-
ductivităţii cu până la 44%. 

Inducerea şocului hipersalin în cazul cultivării 
dunalielei pe mediul cu 12% NaCl iniţial, a fost ur-
mată de reacţii asemănătoare de micşorare a pro-
ductivităţii cu până la 50% şi sporul de lipide. 

În ambele cazuri observăm o tendinţă de dimi-
nuare a productivităţii şi sporire a cantităţii de lipi-
de în biomasă pe fon de şoc hiperosmotic, creşterea 
cantităţii de lipide în biomasă fi ind mult mai impor-
tantă  pe mediul cu salinitate  mare.

Cu toate că cantitatea de lipide în biomasă se 
schimbă simţitor, raportul cantitativ al fracţiilor fo-
sfolipidelor, precum şi raportul lipidelor polare şi 
nepolare în biomasa obţinută pe ambele medii în 

Tabelul 1 
Inducerea stresului hiperosmotic cu adăugare de NaCl

Concentraţia iniţială 
NaCl în mediul de 

cultivare

Cantitatea şi timpul de introducere a NaCl 
la mediul de cultivare

Concentraţia 
fi nală NaCl în 

mediu

Notarea 
variantelor 

experimentale

8% NaCl
(Abd El-Baky, 2004)

+ 4% NaCl la mijlocul fazei logaritmice
+ 4% NaCl la sfârşitul fazei logaritmice

12% NaCl Varianta 1 
Varianta 2

+ 8% NaCl la mijlocul fazei logaritmice
+ 8% NaCl la sfârşitul fazei logaritmice

16% NaCl Varianta 3 
Varianta 4

+ 12% NaCl la sfârşitul fazei logaritmice 20% NaCl Varianta 5 

12% NaCl
(Ben-Amotz, 1990)

+ 4% NaCl la mijlocul fazei logaritmice
+ 4% NaCl la sfârşitul fazei logaritmice

16% NaCl Varianta 1
Varianta 2

+ 8% NaCl la mijlocul fazei logaritmice
+ 8% NaCl la sfârşitul fazei logaritmice

20% NaCl Varianta 3 
Varianta 4

+ 12% NaCl la sfârşitul fazei logaritmice 24% NaCl Varianta 5 

Tribuna tânărului savant
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cadrul experienţelor de inducere a stresului salin nu 
diferă semnifi cativ de la variantă la variantă, ceea 
ce indică asupra adaptării celulelor viabile la stresul 
salin (fi gura 2).

Din rezultatele prezentate devine evidentă stabi-
litatea fracţiilor fosfolipidelor. Prin urmare, cultiva-
rea dunalielei pe mediile în care concentraţia iniţială 
a clorurii de sodiu este de 8%, iar cea fi nală de 12, 
16 şi 20%, nu modifi că profi lul lipidelor. Rezultatele 
obţinute confi rmă stabilitatea componenţei lipidice 
membranare în celula algală şi modifi carea rapidă a 
diferitor fracţii cu readucerea lor la normă [24]. Gli-
cerolul, care este veriga principală a răspunsului os-
motic şi-i sintetizat din hidraţii de carbon, face faţă 
hipersalinităţii mediului, iar stresul salin nu impli-
că modifi cări în  structura lipidelor ci doar marirea 
cantităţii lor. Rezultatele fracţionării cromatografi ce 
a lipidelor polare, obţinute din biomasa de dunalielă 
cultivată pe mediile cu concentraţia iniţială a cloru-
rii de sodiu de 12%, au determinat acelaşi tablou al 
repartizării fracţiilor de fosfolipide.

În concluzie, putem afi rma că inducerea stresu-
lui salin la Dunaliella salina CNM-AV-02 nu mo-

difi că spectrul lipidic al algei. Fracţiile lipidice şi, 
în special, fosfatidil inozitolul şi fosfatidil colina, 
rămân neschimbate. 

Compuşii coordinativi ai metalelor constituie 
un capitol aparte în reglarea creşterii şi dezvoltării 
microorganismelor, precum şi în stimularea pro-
ceselor biosintetice. Aportul considerabil al com-
puşilor coordinativi în modifi carea conţinutului de 
principii bioactive, acumulate în biomasă, este de-
terminat de prezenţa metalelor în centrul de comple-
xare. Metalele, pe de o parte, servesc ca activatori 
ai enzimelor, iar pe de altă parte, complexarea lor 
cu diverşi liganzi de origine organică şi anorganică 
le conferă noi proprietăţi şi-i înzestrează cu capa-
citatea de a interacţiona şi activa diverse molecu-
le extra- şi intracelulare. După cum au demonstrat 
multiplele cercetări ştiinţifi ce, efectuate de colabo-
ratorii laboratoarelor de Ficobiotehnologie ale IMB 
şi USM,  compuşii coordinativi ai metalelor pot fi  
utilizaţi cu succes în calitate de reglatori ai producti-
vităţii şi componenţei biochimice a cianobacteriilor 
şi microalgelor în scopul elaborării biotehnologiilor 
intensive [19].

Dunaliella salina şi-a elaborat mecanisme spe-
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Figura 2. Conţinutul fracţiilor fosfolipidelor în biomasa de Dunaliella în experienţa inducerii şocului hiperosmotic 

pe mediile cu salinitatea iniţială de 8% NaCl (A) şi 12% NaCl (B) 
FI – fosfatidil inozitol; FC – fosfatidil colina; FE – fosfatidil etanolamina; AF – acid fosfatidic; 
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Figura 1. Infl uenţa inducerii stresului hiperosmotic pe parcursul cultivării la Dunaliella salina  pe mediile cu 
salinitatea iniţială de 8% şi 12% NaCl,  asupra productivităţii (g/l) şi acumulării lipidelor (%, BAU).
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ciale de acumulare a Fe(III). Fiind algă halofi lă, 
iar mediile saline sunt ferodefi citare, membranele 
microalgale conţin proteine transportatoare, care 
mediază efi cient transportul fi erului prin membra-
ne în condiţii de hipo- şi hipersalinitate (Fisher, 
1998).  Studiile de comparare a asimilării compu-
şilor Fe(III)-citrat,  Fe(III)-EDTA şi Fe(III)-compus 
organic au demonstrat efi cienţa utilizării Fe(III)- 
compus organic [25].

Deoarece s-a stabilit deja efectul pozitiv al com-
puşilor fi erului cu aminoacizi asupra acumulării de 
biomasă la dunaliela, a fost studiată posibilitatea de-
păşirii procesului de reducere a productivităţii cul-
turii în condiţii de stres salin. Pentru cercetările din 
cadrul celei de-a doua etape de studiu fusese utilizat  
compusul coordinativ al Fe(III) cu alanina. 

Experienţele au fost efectuate cu utilizarea con-
centraţiei minimale de 1 mg/l. Stresul salin s-a indus 
în conformitate cu tabelul 1, pornind de la salinitatea 
iniţială de 12%. Suplimentar la variantele deja analiza-
te, a fost întrodusă varianta  0 – în care nu a fost indus 
stresul salin, dar a fost adăugat compusul coordinativ. 
Rezultatele obţinute sunt prezentate în fi gura 3. 

În varianta 0 a fost înregistrată o creştere a 
productivităţii cu 25% faţă de proba martor. În va-
riantele cu stres salin indus, scăderea cantităţii de 
biomasă este mai puţin pronunţată în variantele cu 
compus coordinativ faţă de cele unde compusul co-
ordinativ lipseşte. Astfel, în variantele cu adaos de 
compus coordinativ are loc o diminuare a efectului 
de inhibare a productivităţii care permite recupera-
rea a 23-35% din biomasa pierdută în urma acţiunii 
şocului hiperosmotic. Conţinutul lipidelor polare 
în biomasa obţinută în condiţii de stres salin şi în 
prezenţa alaninatului de fi er (III) este refl ectat în 
fi gura 4. 

Fracţionarea lipidelor extrase din biomasa du-
nalielei cultivată pe mediul cu salinitatea iniţială de 
12% NaCl şi suplimentat cu compusul Fe(III)-ala 
în concentraţia de 0,1 mg/ml a demonstrat că canti-
tatea de fosfatidil inozitol şi fosfatidil colină nu s-a 
modifi cat. 

Pentru a aprecia efi cienţa elaborărilor din punct 
de vedere economic s-a efectuat calculul cantităţii 
de lipide la litru de suspensie celulară. Pentru me-
diul standard cu conţinut iniţial de clorură de sodiu 
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Tribuna tânărului savant
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de 12% această cantitate este de 82 mg/l, în cazul 
variantelor cu inducerea stresului salin avem can-
tităţi mai mari, iar în variantele cu adăugarea com-
puşilor coordinativi pe fon de şoc osmotic ele ating 
valori de 110-135 mg/l (tabelul 2).

Prin urmare, au fost stabiliţi trei factori care 
favorizează acumularea lipidelor: concentraţia clo-
rurii de sodiu iniţială de 12%; inducerea stresului 
salin în perioada creşterii exponenţiale şi utilizarea 
compusului coordinativ alaninatul de Fe(III). 

Studii recente, efectuate în scopul elucidării po-
sibilităţii diminuării efectelor stresului hiperosmotic 
la dunalielă, au scos în evidenţă importanţa Zn(II) în 
acest sens. Efectul pozitiv al compuşilor cu conţinut 
de zinc se explică prin faptul, că aceştia acţionează 
pe două căi – prin efectul antioxidant al lor şi prin 
stimularea sintezei fi tochelatinelor, care facilitează 
acumularea fi erului.

Pornind de la aceste rezultate, au fost montate 
experienţe, în care pe fond de stres salin se adminis-

trează compuşi de fi er şi zinc în ansamblu. Rezulta-
tele obţinute la administrarea clorurii de zinc  ara-
tă, că la concentraţii mici ale compusului se poate 
obţine atât creşterea productivităţii, cât şi creşterea 
cantităţii de lipide (fi gura 5). 

Valorile absolute ale lipidelor obţinute din bio-
masa de Dunaliella salina CNM-AV-02 în varianta 
cu adăugarea clorurii de zinc (1 mg/l) pe fond de şoc 
hiperosmotic şi suplimentare cu compusul coordi-
nativ [Fe(III)-ala] atinge valoarea de 165 mg/l, ceea 
ce este cu 22% mai mult decât în varianta cu com-
pus coordinativ al fi erului în lipsa clorurii de zinc.

În încheiere putem menţiona, că inducerea 
stresului salin la Dunaliella salina este una din 
căile efi ciente de sporire a cantităţii de lipide în 
biomasă, dar în mod obligatoriu, este şi cauza 
scăderii esenţiale a productivităţii acestei mi-
croalge. Diminuarea efectelor negative ale stre-
sului hipersalin poate fi  obţinută prin modifi carea 
mediului nutritiv în ceea ce ţine de cantitatea şi 
forma biometalelor administrate. Astfel, în baza 
exemplului alaninatului de Fe(III) şi a clorurii de 
Zn(II) putem afi rma, că aceste tipuri de substanţe 
pot fi  o soluţie pentru depăşirea obstacolelor în 
biotehnologia dunalielei.

În baza rezultatelor obţinute şi a analizei lor au 
fost formulate următoarele concluzii:

Concentraţia iniţială a clorurii de sodiu, 1. 
optimă inducerii stresului hiperosmotic în mediul 
nutritiv pentru Dunaliella salina CNM-AV-02,  este 
cea de 12%.

Stresul salin indus pe parcursul cultivării 2. 
algei verzi Dunaliella salina CNM-AV-02 este un 
factor de stimulare a lipidogenezei pe fundalul di-
minuării productivităţii.

Inducerea şocului hiperosmotic la mijlocul 3. 
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Figura 5. Ifl uenţa ZnCl2 asupra productivităţii (g/l) şi acumulării lipidelor (%,BAU) la Dunaliella, cultivată pe 
mediul cu salinitatea iniţială de 12%NaCl şi fi nală de 24% NaCl, 

suplimentat cu alaninat de  Fe(III)

Tabelul 2 
Valorile absolute ale lipidelor obţinute din bio-
masa de Dunaliella salina CNM-AV-02 în rezul-

tatul experienţelor efectuate
Condiţiile de cultivare Valoarea 

absolută a 
lipidelor, 

mg/l
Mediul cu 12% NaCl 82
Mediul cu 12% NaCl iniţial + 8% NaCl 
la mijlocul log fazei

96

Mediul cu 12% NaCl iniţial + 12%NaCl 
la sfârşitul log fazei

98

Mediul cu 12% NaCl iniţial suplimentat 
cu 1,0 mg/l Fe(III)-ala 
+  4 - 8% NaCl

125-135
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fazei creşterii exponenţiale permite obţinerea unei 
cantităţi sporite de lipide din contul scăderii, mai 
puţin pronunţate, a productivităţii.

Stresul hiperosmotic nu duce la modifi carea 4. 
spectrului lipidic şi raportul fracţionar al fosfolipi-
delor la  Dunaliella salina CNM-AV-02.

Alaninatul de Fe(III) şi clorura de Zn(II) 5. 
diminuează nivelul de scădere a productivităţii la 
Dunaliella salina CNM-AV-02 pe fond de stres hi-
perosmotic.
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