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NALIELLA SALINA

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 efficient 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. Prefata

Dunaliella salina este un obiect-model cunos-
cut al cercetarilor biotehnologice, iar studiul publi-
catiilor de ultima ora a permis punerea in evidenta
a urmatoarelor directii de aplicare practica a rezul-
tatelor unor investigatii stiintifice fundamentale:
producerea de caroten, producerea de preparate
complexe, producerea de biocombustibil [1-8]. Pre-
paratele complexe bioactive din dunalield includ, de
rand cu bioaditive, carotenul si lipide cu un continut
valoros de acizi grasi polienici esentiali: alfa- lino-
lenic, gama-linolenic si docozahexaenoic, precum
si fosfatidil inozitol si fosfatidil colina — fosfolipide
esentiale cu utilizari multiple in industria farmace-
utica [5, 8-9].

Cercetarile fundamentale, care au drept obiect
de studiu Dunaliella salina se refera, in special,
la doua domenii principale: sistematica si filoge-

68 - nr. 4(23), decembrie 2011

nia speciilor de Dunaliella [10] si mecanismele de
adaptate a microalgei la modificarea salinitatii me-
diului [10-11].

Fiind o specie halofila, Dunaliella prezintad un
obiect ideal de studiu al mecanismelor de adaptare,
iar realizarile principale n acest domeniu tin de elu-
cidarea rolului esential al lipidelor constitutive si al
proteinelor membranelor celulare, 1n special a plas-
malemei, in asigurarea acestor mecanisme [12-15].

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

Fiind o specie halofild, Dunaliella salina se
adapteaza usor conditiilor de hiperosmoza prin sin-
teza glicerolului si a lipidelor, dar in aceste conditii
are loc reducerea drastica a cantitdtii de biomasa
produsa [11, 15, 18-19]. Astfel, biomasa microal-
gald, obtinuta in conditii de stres hiperosmotic este
valoroasd din punct de vedere biochimic, dar din
cauza productivitatii reduse, obtinerea unei cantitati
suficiente de produs necesita investitii suplimen-
tare.

Din cele expuse mai sus, cercetérile orientate
spre gasirea cdilor de depasire a efectelor negative
ale stresului salin raman a fi actuale atat din punct
de vedere fundamental, cat si din punct de vedere
practic.

In cadrul cercetirilor efectuate anterior in Labo-
ratorul Ficobiotehnologie a fost demonstrata capa-
citatea compusilor coordinativi ai fierului trivalent
cu aminoacizi de a spori productivitatea culturii de
Dunaliella salina cu 14-25% fata de proba martor
[19]. Este cunoscut, de asemenea, efectul antioxi-
dant al Zn(Il) in diminuarea efectelor negative ale
stresului hipersalin [20], precum si capacitatea lui
de a stimula sinteza fitochelatinelor, care facilitea-
za acumularea fierului, acesta fiind un stimulator al
productivitatii [21].

Scopul cercetérilor expuse in acest articol a con-
stat in aprecierea eficientei unui compus coordinativ
al Fe(Ill) — alaninatul de fier si al clorurii de zinc in
diminuarea consecintelor stresului hiperosmotic la
Dunaliella salina in conditii de cultura periodica.
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Tabelul 1
Inducerea stresului hiperosmotic cu adaugare de NaCl
Concentratia initiala Cantitatea si timpul de introducere a NaCl Concentratia Notarea
NaCl in mediul de la mediul de cultivare finala NaCl in variantelor
cultivare mediu experimentale

+ 4% NaCl la mijlocul fazei logaritmice 12% NaCl Varianta 1
+ 4% NaCl la sfarsitul fazei logaritmice Varianta 2
8% NaCl + 8% NaCl la mijlocul fazei logaritmice 16% NaCl Varianta 3
(Abd El-Baky, 2004) + 8% NaCl la sfarsitul fazei logaritmice Varianta 4
+ 12% NaCl la sfarsitul fazei logaritmice 20% NacCl Varianta 5
+ 4% NaCl la mijlocul fazei logaritmice 16% NaCl Varianta 1
+ 4% NaCl la sfarsitul fazei logaritmice Varianta 2
12% NacCl + 8% NaCl la mijlocul fazei logaritmice 20% NaCl Varianta 3
(Ben-Amotz, 1990) + 8% NaCl la sfarsitul fazei logaritmice Varianta 4
+ 12% NaCl la sfarsitul fazei logaritmice 24% NaCl Varianta 5

2. Obiecte si metode de studiu

Socul salin a fost indus prin administrarea su-
plimentard a clorurii de sodiu la doua medii cu
salinitate diferitd — cu 8% [5] de sare si 12% [18].
Ambele medii sunt utilizate cu succes pentru culti-
varea dunalielei si asigurd obtinerea unei cantitati
optime de biomasa cu un continut echilibrat de li-
pide. Suplimentarea mediilor cu NaCl s-a efectuat
pe parcursul cultivarii, la mijlocul si sfarsitul fazei
cresterii exponentiale, in conformitate cu continutul
tabelului 1.

Determinarea productivitatii s-a efectuat prin
cuantificarea absorbantei la lungimea de unda de
450 nm, cu utilizarea curbei de calibrare [19].

Extragerea lipidelor [23]. 3 gr biomasd au
fost amestecate cu 5 ml apa si macerate cu ul-
trasunet. A fost adaugat amestecul de solventi
cloroform:metanol in 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
obtinut s-a eliminat alcoolul prin spalare cu solu-
tie KCl1 0,98% (1/5 din volumul extractului, 5 ori).
Extractul cloroformic rezultat, care contine lipidele
totale, a fost dehidratat cu sulfat de sodiu anhidru si
cloroformul a fost inlaturat prin distilare la tempe-
ratura de 40°C. Reziduul uscat a fost reluat intr-un
volum cunoscut de cloroform (1 ml). Extractul de
lipide totale se pastreaza la temperaturi de conge-
lare. Lipidele extrase alcatuiesc 7,4% din biomasa
si reprezintd o masa vascoasd semidensa de culoare
brun rosietica.

Separarea si identificarea lipidelor. Separarea
lipidelor polare de lipidele neutre a fost efectuata
prin cromatografia pe strat subtire de silicagel folo-
sind placi Merck Silica Gel 60 de 10x20 cm. Pentru
separarea lipidelor, initial a fost utilizata faza mobila
care a constat din eter petroleic : eter dietilic : acid

acetic glacial 80:20:1 (v/v/v), identificand astfel
preponderent lipidele neutre. In urma cromatografi-
ei, lipidele polare raman in zona startului. Fractiile
lipidice au fost developate cu vapori de iod. Au fost
identificate sase fractii, determinate prin valoarea
R.. Fosfotidil inozitolul, fosfatidil colina si fosfati-
dil glicerolul au fost identificate cu utilizarea ames-
tecului standard de fosfolipide SIGMA. Continutul
cantitativ a fost determinat gravimetric.

3. Rezultate si discutii

Prima serie de experiente, efectuate in cadrul
acestui studiu, a constat In crearea socului hipe-
rosmotric pentru cultura de Dunaliella salina si
monitorizarea productivitatii si a nivelului de lipide
in biomasa. Pentru aceasta, la mediile Abd El-Baky
si Ben-Amotz a fost addugat NaCl in conformitate
cu tabelul 1. Rezultatele obtinute pot fi observate in
figura 1.

In cazul mediului cu continutul initial de NaCl
de 8%, in sirul de experiente montate se observa
cresterea semnificativa a cantitatii de lipide in bio-
masa (cu pana la 63%) pe fonul unei scaderi a pro-
ductivitatii cu pana la 44%.

Inducerea socului hipersalin in cazul cultivarii
dunalielei pe mediul cu 12% NacCl initial, a fost ur-
matd de reactii asemandtoare de micsorare a pro-
ductivitatii cu pana la 50% si sporul de lipide.

In ambele cazuri observim o tendinta de dimi-
nuare a productivitatii §i sporire a cantitatii de lipi-
de in biomasa pe fon de soc hiperosmotic, cresterea
cantitatii de lipide in biomasa fiind mult mai impor-
tanta pe mediul cu salinitate mare.

Cu toate ca cantitatea de lipide in biomasa se
schimba simtitor, raportul cantitativ al fractiilor fo-
sfolipidelor, precum si raportul lipidelor polare si
nepolare in biomasa obtinutd pe ambele medii in
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Figura 1. Influenta inducerii stresului hiperosmotic pe parcursul cultivarii la Dunaliella salina pe mediile cu
salinitatea initiald de 8% si 12% NaCl, asupra productivitatii (g/l) si acumularii lipidelor (%, BAU).

cadrul experientelor de inducere a stresului salin nu
difera semnificativ de la varianta la varianta, ceea
ce indica asupra adaptarii celulelor viabile la stresul
salin (figura 2).

Din rezultatele prezentate devine evidenta stabi-
litatea fractiilor fosfolipidelor. Prin urmare, cultiva-
rea dunalielei pe mediile in care concentratia initiala
a clorurii de sodiu este de 8%, iar cea finala de 12,
16 si 20%, nu modifica profilul lipidelor. Rezultatele
obtinute confirma stabilitatea componentei lipidice
membranare in celula algald si modificarea rapida a
diferitor fractii cu readucerea lor la norma [24]. Gli-
cerolul, care este veriga principala a raspunsului os-
motic si-i sintetizat din hidratii de carbon, face fata
hipersalinitatii mediului, iar stresul salin nu impli-
ca modificari in structura lipidelor ci doar marirea
cantitatii lor. Rezultatele fractionarii cromatografice
a lipidelor polare, obtinute din biomasa de dunaliela
cultivata pe mediile cu concentratia initiala a cloru-
rii de sodiu de 12%, au determinat acelasi tablou al
repartizarii fractiilor de fosfolipide.

In concluzie, putem afirma ci inducerea stresu-
lui salin la Dunaliella salina CNM-AV-02 nu mo-
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difica spectrul lipidic al algei. Fractiile lipidice si,
in special, fosfatidil inozitolul si fosfatidil colina,
raman neschimbate.

Compusii coordinativi ai metalelor constituie
un capitol aparte in reglarea cresterii si dezvoltarii
microorganismelor, precum si in stimularea pro-
ceselor biosintetice. Aportul considerabil al com-
pusilor coordinativi in modificarea continutului de
principii bioactive, acumulate in biomasa, este de-
terminat de prezenta metalelor in centrul de comple-
xare. Metalele, pe de o parte, servesc ca activatori
ai enzimelor, iar pe de altd parte, complexarea lor
cu diversi liganzi de origine organica §i anorganica
le conferd noi proprietiti si-i inzestreaza cu capa-
citatea de a interactiona si activa diverse molecu-
le extra- si intracelulare. Dupa cum au demonstrat
multiplele cercetari stiintifice, efectuate de colabo-
ratorii laboratoarelor de Ficobiotehnologie ale IMB
si USM, compusii coordinativi ai metalelor pot fi
utilizati cu succes 1n calitate de reglatori ai producti-
vitatii si componentei biochimice a cianobacteriilor
si microalgelor 1n scopul elaborarii biotehnologiilor
intensive [19].

Dunaliella salina si-a elaborat mecanisme spe-
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Figura 2. Continutul fractiilor fosfolipidelor in biomasa de Dunaliella in experienta inducerii socului hiperosmotic
pe mediile cu salinitatea initiala de 8% NaCl (A) si 12% NaCl (B)
FI — fosfatidil inozitol; FC — fosfatidil colina; FE — fosfatidil etanolamina,; AF — acid fosfatidic;

FG — fosfatidil glicerol
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Figura 3. Influenta inducerii stresului osmotic asupra productivitatii (g/l) si acumularii lipidelor (%,BAU) la
Dunaliella, cultivatd pe mediul cu salinitatea initiala de 12%NaCl si suplimentat cu [Fe(IlI)-ala] 1,0 mg/1

ciale de acumulare a Fe(IIl). Fiind algad halofila,
iar mediile saline sunt ferodeficitare, membranele
microalgale contin proteine transportatoare, care
mediaza eficient transportul fierului prin membra-
ne in conditii de hipo- si hipersalinitate (Fisher,
1998). Studiile de comparare a asimildrii compu-
silor Fe(Ill)-citrat, Fe(Il)-EDTA si Fe(I1ll)-compus
organic au demonstrat eficienta utilizarii Fe(IIl)-
compus organic [25].

Deoarece s-a stabilit deja efectul pozitiv al com-
pusilor fierului cu aminoacizi asupra acumularii de
biomasa la dunaliela, a fost studiata posibilitatea de-
pasirii procesului de reducere a productivitatii cul-
turii 1n conditii de stres salin. Pentru cercetarile din
cadrul celei de-a doua etape de studiu fusese utilizat
compusul coordinativ al Fe(III) cu alanina.

Experientele au fost efectuate cu utilizarea con-
centratiei minimale de 1 mg/l. Stresul salin s-a indus
in conformitate cu tabelul 1, pornind de la salinitatea
initiald de 12%. Suplimentar la variantele deja analiza-
te, a fost Introdusa varianta 0 —in care nu a fost indus
stresul salin, dar a fost addugat compusul coordinativ.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 3.
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In varianta 0 a fost inregistrati o crestere a
productivititii cu 25% fati de proba martor. In va-
riantele cu stres salin indus, scaderea cantitatii de
biomasa este mai putin pronuntatd in variantele cu
compus coordinativ fatd de cele unde compusul co-
ordinativ lipseste. Astfel, in variantele cu adaos de
compus coordinativ are loc o diminuare a efectului
de inhibare a productivitatii care permite recupera-
rea a 23-35% din biomasa pierdutd in urma actiunii
socului hiperosmotic. Continutul lipidelor polare
in biomasa obtinutd in conditii de stres salin si in
prezenta alaninatului de fier (III) este reflectat in
figura 4.

Fractionarea lipidelor extrase din biomasa du-
nalielei cultivatd pe mediul cu salinitatea initiald de
12% NaCl si suplimentat cu compusul Fe(Ill)-ala
in concentratia de 0,1 mg/ml a demonstrat ca canti-
tatea de fosfatidil inozitol si fosfatidil colind nu s-a
modificat.

Pentru a aprecia eficienta elaborarilor din punct
de vedere economic s-a efectuat calculul cantitatii
de lipide la litru de suspensie celulara. Pentru me-
diul standard cu continut initial de clorura de sodiu
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Figura 4. Continutul fractionar al lipidelor polare (% din suma lipidelor extrase) din biomasa Dunaliella, cultivata pe
mediul suplimentat cu alaninatul de Fe(III) si inducerea stresului salin In varianta salinitatii initiale de 12% NaCl
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Figura 5. Ifluenta ZnCl, asupra productivitdtii (g/1) si acumularii lipidelor (%,BAU) la Dunaliella, cultivata pe
mediul cu salinitatea initiala de 12%NaCl si finala de 24% NaCl,
suplimentat cu alaninat de Fe(III)

de 12% aceasta cantitate este de 82 mg/l, in cazul
variantelor cu inducerea stresului salin avem can-
titati mai mari, iar in variantele cu addugarea com-
pusilor coordinativi pe fon de soc osmotic ele ating
valori de 110-135 mg/1 (tabelul 2).

Prin urmare, au fost stabiliti trei factori care
favorizeaza acumularea lipidelor: concentratia clo-
rurii de sodiu initiala de 12%; inducerea stresului
salin 1n perioada cresterii exponentiale si utilizarea
compusului coordinativ alaninatul de Fe(III).

Studii recente, efectuate in scopul elucidarii po-
la dunalield, au scos in evidentd importanta Zn(II) in
acest sens. Efectul pozitiv al compusilor cu continut
de zinc se explica prin faptul, cd acestia actioneaza
pe doua cai — prin efectul antioxidant al lor si prin
stimularea sintezei fitochelatinelor, care faciliteaza
acumularea fierului.

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

Tabelul 2
Valorile absolute ale lipidelor obtinute din bio-
masa de Dunaliella salina CNM-AV-02 in rezul-
tatul experientelor efectuate

Conditiile de cultivare Valoarea
absoluta a
lipidelor,

mg/l

Mediul cu 12% NaCl 82

Mediul cu 12% NaCl initial + 8% NaCl 96

la mijlocul log fazei

Mediul cu 12% NaCl initial + 12%NaCl 98

la sfarsitul log fazei

Mediul cu 12% NaCl initial suplimentat 125-135

cu 1,0 mg/l Fe(Ill)-ala

+ 4 -8% NaCl
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treaza compusi de fier si zinc in ansamblu. Rezulta-
tele obtinute la administrarea clorurii de zinc ara-
ta, ca la concentratii mici ale compusului se poate
obtine atat cresterea productivitatii, cat si cresterea
cantitatii de lipide (figura 5).

Valorile absolute ale lipidelor obtinute din bio-
masa de Dunaliella salina CNM-AV-02 in varianta
cu adaugarea clorurii de zinc (1 mg/1) pe fond de soc
hiperosmotic si suplimentare cu compusul coordi-
nativ [Fe(Il)-ala] atinge valoarea de 165 mg/l, ceea
ce este cu 22% mai mult decat in varianta cu com-
pus coordinativ al fierului in lipsa clorurii de zinc.

In incheiere putem mentiona, ci inducerea
stresului salin la Dunaliella salina este una din
cdile eficiente de sporire a cantitatii de lipide in
biomasd, dar in mod obligatoriu, este si cauza
scaderii esentiale a productivitatii acestei mi-
croalge. Diminuarea efectelor negative ale stre-
sului hipersalin poate fi obtinutd prin modificarea
mediului nutritiv in ceea ce tine de cantitatea si
forma biometalelor administrate. Astfel, in baza
exemplului alaninatului de Fe(III) si a clorurii de
Zn(II) putem afirma, ca aceste tipuri de substante
pot fi o solutie pentru depasirea obstacolelor in
biotehnologia dunalielei.

In baza rezultatelor obtinute si a analizei lor au
fost formulate urmatoarele concluzii:

1. Concentratia initiald a clorurii de sodiu,
optima inducerii stresului hiperosmotic in mediul
nutritiv pentru Dunaliella salina CNM-AV-02, este
cea de 12%.

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

3. Inducerea socului hiperosmotic la mijlocul
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fazei cresterii exponentiale permite obtinerea unei
cantitati sporite de lipide din contul scaderii, mai
putin pronuntate, a productivitatii.

4. Stresul hiperosmotic nu duce la modificarea
spectrului lipidic si raportul fractionar al fosfolipi-
delor la Dunaliella salina CNM-AV-02.

5. Alaninatul de Fe(Ill) si clorura de Zn(Il)
diminueaza nivelul de scadere a productivitatii la
Dunaliella salina CNM-AV-02 pe fond de stres hi-
perosmotic.
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