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Polyunsaturated fatty acids (eicosapentaenoic and arachidonic acids) are investigated for the use of it in food and
pharmaceutical industries. Microalgae Porphyridium cruentum CNM-AR-01 strain is one of the potential sources of
polyunsaturated fatty acids. Some complex compounds of Zn(II) with amino acids have been used as chemical stimu-
lators for polyunsaturated fatty acids biosynthesis.

Introducere

Gama largd de acizi grasi polienici esentiali, caracteristici multor specii de microalge si capacitatea
acestora de a-si modifica profilul lipidic in dependenta de schimbarile conditiilor mediului de cultivare au
determinat importanta lor ca obiecte ficobiotehnologice si utilizarea lor in producerea acizilor grasi polienici
deficitari [1-4].

Cele mai importante componente ale lipidelor din Porphyridium cruentum sunt acizii grasi polienici cu
catend lunga: arahidonic (omega-6, C 20:4*>%!"1* 5i eicosapentaenoic omega-3, C 22:6 +7%131%1%) Conform
noii teorii privind ateroscleroza, deficitul alimentar al acidului eicosapentaenoic este unul dintre factorii ce
declanseaza procesele metabolice caracteristice acestei afectiuni [5-6]. Recunoscuti ca sursa de acid eicosa-
pentaenoic, pestii sunt incapabili si-1 sintetizeze de novo, acesta fiind doar depozitat in grasimi in urma con-
sumarii. Acidul eicosapentaenoic in grasimea de peste este de provenienta algala.

Microalga Porphyridium cruentum trece usor la nutritia mixotrofd [7-8], ceea ce faciliteaza dirijarea
activitatii ei biosintetice. In rezultatul cercetdrilor in vederea stimulirii biosintezei acizilor grasi polienici
si in scopul maririi ponderii acidului eicosapentaenoic au fost propuse tehnologii de cultivare a microalgei
in conditii de acumulare redusa a celulelor in suspensie [4,9], cultivarea in conditii de insuficienta de azot
[10-11] si cultivarea microalgei in conditii de salinitate sporitd [12]. Tehnologiile propuse reduc producti-
vitatea microalgei.

De aceea, in scopul sporirii cantitatii acidului eicosapentaenoic in biomasa de Porphyridium pot fi propu-
se tehnologii de stimulare a productivitatii care ar induce, la rAndul lor acumularea de acid eicosapentaenoic
si tehnologii de intensificare propriu-zisa a biosintezei acidului eicosapentaenoic.

Cercetarile orientate spre reglarea biosintezei la unele tulpini de cianobacterii (Spirulina platensis, Nostoc
linckia) si de microalge (Porphyridium cruentum, Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis) au demon-
strat capacitatea de stimulare a productivitatii si de reglare a activitatii biosintetice a unor compusi coordina-
tivi ai metalelor (Zn, Cu, Fe, Co, Mn, Mg) [7,13-14]. Printre elementele cu un impact semnificativ in proce-
sele biosintetice la cianobacterii a fost mentionat zincul care are cea mai vasta implicare in procesele bio-
sintetice [15-16].

La microalgele diatomee Phaeodactylum tricornutum si Thalassiosira pseudonana a fost studiatd activi-
tatea carboanhidrazei si dependenta ei de zinc. Rezultatele au demonstrat existenta unui mecanism de con-
centrare si depozitare a carbonului 1n cazul concentratiei mari de CO, in mediu si utilizarea maximala a car-
bonului sub forma de HCO; [17]. In mod indirect s-a demonstrat importanta zincului in functionarea nor-
mala a desaturazelor i, in special, a A-6-desaturazei [18], precum si faptul ca continutul suplimentar de zinc
in celule previne oxidarea initiata de Fe*" a lipidelor prin stimularea sintezei superoxiddismutazei [19].

Astfel, in calitate de reglatori ai biosintezei acizilor grasi polienici si pentru a spori productivitatea micro-
algei Porphyridium cruentum au fost selectati compusii coordinativi ai zincului.
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Material si metode

Obiectul de studiu. Tulpina Porphyridium cruentum (Ndg)CNM-AR-01 (RHODOPHYTA) (Brevet MD
Nr. 275) [20] a fost cultivatd pe mediul nutritiv mineral VP, [21] cu urméatoarea componenta chimica:

e Macroelementele, in g/l: NaCl-7,0; KCI-7,5; MgSO47H,0-1,8; NaNOs-5,0; KBr-0,05; KI-0,05;
KzHPO470,2; Ca(NO3)4H2070,15

e Solutia de microelemente 1,0 ml/l ce contine, in mg/l: FeCl;-6H,0-2,7; ZnSO47H,0-0,02; CuSO; -
5H,0-0,05; MnSO, -5H,0-0,3; H;BO;-0,6; M0o05-0,02; NaVO;-0,05.

Cultivarea s-a efectuat cu mentinerea urmatorilor parametri: pH-ul — 6,8-7,2, temperatura — 23-25°C,
iluminarea — 2000-3000 Ix, agitare lentd continud si durata cultivarii de 96 ore. Cantitatea de inoculum —
0,5-0,6 g/l in recalcul la BAU.

in calitate de stimulatori ai lipidogenezei au fost studiati 11 compusii coordinativi ai Zn(II) cu glicina si
o—stereoizomerii alaninei si serinei de tipul [Zn(A4),] si [Zn(A4,B)], sintetizati de catre dr. in chimie Ludmila
Ciapurin, Institutul de Chimie al ASM.

Metode de investigatie. Productivitatea microalgei s-a determinat fotocolorimetric cu recalculul masei
celulare la biomasa absolut uscatd (BAU) [22]. Aceastd metoda permite reproducerea si marirea preciziei
determinarii BAU a culturilor microalgale. In scopul inliturarii amestecurilor de saruri din biomasa a fost
utilizatd solutia izotonica de acetat de amoniu.

Determinarea cantitativda a lipidelor a fost realizatd prin metoda colorimetrica, bazatd pe determinarea
produselor de degradare a lipidelor [23]. Extragerea lipidelor din biomasa microalgala a fost efectuatd prin
metoda Kates [24] si adaptatd pentru cultura dati [7]. In calitate de solvent polar in sistemul de solventi a
fost utilizat alcoolul etilic. Timpul extragerii a fost redus la 60 min. Determinarea calitativa si cantitativa a
acizilor grasi a fost efectuatd prin cromatografia gaz lichida a esterilor metil ai acizilor grasi [25].

Rezultate si discutii

Porphyridium formeaza rezerve energetice in baza polizaharidelor si a acizilor grasi saturati $i monoenici
pe parcursul perioadei de crestere. In paralel cu acumularea biomasei are loc reducerea cantititii substantelor
mentionate, iar fractia acizilor grasi polienici, care formeaza membranele, creste. Cu epuizarea substantelor
nutritive din mediul de cultivare microalga intensifica biosinteza acizilor grasi de rezerva i, in special, a aci-
dului arahidonic. Pentru a preintampina acest fapt este evidenta rentabilitatea colectarii biomasei de Porphy-
ridium pana la intrarea culturii in faza stationara.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca dupa 96 ore de cultivare majoritatea compusilor au manifestat o
actiune inerta asupra productivitatii, care s-a situat la nivelul probei martor (90-105%) (Fig.1).
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Fig.1. Influenta compusilor coordinativi ai Zn(II) cu a- stereoizomerii alaninei
si serinei §i cu glicina asupra productivitatii la Porphyridium:
1 — [Zn(D-ala),]; 2 — [Zn(L-ala),]; 3 — [Zn(D,L-ala),]; 4 — [Zn(D-ser),;
5 —[Zn(L-ser)y; 6 — [Zn(D,L-ser),]; 7 — [Zn(D-ala, D,L-ser)]; 8 — [Zn(L-ala, D,L-sr)];
9 — [Zn(gly, D-ser)];10 — [Zn(gly, L-ser)]; 11 — [Zn(gly, D,L-ser)].

Un efect de retinere a acumulérii de biomasa (81-89%M) in primele 4 zile s-a observat in probele in care

s-a introdus o cantitate maximalad de D-serinat de zinc. De asemenea, in probele suplimentate cu D, L-serinat,
L-alaninatul de zinc, productivitatea a fost joasd, cu exceptia probei suplimentate cu 5,0 mg/l compus coordi-
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nativ, unde biomasa a ajuns la nivelul probei martor. Un efect identic a fost observat si in cazul glicinat D,
L-serinatului de zinc, unde in probele cu 5,0 si 10,0 mg/l compus coordinativ productivitatea a fost de ase-
menea la nivelul probei martor. Un efect pozitiv evident a fost manifestat de compusii zincului cu D-alanina
si D, L-alanina, precum si de cei cu L-serina. D-alaninatul de Zn(II) (5,0-10,0 mg/1) a sporit productivitatea
Porphyridium cu 35% si cu 41%, respectiv.

D,L-alaninatul de zinc a intensificat acumularea de biomasa in toate concentratiile, valoarea maxima fiind
cu 59% mai mare decat proba de referinta In cazul suplimentarii mediului cu 15,0 mg/l compus coordinativ.
Compusul [Zn(L-ser),] in concentratia de 5,0 mg/l a majorat productivitatea cu 31% fata de martor.

Rezultatele obtinute au demonstrat eficienta utilizarii compusilor coordinativi ai zincului cu aminoacizi in
calitate de factori de sporire a productivitatii microalgelor.

In continuare a fost determinata suma lipidelor in biomasa de Porphyridium cruentum obtinuta pe mediile
suplimentate cu compusi coordinativi ai zincului cu aminoacizi (Fig.2).
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Fig.2. Influenta compusilor coordinativi ai Zn(II)* cu a-stereoizomerii alaninei
si serinei si cu glicina asupra acumularii lipidelor la Porphyridium.
*variantele — a se vedea Fig.1.

In comparatie cu acumularea biomasei, suma lipidelor a crescut mai lent, ceea ce confirma activitatea
biosinteticd generala mare a microalgei. O cantitate mica de lipide s-a Inregistrat la cultivarea Porphyridium
in prezenta glicinat D-serinatului de Zn(II) (la nivelul valorilor de 70-78% in comparatie cu proba martor) si
a D-serinatului de zinc — intre 70 si 98%.

Cea mai mare acumulare de lipide s-a observat in cazul L-serinatului de zinc, care in concentratiile de
10,0 mg/l si 15,0 mg/l a marit cantitatea de lipide cu 48-67% fatd de martor. Compusii [Zn(L-ala),] si
[Zn(D,L-ala),] au stimulat intr-o masurd mai mica lipidogeneza, suma lipidelor constituind pana la 121% fata
de martor. D-alaninatul de zinc a fost eficient in concentratiile de 5,0 mg/1 si 10,0 mg/1 si a indicat o acumu-
lare de lipide mai mare cu 31-36%. Variantele mentionate mai sus, care au demonstrat o stimulare concomi-

tenta a productivitatii si a lipidogenezei la Porphyridium, au fost selectate pentru studiul ulterior cu determi-
narea cantitativa a acizilor grasi (Fig.3).
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Fig.3. Corelarea dintre acumularea de biomasa (%, M) si suma lipidelor (%, M)
la cultivarea Porphyridium in prezenta unor compusi ai Zn(II) cu aminoacizi:
1 —[Zn(D-ala),] 5,0 mg/l; 2 — [Zn(D-ala),] 10,0 mg/l; 3 — [Zn(D-ala),] 15,0 mg/l;
4 — [Zn(L-ala),] 5,0 mg/l; 5 — [Zn(L-ala),] 10,0 mg/l; 6 — [Zn(D,L-ala),] 1,0 mg/l;
7 —[Zn(D,L-ala),] 5,0 mg/l; 8 — [Zn(D,L-ala),] 10,0 mg/l; 9 — [Zn(L-ser),] 1,0 mg/l;
10 — [Zn(L-ser),] 10,0 mg/l; 11 — [Zn(L-ser),] 15,0 mg/l; 12 — [Zn(gly L-ser)] 15,0 mg/1.
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Comparand datele obtinute privind productivitatea si cantitatea de lipide dupd 96 ore de cultivare
a Porphyridium cruentum, s-a observat cd compusii: [Zn(D-ala),] 15,0 mg/l; [Zn(L-ala),] 5,0 mg/l;
[Zn(L-ala),] 10,0 mg/l; [Zn(D,L-ala),] 1,0 mg/l si [Zn(L-ser),] 1,0 mg/l au mérit aproximativ in aceeasi ma-
surd si productivitatea, si suma lipidelor. Probabilitatea obtinerii unor cantitati sporite de acid eicosapentae-
fatd de sinteza componentelor celulare si, In primul rand, a componentelor membranare, ale caror principale
elemente structurale sunt acizii grasi polienici.

In cazurile compusilor [Zn(D,L-ala),] — 5,0 mg/l si [Zn(D,L-ala),] — 10,0 mg/l, precum si in variantele
cu utilizarea [Zn(D-ala),] — 5,0 mg/l si a [Zn(D-ala),] — 10,0 mg/l, cresterea productivitatii a fost superioara
acumularii lipidelor. Deci, se poate presupune o activitate biosinteticd mare a culturii ce asigurd acumularea
cantititilor egale de acid arahidonic si eicosapentaenoic. In variantele in care s-au utilizat compusii
[Zn(L-ser),] — 10,0 mg/1, [Zn(L-ser),] — 15,0 mg/1 si [Zn(gly L-ser)] — 15,0 mg/1 a fost evidentd acumularea
lipidelor pe un fon de productivitate la nivelul martorului. Aceasta crestere a cantitatii de lipide poate fi
consideratd rezultatul lipidogenezei intensive cu acumularea lipidelor de rezerva. S-a presupus ca In aceste
probe se va inregistra o cantitate ridicatd de acid arahidonic. Pentru a verifica presupunerile teoretice a fost
efectuatd analiza cromatografica a acizilor gragi. Rezultatele sunt prezentate Figura 4.
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Fig.4. Raportul dintre suma lipidelor (%, M) si cantitatea acizilor (%, BAU) eicosapentaenoic (AEP)
si arahidonic (AA) in biomasa de Porphyridium cultivat in prezenta compusilor
coordinativi ai Zn (II)* cu aminoacizii.

*variantele — a se vedea Fig.3.

Presupunerea ca in probele cu stimulare concomitentd a productivitatii si lipidogenezei (probele 3-6,9)
cantitatea acidului eicosapentaenoic va fi majoratd s-a adeverit pentru [Zn(D-ala),] — 15,0 mg/l,
[Zn(D,L-ala),] — 1,0 mg/l si [Zn(L-ser),] — 1,0 mg/l. In celelalte doud cazuri cantitatea acidului eicosapen-
taenoic 1n biomasa a fost la nivelul martorului.

In ceea ce priveste presupunerea ci o productivitate net superioara acumularii de lipide se va solda cu
un spor considerabil al cantitatii acidului eicosapentaenoic a fost justd doar pentru o singurd variantd
([Zn(D-ala),] — 5,0 mg/l), in celelalte trei cazuri (variantele 2,7 si 8), cantitatea acidului eicosapentaenoic
ramanand la nivelul martorului.
teristice cresterii si dezvoltarii tulpinii utilizate de Porphyridium, dupa cum s-a si presupus, inregistreaza un
nivel sporit de acid arahidonic.

In variantele 1,3,6,7,9 si 10 cantitatea acidului eicosapentaenoic este mai mare decat in proba martor.
In toate variantele enumerate compusii coordinativi contin in calitate de ligand stereoizomerul D al alaninei.
Valorile maximale ale acidului eicosapentaenoic de 0,684 si 0,933% BAU s-au inregistrat in cazul aplicarii
D- alaninatului de zinc in concentratia de 5,0 si 15,0 mg/l si a D,L- alaninatului de zinc in concentratia de
1,0 mg/l. in toate aceste variante a fost mare si cantitatea de acid arahidonic in comparatie cu proba martor.
O cantitate majoratd de acid arahidonic se acumuleaza in variantele 6,9 si in cele mentionate (10-12), conti-
nutul maximal al lui constituind 1,341% BAU in cazul suplimentérii mediului de cultivare cu L- serinatul de
zinc in concentratia de 15 mg/l.

D-alaninatul de Zn(II) in toate concentratiile aplicate s-a manifestat ca stimulator al sintezei lipidelor.
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La cultivarea Porphyridium in prezenta [Zn(D-ala),] In concentratia de 5,0 mg/l a avut loc sporirea pro-
ductivitatii cu 35% si a lipidelor cu 32%. S-a observat ca in acest caz acumularea lipidelor nu a fost insotita
de micgorarea cantitatii acidului eicosapentaenoic si a decurs mai degraba din contul acumularii de biomasa.

Prin urmare, compusul zincului cu D-alanina in concentratia de 5,0 mg/l poate fi utilizat pentru obtinerea
biomasei de Porphyridium bogata in acid eicosapentaenoic, tinandu-se cont de nivelul inalt al acidului arahi-
donic 1n lipidele extrase, care este precursorul biosintetic al acidului eicosapentaenoic.

Concentratia de 10,0 mg/l a acestui compus este rentabild din punctul de vedere al acumularii acidului
eicosapentaenoic in biomasa, pentru care creste productivitatea cu 40% si continutul lipidelor cu 36%. Astfel,
compusul zincului cu D-alanina in concentratia de 10,0 mg/l poate fi utilizat in tehnologia cultivarii
microalgei in scopul obtinerii biomasei cu continut sporit de acid eicosapentaenoic.

Biomasa de Porphyridium cruentum cultivat in prezenta compusului [Zn(D,L-ala),] in concentratia de
1,0 mg/l a acumulat cea mai mare cantitate de acid eicosapantaenoic — 0,933% din BAU. Astfel nivelul inalt
al acidului eicosapentaenoic, acumulat in 96 de ore de cultivare in conditii de stimulare relativ moderata
a productivitatii, denotd perspectiva utilizarii acestui compus in calitate de stimulator al sintezei acidului
eicosapantaenoic.

Concluzii

v Compusii coordinativi ai Zn(II) cu aminoacizii pot fi utilizati in biotehnologia cultivarii Porphyridium
cruentum.

v Compusii care au asigurat un spor maximal al productivitatii si lipidogenezei sunt de perspectiva pentru
obtinerea unei biomase de Porphyridium cu continut sporit de acid eicosapentaenoic: din contul intensificarii
biosintezei acidului eicosapentaenoic sau din contul sporului de biomasa in care acidul eicosapentaenoic se
afla la un nivel optim.
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