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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 largă de acizi graşi polienici esenţiali, caracteristică multor specii de microalge şi capacitatea 

acestora de a-şi modifica profilul lipidic în dependenţă de schimbările condiţiilor mediului de cultivare au 
determinat importanţa lor ca obiecte ficobiotehnologice şi utilizarea lor în producerea acizilor graşi polienici 
deficitari [1-4].  

Cele mai importante componente ale lipidelor din Porphyridium cruentum sunt acizii graşi polienici cu 
catenă lunga: arahidonic (omega-6, C 20:4∆5,8,11,14 şi eicosapentaenoic omega-3, C 22:6 ∆4,7,10,13,16,19). Conform 
noii teorii privind ateroscleroza, deficitul alimentar al acidului eicosapentaenoic este unul dintre factorii ce 
declanşează procesele metabolice caracteristice acestei afecţiuni [5-6]. Recunoscuţi ca sursă de acid eicosa-
pentaenoic, peştii sunt incapabili să-l sintetizeze de novo, acesta fiind doar depozitat în grăsimi în urma con-
sumării. Acidul eicosapentaenoic în grăsimea de peşte este de provenienţă algală. 

Microalga Porphyridium cruentum trece uşor la nutriţia mixotrofă [7-8], ceea ce facilitează dirijarea 
activităţii ei biosintetice. În rezultatul cercetărilor în vederea stimulării biosintezei acizilor graşi polienici     
şi în scopul măririi ponderii acidului eicosapentaenoic au fost propuse tehnologii de cultivare a microalgei   
în condiţii de acumulare redusă a celulelor în suspensie [4,9], cultivarea în condiţii de insuficienţă de azot 
[10-11] şi cultivarea microalgei în condiţii de salinitate sporită [12]. Tehnologiile propuse reduc producti-
vitatea microalgei.  

De aceea, în scopul sporirii cantităţii acidului eicosapentaenoic în biomasa de Porphyridium pot fi propu-
se tehnologii de stimulare a productivităţii care ar induce, la rândul lor acumularea de acid eicosapentaenoic 
şi tehnologii de intensificare propriu-zisă a biosintezei acidului eicosapentaenoic.  

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

La microalgele diatomee Phaeodactylum tricornutum şi Thalassiosira pseudonana a fost studiată activi-
tatea carboanhidrazei şi dependenţa ei de zinc. Rezultatele au demonstrat existenţa unui mecanism de con-
centrare şi depozitare a carbonului în cazul concentraţiei mari de CO2 în mediu şi utilizarea maximală a car-
bonului sub forma de HCO3

- [17]. În mod indirect s-a demonstrat importanţa zincului în funcţionarea nor-
mală a desaturazelor şi, în special, a ∆-6-desaturazei [18], precum şi faptul că conţinutul suplimentar de zinc 
în celule previne oxidarea iniţiată de Fe2+ a lipidelor prin stimularea sintezei superoxiddismutazei [19]. 

Astfel, în calitate de reglatori ai biosintezei acizilor graşi polienici şi pentru a spori productivitatea micro-
algei Porphyridium cruentum au fost selectaţi compuşii coordinativi ai zincului.  
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Material şi metode 
Obiectul de studiu. Tulpina Porphyridium cruentum (Näg)CNM-AR-01 (RHODOPHYTA) (Brevet MD 

Nr. 275) [20] a fost cultivată pe mediul nutritiv mineral VP2 [21] cu următoarea componenţă chimică:  
• Macroelementele, în g/l: NaCl–7,0; KCl–7,5; MgSO4·7H2O–1,8; NaNO3–5,0; KBr–0,05; KI–0,05; 

K2HPO4–0,2; Ca(NO3)·4H2O–0,15. 
• Soluţia de microelemente 1,0 ml/l ce conţine, în mg/l: FeCl3·6H2O–2,7; ZnSO4·7H2O–0,02; CuSO4 · 

5H2O–0,05; MnSO4 ·5H2O–0,3; H3BO3–0,6; MoO3–0,02; NaVO3–0,05. 
Cultivarea s-a efectuat cu menţinerea următorilor parametri: pH-ul – 6,8-7,2, temperatura – 23-25oC, 

iluminarea – 2000-3000 lx, agitare lentă continuă şi durata cultivării de 96 ore. Cantitatea de inoculum –  
0,5-0,6 g/l în recalcul la BAU.  

În calitate de stimulatori ai lipidogenezei au fost studiaţi 11 compuşii coordinativi ai Zn(II) cu glicina şi 
α–stereoizomerii alaninei şi serinei de tipul [Zn(A)2] şi [Zn(A,B)], sintetizaţi de către dr. în chimie Ludmila 
Ciapurin, Institutul de Chimie al AŞM.  

Metode de investigaţie. Productivitatea microalgei s-a determinat fotocolorimetric cu recalculul masei 
celulare la biomasa absolut uscată (BAU) [22]. Această metoda permite reproducerea şi mărirea preciziei 
determinării BAU a culturilor microalgale. În scopul înlăturării amestecurilor de săruri din biomasă a fost 
utilizată soluţia izotonică de acetat de amoniu. 

Determinarea cantitativă a lipidelor a fost realizată prin metoda colorimetrică, bazată pe determinarea 
produselor de degradare a lipidelor [23]. Extragerea lipidelor din biomasa microalgală a fost efectuată prin 
metoda Kates [24] şi adaptată pentru cultura dată [7]. În calitate de solvent polar în sistemul de solvenţi a 
fost utilizat alcoolul etilic. Timpul extragerii a fost redus la 60 min. Determinarea calitativă şi cantitativă a 
acizilor graşi a fost efectuată prin cromatografia gaz lichidă a esterilor metil ai acizilor graşi [25].  

Rezultate şi discuţii 
Porphyridium formează rezerve energetice în baza polizaharidelor şi a acizilor graşi saturaţi şi monoenici 

pe parcursul perioadei de creştere. În paralel cu acumularea biomasei are loc reducerea cantităţii substanţelor 
menţionate, iar fracţia acizilor graşi polienici, care formează membranele, creşte. Cu epuizarea substanţelor 
nutritive din mediul de cultivare microalga intensifică biosinteza acizilor graşi de rezervă şi, în special, a aci-
dului arahidonic. Pentru a preîntâmpina acest fapt este evidentă rentabilitatea colectării biomasei de Porphy-
ridium până la intrarea culturii în faza staţionară.  

Rezultatele obţinute au demonstrat că după 96 ore de cultivare majoritatea compuşilor au manifestat o 
acţiune inertă asupra productivităţii, care s-a situat la nivelul probei martor (90-105%) (Fig.1).  
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Fig.1. Influenţa compuşilor coordinativi ai Zn(II) cu α- stereoizomerii alaninei 
 şi serinei şi cu glicina asupra productivităţii la Porphyridium: 

 1 – [Zn(D-ala)2]; 2 – [Zn(L-ala)2]; 3 – [Zn(D,L-ala)2]; 4 – [Zn(D-ser)2; 
5 – [Zn(L-ser)2; 6 – [Zn(D,L-ser)2]; 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 reţinere a acumulării de biomasă (81-89%M) în primele 4 zile s-a observat în probele în care 
s-a introdus o cantitate maximală de D-serinat de zinc. De asemenea, în probele suplimentate cu D, L-serinat, 
L-alaninatul de zinc, productivitatea a fost joasă, cu excepţia 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 şi în cazul glicinat D,  
L-serinatului de zinc, unde în probele cu 5,0 şi 10,0 mg/l compus coordinativ productivitatea a fost de ase-
menea la nivelul probei martor. Un efect pozitiv evident a fost manifestat de compuşii zincului cu D-alanina 
şi D, L-alanina, precum şi de cei cu L-serina. D-alaninatul de Zn(II) (5,0-10,0 mg/l) a sporit productivitatea 
Porphyridium cu 35% şi cu 41%, respectiv.  

D,L-alaninatul de zinc a intensificat acumularea de biomasă în toate concentraţiile, valoarea maximă fiind 
cu 59% mai mare decât proba de referinţă în cazul suplimentării mediului cu 15,0 mg/l compus coordinativ. 
Compusul [Zn(L-ser)2] în concentraţia de 5,0 mg/l a majorat productivitatea cu 31% faţă de martor. 

Rezultatele obţinute au demonstrat eficienţa utilizării compuşilor coordinativi ai zincului cu aminoacizi în 
calitate de factori de sporire a productivităţii microalgelor. 

În continuare a fost determinată suma lipidelor în biomasa de Porphyridium cruentum obţinută pe mediile 
suplimentate cu compuşi coordinativi ai zincului cu aminoacizi (Fig.2). 
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Fig.2. Influenţa compuşilor coordinativi ai Zn(II)* cu α-stereoizomerii alaninei  
şi serinei şi cu glicina asupra acumulării lipidelor la Porphyridium. 

*variantele – a se vedea Fig.1. 
 

În comparaţie cu acumularea biomasei, suma lipidelor a crescut mai lent, ceea ce confirmă activitatea 
biosintetică generală mare a microalgei. O cantitate mică de lipide s-a înregistrat la cultivarea Porphyridium 
în prezenţa glicinat D-serinatului de Zn(II) (la nivelul valorilor de 70-78% în comparaţie cu proba martor) şi 
a D-serinatului de zinc – între 70 şi 98%. 

Cea mai mare acumulare de lipide s-a observat în cazul L-serinatului de zinc, care în concentraţiile de 
10,0 mg/l şi 15,0 mg/l a mărit cantitatea de lipide cu 48-67% faţă de martor. Compuşii [Zn(L-ala)2] şi 
[Zn(D,L-ala)2] au stimulat într-o măsură mai mică lipidogeneza, suma lipidelor constituind până la 121% faţă 
de martor. D-alaninatul de zinc a fost eficient în concentraţiile de 5,0 mg/l şi 10,0 mg/l şi a indicat o acumu-
lare de lipide mai mare cu 31-36%. Variantele menţionate mai sus, care au demonstrat o stimulare concomi-
tentă a productivităţii şi a lipidogenezei la Porphyridium, au fost selectate pentru studiul ulterior cu determi-
narea cantitativă a acizilor graşi (Fig.3). 
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Fig.3. Corelarea dintre acumularea de biomasă (%, M) şi suma lipidelor (%, M)  
la cultivarea Porphyridium în prezenţa unor compuşi ai Zn(II) cu aminoacizi:  

1 – [Zn(D-ala)2] 5,0 mg/l; 2 – [Zn(D-ala)2] 10,0 mg/l; 3 – [Zn(D-ala)2] 15,0 mg/l; 
4 – [Zn(L-ala)2] 5,0 mg/l; 5 – [Zn(L-ala)2] 10,0 mg/l; 6 – [Zn(D,L-ala)2] 1,0 mg/l; 

7 – [Zn(D,L-ala)2] 5,0 mg/l; 8 – [Zn(D,L-ala)2] 10,0 mg/l; 9 – [Zn(L-ser)2] 1,0 mg/l; 
10 – [Zn(L-ser)2] 10,0 mg/l; 11 – [Zn(L-ser)2] 15,0 mg/l; 12 – [Zn(gly L-ser)] 15,0 mg/l. 
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Comparând datele obţinute privind productivitatea şi cantitatea de lipide după 96 ore de cultivare             
a Porphyridium cruentum, s-a observat că compuşii: [Zn(D-ala)2] 15,0 mg/l; [Zn(L-ala)2] 5,0 mg/l;             
[Zn(L-ala)2] 10,0 mg/l; [Zn(D,L-ala)2] 1,0 mg/l şi [Zn(L-ser)2] 1,0 mg/l au mărit aproximativ în aceeaşi mă-
sură şi productivitatea, şi suma lipidelor. Probabilitatea obţinerii unor cantităţi sporite de acid eicosapentae-
noic în variantele date este mare, reieşind din faptul că sporirea productivităţii înaintează cerinţe majorate 
faţă de sinteza componentelor celulare şi, în primul rând, a componentelor membranare, ale căror principale 
elemente structurale sunt acizii graşi polienici.  

În cazurile compuşilor [Zn(D,L-ala)2] – 5,0 mg/l şi [Zn(D,L-ala)2] – 10,0 mg/l, precum şi în variantele   
cu utilizarea [Zn(D-ala)2] – 5,0 mg/l şi a [Zn(D-ala)2] – 10,0 mg/l, creşterea productivităţii a fost superioară 
acumulării lipidelor. Deci, se poate presupune o activitate biosintetică mare a culturii ce asigură acumularea 
cantităţilor egale de acid arahidonic şi eicosapentaenoic. În variantele în care s-au utilizat compuşii      
[Zn(L-ser)2] – 10,0 mg/l, [Zn(L-ser)2] – 15,0 mg/l şi [Zn(gly L-ser)] – 15,0 mg/l a fost evidentă acumularea 
lipidelor pe un fon de productivitate la nivelul martorului. Această creştere a cantităţii de lipide poate fi 
considerată rezultatul lipidogenezei intensive cu acumularea lipidelor de rezervă. S-a presupus că în aceste 
probe se va înregistra o cantitate ridicată de acid arahidonic. Pentru a verifica presupunerile teoretice a fost 
efectuată analiza cromatografică a acizilor graşi. Rezultatele sunt prezentate Figura 4.   
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Fig.4. Raportul dintre suma lipidelor (%, M) şi cantitatea acizilor (%, BAU) eicosapentaenoic (AEP)  
şi arahidonic (AA) în biomasa de Porphyridium cultivat în prezenţa compuşilor  

coordinativi ai Zn (II)* cu aminoacizii.  
*variantele – a se vedea Fig.3. 

 
Presupunerea că în probele cu stimulare concomitentă a productivităţii şi lipidogenezei (probele 3-6,9) 

cantitatea acidului eicosapentaenoic va fi majorată s-a adeverit pentru [Zn(D-ala)2] – 15,0 mg/l,         
[Zn(D,L-ala)2] – 1,0 mg/l şi [Zn(L-ser)2] – 1,0 mg/l. În celelalte două cazuri cantitatea acidului eicosapen-
taenoic în biomasă a fost la nivelul martorului.  

În ceea ce priveşte presupunerea că o productivitate net superioară acumulării de lipide se va solda cu    
un spor considerabil al cantităţii acidului eicosapentaenoic a fost justă doar pentru o singură variantă  
([Zn(D-ala)2] – 5,0 mg/l), în celelalte trei cazuri (variantele 2,7 şi 8), cantitatea acidului eicosapentaenoic 
rămânând la nivelul martorului. 

Variantele, în care s-a obţinut o acumulare evidentă a lipidelor pe fonul productivităţii în limitele carac-
teristice creşterii şi dezvoltării tulpinii utilizate de Porphyridium, după cum s-a şi presupus, înregistrează un 
nivel sporit de acid arahidonic. 

În variantele 1,3,6,7,9 şi 10 cantitatea acidului eicosapentaenoic este mai mare decât în proba martor.     
În toate variantele enumerate compuşii coordinativi conţin în calitate de ligand stereoizomerul D al alaninei. 
Valorile maximale ale acidului eicosapentaenoic de 0,684 şi 0,933% BAU s-au înregistrat în cazul aplicării 
D- alaninatului de zinc în concentraţia de 5,0 şi 15,0 mg/l şi a D,L- alaninatului de zinc în concentraţia de  
1,0 mg/l. În toate aceste variante a fost mare şi cantitatea de acid arahidonic în comparaţie cu proba martor. 
O cantitate majorată de acid arahidonic se acumulează în variantele 6,9 şi în cele menţionate (10-12), conţi-
nutul maximal al lui constituind 1,341% BAU în cazul suplimentării mediului de cultivare cu L- serinatul de 
zinc în concentraţia de 15 mg/l.  

D-alaninatul de Zn(II) în toate concentraţiile aplicate s-a manifestat ca stimulator al sintezei lipidelor.  
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La cultivarea Porphyridium în prezenţa [Zn(D-ala)2] în concentraţia de 5,0 mg/l a avut loc sporirea pro-
ductivităţii cu 35% şi a lipidelor cu 32%. S-a observat că în acest caz acumularea lipidelor nu a fost însoţită 
de micşorarea cantităţii acidului eicosapentaenoic şi a decurs mai degrabă din contul acumulării de biomasă.  

Prin urmare, compusul zincului cu D-alanina în concentraţia de 5,0 mg/l poate fi utilizat pentru obţinerea 
biomasei de Porphyridium bogată în acid eicosapentaenoic, ţinându-se cont de nivelul înalt al acidului arahi-
donic în lipidele extrase, care este precursorul biosintetic al acidului eicosapentaenoic. 

Concentraţia de 10,0 mg/l a acestui compus este rentabilă din punctul de vedere al acumulării acidului 
eicosapentaenoic în biomasă, pentru care creşte productivitatea cu 40% şi conţinutul lipidelor cu 36%. Astfel, 
compusul zincului cu D-alanina în concentraţia de 10,0 mg/l poate fi utilizat în tehnologia cultivării 
microalgei în scopul obţinerii biomasei cu conţinut sporit de acid eicosapentaenoic.  

Biomasa de Porphyridium cruentum cultivat în prezenţa compusului [Zn(D,L-ala)2] în concentraţia de  
1,0 mg/l a acumulat cea mai mare cantitate de acid eicosapantaenoic – 0,933% din BAU. Astfel nivelul înalt 
al acidului eicosapentaenoic, acumulat în 96 de ore de cultivare în condiţii de stimulare relativ moderată       
a productivităţii, denotă perspectiva utilizării acestui compus în calitate de stimulator al sintezei acidului 
eicosapantaenoic. 

Concluzii  
 Compuşii coordinativi ai Zn(II) cu aminoacizii pot fi utilizaţi în biotehnologia cultivării Porphyridium 

cruentum.  
 Compuşii care au asigurat un spor maximal al productivităţii şi lipidogenezei sunt de perspectivă pentru 

obţinerea unei biomase de Porphyridium cu conţinut sporit de acid eicosapentaenoic: din contul intensificării 
biosintezei acidului eicosapentaenoic sau din contul sporului de biomasă în care acidul eicosapentaenoic se 
află la un nivel optim. 
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