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Green microalga Dunaliella salina is largely used in modern biotechnology due to the high content of some bioactive
substances in its biomass, in special glycerol and B-carotene, and due to its high adaptation to unspecific, unfavorable
culture conditions. Utilization of some coordinative compounds of metals such as Fe(IIl), Zn(II), Cr(III) manifests
an positive effect on productivity and biochemical content of dunaliella. The highest content of carotenoids has been
obtained at dunaliella cultivation in the present of 10 mg/I[Zn(L-ser),] and 30mg/l [Cr(Hssa),]CI*H,O, the highest content
of glycerol — in the present of 1mg/l [Fe,O-Ala].

Introducere

In ultimii ani in lume a crescut interesul specialistilor fati de preparatele obtinute in baza biomasei micro-
organismelor fototrofe, cele mai frecvent utilizate, gratie particularitatilor biochimice si fiziologice, fiind cia-
nobacteria Spirulina platensis si microalga verde Dunaliella salina — surse accesibile, valoroase de substante
biologic active de natura foarte diversa. Spirulina, datoritd componentei biochimice exceptionale: 65-70%
proteine, 55-58% aminoacizi, 10-15% hidrati de carbon, 3-5% lipide s.a., este recunoscuta ca cea mai soli-
citatd sursa non-conventionald ce manifestd actiune terapeutica in tratarea a circa 70% maladii, manifestand
actiune antimicrobiald, antifungica, imunomodulatoare, anticancerigend, citoregeneratoare, antivirotica etc.
[28,29,31]. Dunaliela, alaturi de continutul sporit in proteine, lipide, carbohidrati, prezinta interes aplicativ
datorita capacitatii de acumulare 1n conditii extreme de viatd a unui continut maxim de glicerol de peste 35%
si carotenoizi, in special B-caroten, care poate atinge valori de 10% din biomasa uscata [5,8].

Carotenoizii, conform Raportului Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) pentru anul 2006, reprezinta
una dintre cele mai solicitate surse de antioxidanti naturali, a caror obtinere pe calea microbiologiei industriale
se afla printre cele mai actuale probleme ale biotehnologiei moderne [10,21].

Carotenoizii manifestd actiune imunoprotectoare impotriva stresului oxidativ in corpul uman si animal,
interactionand cu radicalii liberi ai oxigenului si peroxidului si neutralizand efectul negativ al acestora asupra
celulelor si tesuturilor.

[-carotenul reprezintd precursorul vitaminei A (o molecula de B-caroten genereaza in organismul animal
doud molecule de vitamina A), care mentine functiile receptorului vizual, determinand capacitatile de adap-
tare ale acestuia in conditiile variabile de iluminare, participa in procesele de sinteza a proteinelor, lipidelor
si mucopolizaharidelor, responsabile de functionarea normald a membranelor secretoare etc. In organismul
uman vitamina A se sintetizeaza in baza carotenoizilor doar pana la nivelul necesar, evitand rezultatele nega-
tive ale hipervitaminozei cu efecte adverse asupra ficatului si a altor organe vitale, fenomen contrar in cazul
administrarii sursei traditionale de vitamina A (retinol palmitat). Surplusul de carotenoizi se depoziteaza in
celulele epidermei, conferind pielii un aspect sanatos, deosebit de important pentru oamenii cu deficiente de
pigmentatie [5,18].

Dunaliella salina acumuleaza cantitati sporite nu doar de B-caroten, ce constituie aproximativ 60,4% din
carotenoizii totali ai microalgei, dar, de asemenea, astaxantina (17,7%), zeaxantina (13,4%) si criptoxantina
(3,9%). Pentru plantele superoiare si inferioare carotenoizii manifesta actiune protectoare impotriva proceselor
de fotooxidare. Pentru organismul animal §i uman carotenoizii reprezintd componente ale sistemului defensiv,
interactionand sinergetic cu alte grupe de antioxidanti naturali exercitdnd functii biologice multiple [2].

In natura pigmentii carotenoizi exista in diferite forme chimice; B-carotenul poate avea doua structuri mo-
leculare: cis- si trans- izomeri. B-carotenul produs sintetic contine doar frans-izomeri, administrarea acestuia
blocand in organismul animal absorbtia cis-carotenoizilor. In comparatie cu f-carotenul sintetic, dunaliela
contine ambele forme cis- si trans- de izomeri, ceea ce atribuie o valoare nutritiva foarte inaltad biomasei mi-
croalgale [23,27,33].

Abilitatile de supravietuire ale dunalielei si beneficiile acesteia pentru umanitate au constituit de mai multi
ani obiectul cercetarilor [1,21,25]. Investigatiile recente mentioneaza efectul carotenoizilor dunalielei de pre-
venire a unor forme de cancer. O serie de studii clinice au evidentiat corelatia intre dezvoltarea unor tumori
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maligne si nivelul scdzut al carotenoizilor in sdnge (izomeri cis-p-caroten si o-caroten: aproape unical prezenti
in dunaliela). In acest context, utilizarea biomasei de Dunaliella salina contribuie la prevenirea unor forme
de cancer, asemenea tumorilor cerebrale, leucemiei, cancerului epitelial si hepatic, ulcerului etc. [18,23,32].

Studii similare afirma ca B-carotenul natural va deveni suportul farmaceutic §i nutritiv primordial in me-
todele viitoare de prevenire si tratare a cancerului. Investigatiile efectuate pe un numar impunator de oameni
au demonstrat Tmbundtatirea semnificativa a stérii generale a pacientilor ce sufereau de cancer pulmonar,
stomacal si hepatic, astma, inflamatii ale traheii si esofagului, ulcer, cu ameliorarea simultana a apetitului si
somnului. B-carotenul natural previne scdderea numarului de leucocite si trombocite pe parcursul iradierilor
ionice, astfel demonstrand actiuni protectoare impotriva iradiatiei nucleare [3,19].

O serie de cercetari privind actiunea extractului din dunaliela impotriva stresului oxidativ indus asupra
sobolanilor de laborator prin tratarea acestora cu CCI, au demonstrat restabilirea functiilor enzimelor antio-
xidante (catalaza, peroxidaza, SOD) cu 50-90% la sobolanii preventiv tratati cu biomasa de dunaliela cu un
continut sporit de carotenoizi (125-250ug/kg), cele mai bune rezultate inregistrandu-se la sobolanii carora li
s-a administrat un continut maxim de carotenoizi. De asemenea, a fost observata actiunea antioxidantd scazuta
a carotenoizilor sintetici (trans-p-caroten), a caror administrare restabileste functiile enzimelor catalaza si pe-
roxidaza doar cu 7,5-23,8%, nivelul SOD ramanand insa scazut [12].

O serie de studii de evaluare a carotenoizilor dunalielei in calitate de coloranti alimentari au demonstrat
mentinerea parametrilor (greutatea corpului si a organelor vitale) si a functiilor fiziologice (nivelul glucozei
in sange, cantitatea glicogenului hepatic, activitatea aminotransferazei, alcalinfosfatazei, nivelul ureii si crea-
tininei) in limitele normei la sobolanii de laborator, paralel cu scaderea continutului de colesterol in sange si
a lipidelor hepatice, ceea ce demonstreaza eficacitatea utilizarii dunalielei in calitate de supliment nutraceutic
dietetic [2].

Astfel, desi pigmentii carotenoizi pot §i sintetizati artificial sau pot fi extrasi din alte surse naturale (plantele
superioare), Dunaliella salina reprezinta una dintre cele mai bogate surse de carotenoizi, cu efecte benefice
evidente [6,7].

O altd importantd substantd organica din componenta biomasei de dunaliela este glicerolul. Datorita pa-
roprietatilor sale fizico-chimice unicale (viscozitate Tnalta, higroscopie si hidrosolubilitate ridicata, toxicitate
redusd), glicerolul, sau glicerina, reprezintd componentul structural de baza al majoritatii lipidelor, intrand,
astfel, in componenta tuturor membranelor biologice, a multor sisteme enzimatice. Glicerolul participd in
procesul de reglare a presiunii osmotice la eucariote, determinand viscozitatea hialoplasmei celulare [13,22].

Cea mai surprinzitoare particularitate a glicerolului este numarul si varietatea proceselor metabolice 1n care
se include. Cele mai multe din aceste cidi metabolice sunt similare pentru numeroase organisme, demonstrand
astfel importanta lor fundamentala si sugerand originea comuna a organismelor (Tab.1).

Tabelul 1
Procesele metabolice/fiziologice in care se include glicerolul [22]
Bacterii Drojdii Plante Sobolani/Oameni
*Sursa de carbon *Sursa de carbon *Sursa de carbon *Gluconeogeneza
*Sursa de energie *Sursa de energie *Sursa de energie *Sursa de energie
*Osmoreglare *Apoptosa *Mentinerea potentialului | *Apoptosa
Crioprotectie *Mentinerea potentialului | redox *Formarea tumorilor
redox *Osmoreglare *Rezistenta fizica
*Transformarea fosfatului | *Crioprotectie *Homeostazia glucozei
anorganic *Osmoreglare
*Osmoreglare *Crioprotectie

Reiesind din cele expuse, este evident cé glicerolul demonstreaza proprietati adaptive Inalte pentru nume-
roase specii de animale si plante. Desi importanta glicerolului pentru variate cai metabolice este prezentata
si posibilitatea aplicarii lui in fiziopatologia anumitor dereglari este dovedita, interesul direct pentru aceasta
substanta este totusi relativ recent si, deocamdata, modest [6,22,24].

Glicerolul se aplica in industria alimentara (E422) la obtinerea si conservarea produselor de patiserie, cofe-
tarie etc., ca agent de gelifiere si substituent al zaharului, care nu provoaca cresterea nivelului zaharului in san-
ge, preintampind dezvoltarea cariilor dentare si a plagilor bucale, deoarece nu serveste in calitate de substanta
nutritiva pentru microflora bucala, manifestand, astfel, actiune bacteriostatica [9,20]. Este utilizat in vinificatie
determinand viscozitatea si calitatile gustative ale vinurilor si bauturilor alcoolice. Datorita actiunii sale hidra-
tante, lubrifiante, antiiritante i regeneratoare, glicerolul este utilizat in medicing, industria farmaceutica si n
cosmetologica ca supliment al preparatelor de Ingrijire a tesutului epitelial si al derivatelor lui: sapunuri, prepa-
rate destinate igienei corporale, orale, expectorante, tincturi, supozitorii etc. Ca substituent efectiv al alcoolului
este Intrebuintat 1n calitate de solvent la prepararea extractelor vegetale [25,26].
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In organismul animal si uman surplusul de glicerol se depoziteaza in tesutul adipos sub forma triacilgliceri-
delor si fosfolipidelor, in caz de necesitate fiind usor metabolizat de catre hepatocite in glucoza [24].

Astfel, biomasa de Dunaliella salina, bogata in glicerol, reprezinta o sursa pretioasa de preparate igienice
si medicamentoase cu efecte terapeutice inalt efective. Cercetarile recente de studiere a activitatii antimicrobi-
ene a extractului lichid obtinut din biomasa de dunaliela au demonstrat actiunea bacteriostatica si bactericida
a microalgei asupra microorganismelor Escherichia coli si Staphylococcus aureus. Efectul antimicrobian se
datoreaza agentilor bioactivi: glicerolului, acizilor grasi polinesaturati (acizii palmitic, a-linolenic si oleic),
fitolului s. a. [17].

In ultimul timp, tot mai des se discuta despre utilizarea biomasei unor tulpini inalt productive de Dunaliella
salina ca sursa alternativa de carburanti pentru industria energetica (biodisel) [4,16].

De asemenea, ca un organism vegetal, microalga Dunaliella salina contine o serie de hormoni vegetali —
bioflavonoizi (isoflavone), care manifesta actiune analgetica ce poate fi aplicata in tratarea durerilor [26].

Cercetarile de explorare si reglare a potentialului valoros al microalgelor si cianobacteriilor, efectuate ante-
rior in incinta LCS ,,Ficobiotehnologie” (USM), au evidentiat influenta stimulatoare a compusilor coordinativi
ai metalelor asupra productivitatii §i compozitiei biochimice a dunalielei [14,29].

Datorita rolului major pe care il joacd metalele in desfasurarea tuturor proceselor fiziologice si biosintetice
in calitate de modulatori si constituenti ai sistemelor enzimatice, reglarea capacitatilor celulare prin interme-
diul compusilor coordinativi reprezintd o directie aparte in ficobiotehnologie, al carei potential este tot mai
mult valorificat in prezent [11].

Un interes deosebit in cultivarea dunalielei prezintd compusii coordinativi ai fierului, cromului, zincului si
cobaltului, care, administrati in mediul de culturd Ben-Amotz, asigura o crestere considerabila a continutului
de substante bioactive, inclusiv de pigmenti carotenoizi si glicerol [29].

Astfel, conform tendintelor biotehnologice de obtinere a unor cantitati maximale posibile de biomasa, valo-
roasd din punct de vedere calitativ, s-a urmarit selectarea unor compusi coordinativi ai Zn(Il), Cr(IIl) si Fe(III)
in scopul stimuldrii productivitatii si continutului de carotenoizi si glicerol in biomasa de Dunaliella salina la
cultivare pe mediul organo-mineral, preparat in baza lichidului cultural al spirulinei.

Material si metode

Obiect de studiu a servit microalga Dunaliella salina CNM-AV-02 (Volvocales, Chlorophyta) inoculata pe
mediul organo-mineral elaborat in baza lichidului cultural al spirulinei.

Pentru efectuarea studiului au fost investigati urmatorii compusi:

e compusii coordinativi ai Fe(IIl) cu aminoacizii glicina si alanina [Fe,O(Gly),(H,0),]NO,*3H,0-[Fe,O0-Gly]
si [Fe,O(Ala) (H,0),]NO,*4H,0-[Fe,0-Ala] in concentratie de 1,0-10,0 mg/1;

e compusii coordinativi ai Zn(II) cu stereoizomerii serinei [Zn(D,L-ser),] si [Zn(L-ser),| in concentratie
de 1,0-10,0 mg/l;

e compusul coordinativ al cromului(IlT) cu acidul salicilic [Cr(Hssa),|CI*H,O in concentratie de 10,0-
30,0mg/1.

Compusii au fost suplimentati in mediul de culturad in prima zi de cultivare a dunalielei, durata cultivarii —
10 zile.

Productivitatea si componenta biochimicd a dunalielei a fost calculatd conform metodelor descrise in
[15,30].

Rezultate si discutii

Conform rezultatelor experimentale obtinute, toti compusii metalelor supusi studiului manifesta actiune sti-
mulatoare asupra productivitatii dunalielei (Fig.1). Acumularea maximala a biomasei are loc la administrarea
compusului coordinativ [Zn(D,L-ser),] in concentratie de 10,0mg/l, continutul de biomasa sporeste cu 35,90%
fatd de proba martor. Productivitatea dunalielei creste semnificativ si in prezenta compusului coordinativ al
fierului cu aminoacidul alanina — [Fe,O-Ala], in concentratie minima administrata (1,0mg/1), si a compusului
coordinativ al Cr(II) — [Cr(Hssa),]CI*H,O, in concentratie de 30,0mg/l; continutul de biomasa se majoreaza
cu 27,56% si, respectiv, cu 26,28% fatd de martor. De asemenea, se observa ci, odatda cu marirea concentratiei
compusilor Zn(II) si Cr(III), creste productivitatea dunalielei, fenomen invers pentru compusii coordinativi ai
Fe(Ill), unde marirea concentratiei de compus reduce acumularea biomasei microalgale. Cea mai mica valoa-
re a productivitatii s-a inregistrat in prezenta compusului coordinativ [Cr(Hssa),]Cl*H,O in concentratia de
10,0mg/1, continutul de biomasa sporind cu 10,26%.
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Fig.1. Productivitatea dunalielei cultivate pe mediul organo-mineral
in prezenta unor compusi ai metalelor Fe(IlI), Zn(IT) si Cr(III).

Studiul influentei compusilor coordinativi cercetati asupra continutului de pigmenti carotenoizi acumulati
in biomasa de Dunaliella salina a evidentiat un spor semnificativ al acestora, care manifesta tendinte de majo-
rare odata cu marirea concentratiei compusului (Fig.2). Cele mai inalte valori se inregistreaza in prezenta com-
pusului coordinativ [Zn(L-ser),] administrat in mediu in concentratie de 10,0 mg/l si in prezenta compusului
coordinativ [Cr(Hssa),]CI*H,O administrat in concentratie de 30,0 mg/l, continutul de carotenoizi sporind cu
38,00% si, respectiv, cu 35,63% fata de proba de referintd. Cele mai mici rezultate au fost evidentiate pentru
compusul coordinativ al Fe(IlI) cu aminoacidul glicina — [Fe,O-Gly] administrat in concentratia minima studi-
ata de 1,0 mg/l, continutul de carotenoizi majorandu-se cu 5,70% fatd de martor.
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Fig.2. Continutul de carotenoizi la cultivarea dunalielei pe mediul organo-mineral
in prezenta unor compusi ai metalelor Fe(IlI), Zn(II) si Cr(III).

Rezultatele influentei compusilor investigati asupra continutului de glicerol in biomasa dunalielei prezinta
varieri specifice, determinate de tipul si concentratia compusului administrat in procesul cultivarii (Fig.3).
Astfel, compusii coordinativi ai Fe(III) si Cr(IlI) in concentratiile minime studiate actioneaza stimulator asupra
acumularii glicerolului in biomasa.

Cea mai inaltd valoare se inregistreaza in prezenta [Fe,O-Ala] in concentratie de 1,0 mg/l, continutul de
glicerol sporind cu 11,96% fata de martor. Cu majorarea concentratiei compusilor scade, insa, continutul de
glicerol, pentru [Fe,0-Gly] si [Cr(Hssa),]CI*H,O chiar sub nivelul martorului.
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Fig.3. Continutul de glicerol la cultivarea dunalielei pe mediul organo-mineral
in prezenta unor compusi ai metalelor Fe(III), Zn(II) si Cr(III).

Un fenomen diferit se observa in cazul compusilor coordinativi ai Zn(II) care stimuleaza acumularea gli-
cerolului odatd cu marirea concentratiei. Aceste majorari sunt, insa, nesemnificative, constituind 4,23% fata
de martor pentru [Zn(L-ser),] administrat in concentratia maxima studiatd de 10,0mg/l. Probele cultivate in
prezenta concentratiilor mici ale compusilor coordinativi ai Zn(Il) evidentiaza valori sub nivelul martorului,
cel mai mic continut al glicerolului inregistrdndu-se la administrarea [Zn(L-ser),] in concentratie de 1,0 mg/l
(cu 18,06% mai putin fata de proba de referinta).

Concluzii
Cercetarile efectuate au scos 1n evidentd 3 compusi coordinativi, care asigura o productivitate sporit si un
continut maxim de carotenoizi si glicerol in biomasa de dunaliela: [Zn(L-ser) ], [Cr(Hssa),]CI*H,O ] in con-
centratie de 10 mg/l1, [Cr(Hssa),]CI*H,O in concentratie de 30 mg/1 si, respectiv, [Fe, O-Ala] in concentratle de
1 mg/l In baza lor pot fi elaborate procedee noi de obtmere a biomasei de dunahela bogata in carotenoizi si
glicerol — substante organice cu multiple efecte curative.
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