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DUNALIELLA SALINA

We  have  investigated  biosynthetic
characteristics of two newly isolated Pseu-
domonas sp. I CNM-PsB-01 and Pseudomonas
sp. 2 CNM-PsB-02 strains, in parallel with
biotechnological tools oriented for obtaining
enzymatic fractions with an elevated lipolytic
activity. Based on rational design and
mathematical optimization we suggested four
new nutritive media, containing secondary
organic resources, finally leading to prominent
levels of lipo-enzymatic complexes. Production
costs of these lipolytic complexes are reduced
due to utilization of the aqueous supernatant
resulting after collection of the primary
Dunaliella salina biomass. We concluded
that via combination of modern principles of
biotechnology, and making use of secondary
nutrient resources, like sterilized aqua fraction
of D. salina, it is possible to obtain two major
products in one biotech cycle, that is Dunaliella
salina biomass and the lipolytic complex
resulting from cultivation of Pseudomonas on
the residual media.

1. PREFATA

Enzimele lipolitice joaca un rol important in
metabolismul lipidic al prokaryotelor si eukaryotelor.
Aceste enzime contribuie la transferul lipidelor de
la un organism la altul, de la plante la animale, iar
de la animalele inferioare la cele ierarhic situate
mai superior. In organismul integru aceste enzime
participa la procesul de depozitare si imobilizare a
grasimilor, folosite, la randul lor, in calitate de sursa
energeticd a celulei. Mai mult decat atat. Incluzandu-
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se in metabolismul lipidelor intracelulare, ele
participa la functionarea membranelor biologice
[1].

Alaturi de functiile sale cu rol biologic inerent,
enzimele lipolitice au si roluri specifice: se aplica pe
larg in medicina, zootehnie, alimentatie, in ansamblu
cu alte enzime se folosesc pentru purificarea
biologica a apelor reziduale, la transesterificare si
producere a biodieselului [2].

In prezent, pentru obtinerea preparatelor
enzimatice, se utilizeaza foarte activ micro-
organismele, fapt determinat de viteza mare a
cresterii lor, posibilitatea reglarii componentei
sistemelor fermentative prin selectia tulpinilor noi de
producatori si crearea conditiilor optime de sinteza
a acestor substante bioactive. La etapa actuala,
industria alimentara si farmaceuticd a Republicii
Moldova resimte deficitul preparatelor lipo-
enzimatice, ceea ce impune elaborarea tehnologiilor
noi de obtinere a acestor compusi folosind ca materie
primd ieftind biomasa microbiand. Din aceasta
cauza, problema privind selectarea, identificarea si
introducerea 1n practica a noilor tulpini de bacterii
este studiata asiduu de numerosi cercetatori, in final
indicand necesitatea cercetarilor vizand enzimele
lipolitice si elaborarea ulterioara a procedeelor
biotehnologice pe baza lor [3].

Au capacitatea de acumulare a
reprezentantii  genurilor Rhizopus, Penicillium,
Aspergillus, bacteriile Bacillus  fluorescens, B.
piocyaneum, B. prodegiosum, Pseudomonas etc.
Lipazele pot actiona intr-un diapazon larg de
temperatura. De exemplu, unele lipaze extrase din
microorganisme sunt active la -20°C, iar cele extrase
din Vernonia anthelminthica — la +65°C. Cand se
utilizeaza substraturi ce se lichefiaza la temperaturi
mai mari, se poate spori temperatura incubatiei, de
exemplu pana la +45°C, pentru a asigura lichefierea
substratului [4].

Lipazele se aplica la producerea compusilor
chirali pentru industriile agrochimice si farmaceu-
tice, atat in producerea substantelor optic pure
folosind lipaza, cat si in rezolutia racematelor dupa
sinteza. Reactiile catalizate de lipaze pot fi utilizate
la producerea polimerilor optic puri [5].

Pseudomonas aurantiaca si P. aeruginosa
poseda lipoproteidlipaza (diacilglicerolipaza —
IN 3.1.1.34) capabild sa scindeze eterii sterinelor
(colesterina), fiind notabil faptul ca viteza hidrolizei
este cu atdt mai mare, cu cat mai lunga este catena
radicalului acidului gras [6]. Dintre fosfataze
(hidrolazele fosfodieterilor), mai amanuntit sunt
studiate fosfolipazele, in particular fosfolipaza
C, sau lecitinaza (IN 3.1.4.3), care este sintetizata
de multe specii de Pseudomonade. Proprietatile
lecitinazei Pseudomonas aureofaciens au fost
studiate de cercetatorii japonezi [7].

lipazei

3(22), septembrie 2011 - 89



Akademos

2. OBIECTE SI METODE DE STUDIU

In cadrul studiului au fost cercetate doua obiecte:
alga verde Dunaliella salina TEOD. CALU-834 si
microflora-satelit a D. salina, izolata in sapte fractii,
din care, prin metoda expres de testare, au fost alese
douad fractii numite conventional 2b si 3b. Ulterior,
culturile numite conventional 2b si 3b au fost
identificate (la USMF ,Nicolae Testemitanu”) si
depozitate in Colectia Nationald de Microorganisme
sub numele Pseudomonas sp.1 CNM-PsB-01 (pentru
codificarea 2b) si Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02
(respectiv pentru 3b).

Particularititile de cultura si metodele de
studiu al algei verzi Dunaliella salina
Pe mediile lichide suspensia de alge are o culoare
verde care, in cazul ilumindrii intense, capatid o
nuantd galbena-portocalie. Tulpina se dezvolta bine
pe mediile nutritive Ben-Amotz ce au urmatoarea
compozitie [8]:
Macroelemente: (g/1)
Microelemente: (mg/ml)

NaCl 120 Trilon B 0.885
NaHCO, 1.7 MnSO,  0.309
NaNO, 0.45 MoO, 0.15
KH,PO, 0.05 ZnS0O,  0.44
MgSO, 0.75 CuSO, 0.098
KCl 0.15

FeCl, 0.5ml/ldin 2.5 g/l

CaCl, 0.4 ml/ldin 2.5 g/l

Cresterea si productivitatea algei Dunaliella
salina se determina dupa schimbarea densitatii optice
lalungimea de undda A=625 nm, iar recalcularea BAU
se efectueaza dupd formula: M = D, x 0,768, unde
0,768 este coeficientul de recalculare a biomasei in
mg/ml.

Pentru pastrarea indelungata a tulpinii se
foloseste mediul agarizat Ben-Amotz [8] la
temperatura de 8-10°C si iluminarea de 3-4 mii
erg/cm?, s. Reinnoirea culturii in aceste conditii se
face la fiecare 2 luni. Tulpina poate fi mentinuta si
pe mediul mineral lichid, la o iluminare de zi si la
temperatura camerei, reinnoirea culturii efectuandu-
se peste fiecare 40-45 de zile [3].

Caracteristici culturale si particularitati ale
tulpinilor Pseudomonas sp. 1 CNM-PsB-01 si
Pseudomonas sp. 2 CNM-PsB-02

Tulpina Pseudomonas sp.1 $i Pseudomonas
sp.2 au fost izolate 1n culturd purd din microflora
satelit a algei verzi, halofile Dunaliella salina Teod.
CALU-834. Activitatea lipolitica a tulpinii propuse
constituie 1661 mMol/mg (pentru PsB-01) si 3229
mMol/mg (pentru PsB-02). Reprezinta bastonase
Gram-negative, strict aerobe, mobile, cu celule
solitare, baciliforme, cu dimensiunile de 0,5-1 x
1,5-4 pm.

Tulpinile se caracterizeaza printr-o activitate
lipolitica extracelulara inalta. Activitatea maxima a
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fermentilor lipoliticise constataina4-azide cultivare
a bacteriilor. Sunt hemoorganotrofi cu temperaturi
limite la +5°C. Nu se observa cresterea la +42°C.
Temperatura optima de dezvoltare este +24 - +26°C.
Sursa de carbon pentru dezvoltare poate servi:
zaharoza, lactoza, mai putin glucoza, manitoza,
maltoza. Au activitate lipolitica pronuntata. Tulpina
nu este rezistentd la eritromicind, lincomicina,
streptomicina si e rezistenta la oxaciclina, ampicilina,
ristampicina. Reactia indolica este pozitivd. Pot
creste fard inhibarea proceselor de divizare in
intervalul de pH 5,5-8,4. La pH-ul mediului de 3,8
tulpinile nu cresc.

Metode matematice

Metodele matematice de planificare a
experientelor implementate in acest studiu sunt:
caracteristica factorilor de variere in cadrul optimi-
zarii mediilor nutritive; experienta factoriala deplina
si metoda miscarii pe gradient sau Box-Wilson [9].
La optimizarea mediilor de cultura, in calitate de
nivel initial poate fi ales mediul deja recomandat
pentru organismul studiat sau pot fi folosite datele
referitoare la componenta substraturilor naturale din
care a fost izolat organismul dat.

In scopul alegerii unititilor de variere se
monteaza o serie de experiente preliminare in care se
variaza fiecare factor consecutiv, pe fonul invariabil
al celorlalti componenti ai mediului, pentru a
determina dependenta productivitatii culturii de
concentratia fiecarui factor in parte. In acest caz
se tine cont de faptul ca ambele nivele (+ si -) ale
factorului studiat trebuie sa se géseasca in una din
zonele active ale dependentei productivitatii.

In cadrul optimizirii mediilor nutritive,
folosindu-se metoda balantei aleatorii, nivelele de
variere a factorilor se aleg astfel incat unul sa se
afle in zona optimala, iar al doilea 1n una din zonele
extreme. Pentru a determina cea mai scurta cale spre
extrema 1n directia gradientului, este necesar de a
varia factorii proportional coeficientilor de regresie,
tinand cont de semnul lor. Calculele incep cu
trecerea de la variabilele codificate la cele naturale.
Pentru aceasta se calculeaza produsul b\ pentru
toti factorii la care b, s-au dovedit a fi semnificativi.
Apoi se alege factorul, al carui produs este cel
mai mic fatd de marimea absoluta si se calculeaza
raportul celorlalti factori fatd de factorul ales.
Astfel, obtinem coeficientii de proportionalitate
K, care poartd semnele corespunzatoare ale
fiecarui factor. Planificarea ulterioara cu scopul
determinarii maximului functiei consta in adunarea
sau scaderea concomitentd (in conformitate cu
semnul coeficientilor de regresie) a pasilor calculati
la nivelul de baza. Potrivit rezultatelor experientei
»,migcarea pe gradient”, se obtine variatia optima
a mediului care asigurd nivelul cel mai nalt al
procesului studiat [9].
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3. REZULTATE SI DISCUTII

In cadrul cercetdrilor preliminare, pentru a
determina particularititile de sintezd §i separare
a lipazelor produse de microflora satelit a algei
D. salina (bacteriile genului Pseudomonas), s-au
obtinut date ce au indicat cd salefierea cu sulfat de
amoniu de diverse concentratii pentru separarea
lipazei de alte substante bioactive nu e rationala,
deoarece activitatea lipazicd se observa doar la
folosirea concentratiilor inalte de sulfat de amoniu,
iar o parte din B-caroten este pierdut din cauza
trecerii lui in solutie care apoi se arunca.

In scopul optimizarii termenilor de evaluare
cantitativd a sintezei fermentilor lipolitici de
microflora bacteriand (tulpinile Pseudomonas sp.1
CNM-PsB-01 si Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02),
in dinamica dezvoltarii ei, bacteriile au fost cultivate
pe lichidul supernatant al Dunaliellei (preliminar
sterilizat), adaugandu-se substante organice la
inceputul experientei. Culturile Pseudomonas sp.1
CNM-PsB-01 si Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02
s-au cercetat la prezenta activitatii lipazice incepand
din ziua a doua, zilnic, pana 1n ziua a noua. Dupa cum
s-a stabilit, cultura Pseudomonas sp.1 CNM-PsB-01
manifestd activitate lipazicd maxima in ziua a 4-a
si a 7-ea, iar maximul activitdtii lipazice a culturii
Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02 este in ziua a 5-a.
Pornind de la dinamica dezvoltarii microflorei, pe
viitor, culturile vor fi cercetate preponderent in zilele
4-5 de cultivare (pentru fiecare cultura respectiv).
De asemenea, se observa ca tulpina Pseudomonas
sp.1 CNM-PsB-01 are o activitate practic dubla,
in comparatie cu cultura Pseudomonas sp.2 CNM-
PsB-02 si astfel ea apare ca o sursa biotehnologica
mai valoroasa de producere a lipazelor decat
culturile Inrudite.

Lungimea de unda pentru recalcularea biomasei
absolut uscate (BAU) a culturilor Pseudomonas sp. 1
CNM-PsB-01 si Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02,
s-a stabilit a fi in intervalul de 300-360 nm.

In scopul determinirii variantei optime a
compozitiei mediului nutritiv pentru cultivarea
bacteriilor insotitoare ale D. salina a fost efectuata
experienta de preplanificare. Ca factori de variere
au fost folositi autolizatul de drojdii, solutia de
zaharoza si extractul aquasolubil din Dunaliella
salina in diferite concentratii. Experimental s-a
observat ca valoarea maxima a activitatii lipazice
se constatd 1n cazul utilizarii concentratiei de 0,5%
sol. de zaharoza pentru tulpinile Pseudomonas sp.1
CNM-PsB-01 si Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02.
S-a observat, de asemenea, ca valoarea maxima
a activitatii lipazice se constatd in cazul folosirii
concentratiei de 0,9% sol. autolizat de drojdii pentru
tulpina Pseudomonas sp.1 CNM-PsB-01 si 1,5%
sol. autolizat de drojdii pentru tulpina Pseudomonas
sp.2 CNM-PsB-02.

Deoarece tulpinile in cercetare au fost izolate
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din microflora satelit a algei verzi Dunaliella salina,
s-a decis sd se investigheze influenta extractului
aquasolubil al acestei alge ca un inductor al sintezei
enzimelor lipolitice a tulpinilor in studiu. In acest
scop am montat o serie de experiente preliminare (de
preplanificare), pentru a studia influenta extractului
din Dunaliella salina asupra productivitatii tulpi-
nilor §i, In particular, asupra capacitatii lor de
a sintetiza enzime lipolitice, pe fonul celorlalti
componenti organici invariabili.

Etapa urmatoare in cadrul optimizarii mediului
nutritiv constd in cercetarea influentei complexe
a componentilor organici (sol. de zaharoza si
autolizatului de drojdii) asupra biosintezei enzimelor
lipolitice. In acest scop a fost montatd experienta
factoriala deplina cu 2 factori de variere (EFD 22).
Etapa finala a optimizarii mediului nutritiv consta
din experientele efectuate conform schemei Box-
Wilson (migcarea pe gradient) [9], din rezultatele
careia se selecteazd concentratiile optimale ale
factorilor cercetati.

In locul mediului anorganic Ben-Amotz, din
considerente economice se poate utiliza lichidul
supernatant rezultat dupa colectarea biomasei
de Dunaliella salina prin centrifugare si ulterior
sterilizat. Deoarece tulpinile studiate au fost izolate
din microflora satelit a algei verzi Dunaliella salina,
ne-am hotdrat sa cercetam influenta extractului apos
al acestei alge ca un inductor al sintezei enzimelor
lipolitice ale tulpinilor examinate. In acest scop, am
montat o serie de experiente pentru a studia influenta
complexd a componentilor organici (inclusiv a
extractului din D. salina) asupra productivitatii
tulpinilor si, In particular, asupra capacitatii lor de a
sintetiza enzime lipolitice. A fost montata experienta
factoriala deplina cu 3 factori de variere (EFD 23).
Etapa finala a optimizarii mediului nutritiv consta
din experientele efectuate conform schemei Box-
Wilson (miscarea pe gradient), din rezultatele careia
se selecteazd concentratiile optime ale factorilor
cercetati.

Avand ca baza rezultatele expuse mai sus, se
deduce componenta calitativa i cantitativa a mediu-
lui principial nou (cu inductor), pentru cultivarea
de laborator si industriald a microorganismelor in
studiu. Cultivarea tulpinilor Pseudomonas sp.l
CNM-PsB-01 si Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02
pe aceste medii (M1-M4) asigura sinteza maxima a
enzimelor lipolitice si o productivitate Tnalta a lor:

M1. Compozitia mediului nutritiv cu compo-
nenti organici optimizati, pentru mentinerea §i
cultivarea de laborator / industriald a tulpinii
Pseudomonas sp.1 CNM-PsB-01:

Macroelemente (in g/l): NaCl — 120; NaHCO, -
2,0; NaNO, - 0,5; KH,PO, — 0,05; MgSO, ‘7H,0
- 0,75; KCI - 0,15; FeCl, — 0.5 ml/l din 2.5 g/I;
CaCl, - 0.4 ml/I din 2.5 g/1.
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Microelemente (in mg/ml): Trilon B — 0.885,
MnSO, -0.309, MoO, - 0.15, ZnSO, - 0.44, CuSO,
—0.098.

Componenti organici: Sol. de zaharoza — 1.6 %
(16 g/1); autolizat de drojdii — 0.8 % (8 g/l) ;

Prin cultivarea tulpinii Pseudomonas sp.1 CNM-
PsB-01 pe acest mediu se obtine un complex de
enzime lipolitice cu o activitate de 1774 nMol/s.g
BAU.

M2. Compozitia mediului nutritiv cu com-
ponenti organici optimizati, pentru mentinerea
si cultivarea de laborator / industriala a tulpinii
Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02:

Macroelemente (in g/1): NaCl - 120; NaHCO, —
2,0; NaNO, - 0,5; KH,PO, -0,05; MgSO, 7H,0 —
0,75; KC1-0,15; FeCl, — 0.5 ml/I din 2.5 g/l; CaCl,
— 0.4 ml/l1din 2.5 g/l.

Microelemente (in mg/ml): Trilon B — 0.885,
MnSO, -0.309, MoO, - 0.15, ZnSO, - 0.44, CuSO,
—0.098.

Componenti organici: Sol. de zaharoza — 1.4 %
(14 g/1); autolizat de drojdii — 0.9 % (9 g/l);

Prin cultivarea tulpinii Pseudomonas sp.2 CNM-
PsB-02 pe acest mediu se obtine un complex de
enzime lipolitice cu o activitate de 1935 nMol/s.g
BAU.

M3. Compozitia mediului nutritiv, principial
nou, cu componenti organici optimizati si inductor,
pentru cultivarea de laborator si industriala a tulpinii
Pseudomonas sp.1 CNM-PsB-01, in scopul obtinerii
biomasei cu continut sporit de enzime lipolitice:

Macroelemente (in g/1): NaCl - 120; NaHCO, —
2,0; NaNO, - 0,5; KH PO, - 0,05; MgSO, x 7TH,0
- 0,75; KCl - 0,15; FeCl, — 0.5 ml/l din 2.5 g/l;
CaCl, - 0.4 ml/l din 2.5 g/1.

Microelemente (in mg/ml): Trilon B — 0.885,
MnSO, -0.309, MoO, - 0.15, ZnSO, - 0.44, CuSO,
—0.098.

Componenti organici: Sol. de zaharoza — 0,5 %
(5 g/); autolizat de drojdii — 1,5 % (15 g/l); extract
din Dunaliella salina — 1,0 g/1.

Prin cultivarea tulpinii Pseudomonas sp. 1 CNM-
PsB-01 pe acest mediu se obtine un complex de
enzime lipolitice cu o activitate de 1370 nMol/s.g
BAU.

M4. Compozitia mediului nutritiv, principial
nou, cu componenti organici optimizati i inductor,
pentru cultivarea de laborator si industriala a tulpinii
Pseudomonas sp.2 CNM-PsB-02, In scopul obtinerii
biomasei cu continut sporit de enzime lipolitice:

Macroelemente (in g/l): NaCl — 120; NaHCO, —
2,0; NaNO, - 0,5; KH,PO, - 0,05; MgSO, ‘7H,0
- 0,75; KCI - 0,15; FeCl, — 0.5 ml/1 din 2.5 g/I;
CaCl, - 0.4 ml/I din 2.5 g/1.

Microelemente (in mg/ml): Trilon B — 0.885,
MnSO, -0.309, MoO, - 0.15, ZnSO, - 0.44, CuSO,
—0.098.
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Componenti organici: Sol. de zaharoza — 0,7%
(7 g/1); autolizat de drojdii — 2,25 % (22,5 g/l);
extract din Dunaliella salina — 0,7 g/1.

Prin cultivarea tulpinii Pseudomonas sp.2 CNM-
PsB-02 pe acest mediu se obtine un complex de
enzime lipolitice cu o activitate de 3576 nMol/s.g
BAU.

Utilizarea mediilor propuse 1n practica
microbiologica §i posibila lor aplicare in
biotehnologie ar asigura obtinerea unui complex
enzimatic cu o activitate lipoliticd net superioara,
fatd de cele obtinute, folosind culturile inrudite.
Pretul de cost al preparatului enzimatic nou este
redus, rezultat obtinut prin folosirea mediilor
nutritive ieftine si componenti accesibili. Mai mult
decat atat, utilizarea lichidului cultural rezultat dupa
separarea biomasei de Dunaliella salina, in locul
mediului mineral Ben-Amotz, ar asigura scaderea
considerabila a costului produsului final.

Astfel, combinarea principiilor biotehnologiei
moderne §i utilizarea rationald a resurselor
nutritive secundare (lichidul cultural sterilizat
refolosit), vor permite obtinerea in cadrul aceluiasi
ciclu biotehnologic de sintezd a doud produse de
importanta majora: biomasa pretioasa de Dunaliella
salina $i complexul enzimatic obtinut la cultivarea
bacteriilor Pseudomonas pe mediul reutilizat.
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