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1. INTRODUCERE 
 

Microalgele verzi (Chlorophyta), organisme capabile de fotosinteză oxigenică, 

contribuie alături de alte specii fitoplanctonice la producerea a peste jumătate din producţia 

globală de oxigen. Diversitatea de forme, mărimi şi căi metabolice este responsabilă de 

răspândirea microalgelor în habitate acvatice din toate regiunile geografice. Similarităţile 

structurale şi funcţionale cu plantele superioare, organizarea celulară simplă, capacitatea de a 

sintetiza o gamă variată de metaboliţi secundari cu aplicaţii în industria farmaceutică, 

alimentară, cosmetică şi petrochimică etc., sunt considerente pe care se bazează alegerea 

algelor verzi drept organisme model în studii de ultrastructură, biochimice şi moleculare 

(Chlorella spp., Chlamydomonas spp., Dunaliella spp. etc). Lucrarea de faţă se referă la 

specia Botryococcus braunii, o algă verde cu potenţial biotehnologic în sinteza 

comubustibililor lichizi.  

Între algele verzi, genul Botryococcus (clasa Trebouxiophyceae) se remarcă prin 

capacitatea de a sintetiza cantităţi însemnate de hidrocarburi (până la 75% din biomasa 

uscată), nesaturate, similare hidrocarburilor fosile din depozitele de ţiţei (Moldowan şi Seifert, 

1980). Analizele fizico-chimice ale kerogenului din cărbunii algali identificaţi în diverse zone 

geografice au evidenţiat o compoziţie similară cu hidrocarburile algei verzi B. braunii. 

Această constatare a reprezentat premisa numeroaselor studii care au urmărit în primul rând 

evaluarea diversităţii chimice a tulpinilor. În această direcţie s-au remarcat îndeosebi, 

cercetările lui Pierre Metzger, Claude Largeau, Eliette Casadevall şi alţii, aparţinând 

Laboratorului de Chimie Bioorganică şi Fizică Organică din Paris. Concluziile lor au stat la 

baza clasificării tulpinilor în cele trei tipuri de rase chimice, A, B şi L. Rasa A produce 

alcadiene (C23-C31) şi alcatriene (C27-C31), în timp ce rasa B sintetizează preponderent 

hidrocarburi de tipul triterpenelor numite botriococcene şi scvalene (C30-C37) cu formula 

generală CnH2n-10. Tulpinile B. braunii din cele două rase prezintă un areal de răspândire mai 

mare, fiind semnalate în regiuni temperate, tropicale şi alpine. Puţinele tulpini care sunt 

cunoscute ca aparţinând rasei L au fost colectate numai din zone tropicale (Metzger şi colab., 

1988). Dintre aceste rase, rasa B este cea mai potrivită pentru aplicaţiilor biotehnologice 

datorită conţinutului mai ridicat de hidrocarburi, mai mare faţă de celelalte rase, dar rata 

redusă de diviziune reprezintă un inconvenient major în această direcţie. Numeroase încercări 

au fost derulate pentru îmbunătăţirea procesului de creştere, coroborat cu sinteza 

hidrocarburilor. Un timp de dublare de aproximativ 3 zile a fost obţinut în condiţii de 
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administrare de CO2 (1%) şi agitare mecanică, o valoare mult mai scăzută în comparaţie cu 

alte alge verzi (Chlorella spp., Scenedesmus spp.). 

Capacitatea de a sintetiza predominant un anumit tip de hidrocarburi reprezintă 

deocamdată singurul criteriu de diferenţiere al tulpinilor acestei alge. Gradul ridicat de 

diversitate morfologică face imposibilă sistematizarea acestora din acest punct de vedere, fapt 

sesizat în literatura de specialitate în care a fost propus fie un gen cu 13 specii (Komárek şi 

Marvan, 1992), fie cu 2 specii (Zalessky, 1926; Komárková, J., 1991). Analize filogenetice pe 

baza markerilor moleculari (ADNr 18S) susţin un gen monospecific, B. braunii fiind singura 

specie a genului (Plain şi colab., 1993).  

Lucrarea de faţă şi-a propus: 1) caracterizarea morfologică, biochimică şi moleculară a 

unor tulpini de B. braunii din Colecţia de Alge şi Cianobacterii a Institutului de Cercetări 

Biologice, Cluj-Napoca (AICB); 2) evaluarea potenţialului biotehnologic prin prisma ratei de 

creştere şi a sintezei hidrocarburilor la tulpinile studiate.  

Gradul de originalitate pe plan naţional şi internaţional al acestei lucrări reiese din mai 

multe aspecte. În primul rând, prin cele 30 de tulpini investigate (rasele chimice A şi B), 

izolate din material biologic colectate din diverse zone ale Transilvaniei, acest studiu 

reprezintă o valorificare a colecţiei AICB, unică în ţara noastră prin numărul şi diversitatea 

microorganismelor fotosintetizante.  

Pe plan internaţional, caracterul de noutate al tezei este reliefat prin analiza unui 

număr mare de tulpini aparţinând algei B. braunii, dar şi prin aspectele multiple care au fost 

urmărite. Acestea s-au referit la observaţii morfologice, monitorizarea creşterii în sistem batch 

cu/fără barbotare de CO2, identificarea calitativă şi cantitativă a hidrocarburilor, 

carotenoidelor, clorofilelor şi acizilor graşi sintetizaţi. Analizele filogenetice pe baza 

secvenţelor ADNr 18S au urmărit identificarea unor markeri moleculari care ar putea susţine 

clasificarea tulpinilor în cele două rase chimice A şi B. Având în vedere potenţialul 

biotehnologic al acestei alge a fost propus un set de tulpini AICB capabile de sinteza unor 

cantităţi importante de hidrocarburi (botriococcene şi scvalene metilate), într-un proces de 

creştere cu o valoare minimă a timpului de dublare al biomasei. 
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2. OBIECTIVELE STUDIULUI 
 

 Caracterizarea procesului de creştere pe baza parametrilor specifici (curba de creştere, 

pH-ul, densitatea optică, rata de creştere exponenţială, timpul de dublare, pigmenţii 

clorofilieni) în condiţii de cultivare cu şi fără administrare de CO2; 

 Caracterizarea morfologică şi ultrastructurală a 30 de tulpini ale algei B. braunii, din 

rasele chimice A şi B, cu scopul de a evidenţia trăsăturile specifice rasei chimice; 

  Identificarea şi cuantificarea hidrocarburilor sintetizate de tulpinile AICB, aparţinând 

raselor A şi B; 

 Determinarea calitativă şi cantitativă a acizilor graşi şi reliefarea diferenţelor constate 

între tulpinile celor două rase; 

 Analiza cantitativă şi calitativă a pigmenţilor carotenoidici identificaţi în extractele 

tulpinilor AICB, rasele A şi B; 

 Analiza filogenetică pe baza markerului nuclear ADNr 18S, cu scopul de a evidenţia o 

posibilă susţinere genetică pentru departajarea tulpinilor de B. braunii în rasele 

chimice A şi B. 

 

3. MATERIAL ŞI METODE 

3.1 Material biologic 
Materialul biologic care a făcut obiectul acestui studiu a constat din 30 de tulpini ale 

B. braunii, depozitate în Colecţia de Alge şi Cianobacterii (AICB) a Institutului de Cercetări 

Biologice din Cluj-Napoca (tab. 1). Acestea au fost colectate din algoflora Transilvaniei (jud. 

Cluj, Mureş, Bihor şi Sibiu). Cu o singură excepţie AICB 476 care provine dintr-un bazin 

acvatic salin (Ocna Sibiului), toate tulpinile AICB analizate au fost colectate din bazine 

acvatice dulcicole sau salmastre. În prezent, toate tulpinile AICB investigate, aparţinând algei 

B. braunii sunt menţinute în colecţie pe mediul BG 11.  

Tabel nr. 1  
Lista tulpinilor AICB, aparţinând speciei B. braunii, investigate morfologic, biochimic şi 

molecular. 
Nr. 
crt. 

Codul tulpinii Rasa 
  

Biotop Localizare 
geografică 

Mediul 
 nutritiv 

Stadiul 
actual 

1 AICB 53       A baltă eutrofă Sălicea (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
2 AICB 413 B baltă eutrofă Cheile Turului (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
3 AICB 414 B baltă piscicolă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
4 AICB 415 A baltă piscicolă Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
5 AICB 416 B baltă piscicolă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
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6 AICB 418 B baltă piscicolă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
7 AICB 434 B baltă eutrofă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
8 AICB 438 B baltă piscicolă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
9 AICB 440 B baltă piscicolă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
10 AICB 441 A baltă salmastră Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
11 AICB 442 B baltă piscicolă Mărtineşti (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
12 AICB 462 A baltă salmastră Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
13 AICB 464 A baltă salmastră Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
14 AICB 472 A baltă dulcicolă Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
15 AICB 475 A baltă salmastră Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
16 AICB 476 A lac salin Ocna Sibiului (jud. Sibiu) BG 11 tulpină unialgală 
17 AICB 749 A baltă eutrofă Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
18 AICB 851      A baltă piscicolă Ţaga Mare (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
19 AICB 855 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
20 AICB 856 A lac Lacul Steluţei (jud. Bihor) BG 11 tulpină unialgală 
21 AICB 857 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
22 AICB 858 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
23 AICB 859 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
24 AICB 860 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
25 AICB 861 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
26 AICB 862 A baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
27 AICB 870 B baltă piscicolă Cristuru (jud. Bihor) BG 11 tulpină unialgală 
28 AICB 872 B baltă piscicolă Tăureni (jud. Mureş) BG 11 tulpină unialgală 
29 AICB 874 A baltă eutrofă Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 
30 AICB 878 A baltă eutrofă Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpină unialgală 

 

3.2 Metode de cultivare şi analiză a creşterii  
Protocolul de analiză a creşterii a presupus utilizarea unui inocul prelevat din 

preculturi aflate în fază exponenţială de creştere. Au fost folosite vase de creştere de aprox. 

250 ml ori 500 ml cu soluţie nutritivă BG 11. Vasele de creştere au fost menţinute la 

temperatura camerei (20±2oC), iluminate permanent cu lumină fluorescentă albă (2500 lucşi) 

şi agitate continuu cu flux de aer. Perioada de cultivare s-a încadrat în intervalul 30-100 zile. 

Toate cele 30 de tulpini AICB care au făcut obiectul acestui studiu au fost cultivate în acest 

mod cel puţin o dată. 

O a doua modalitate de creştere a presupus inocularea unui volum de aproximativ 100 

ml suspensie algală într-un bioreactor de tip Applikon, prevăzut cu anexele necesare pentru 

realizarea unei iluminări permanente, 24h/zi (630 µmol·m2·s-1). Unele tulpini AICB au fost 

crescute cu sau fără administrare de CO2, în bioreactorul Applikon. CO2 a fost administrat sub 

formă de amestec aer-CO2 în diverse proporţii. Indiferent de concentraţia CO2 în amestec, 

prin reglarea debitului, s-a obţinut un debit efectiv al CO2 în vasul de cultură (1 litru) de 0,02 

l/min. Schimbul de gaze dintre suspensia algală şi aer a fost facilitat printr-o agitare mecanică 
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permanentă (400 rpm). Temperatura a fost menţinută la o valoare constantă de 25oC. Valoarea 

pH-ului a fost urmărită zilnic.  

Curbele de creştere au fost calculate după Sorokin (1973), pe baza densităţii optice. 

Valorile brute au fost logaritmate în baza 2, diferenţele faţă de inocul (Δlog2) fiind 

reprezentate grafic (curba de creştere). Logaritmarea în baza 2 a fost necesară deoarece 

permite o calculare facilă atât a ratei de creştere cât – mai ales – a timpului de dublare.  

Extracţia pigmenţilor s-a efectuat în acetonă. Identificarea componenţilor pigmentari 

s-a făcut pe baza lungimii maxime de absorbţie, respectiv: 663 nm pentru clorofila a, 645 nm 

pentru clorofila b şi 480 nm pentru totalul de carotenoide. Exprimarea cantitativă s-a făcut pe 

baza coeficienţilor specifici de absorbţie după metoda lui Arnon (1949) pentru clorofile, iar 

pentru carotenoide s-a utilizat metoda lui Goodwin (1976) şi Britton şi colab. (1995). 

3.3 Metode de microscopie optică şi electronică 
În ceea ce priveşte microscopia optică, protocolul de lucru a presupus observarea 

directă a fiecărei tulpini la un microscop optic Olympus BX-41 şi fotografierea digitală şi 

efectuarea măsurătorilor necesare (dimensiuni ale celulelor şi coloniilor, etc). 

Pentru observarea în SEM, eşantioanele de suspensie algală au fost analizate cu 

ajutorul unui microscop electronic cu baleiaj tip Jeol JSM 5510LV, la o tensiune de accelerare 

de 10 kV şi cu un spot mărimea 5.  

Investigaţiile TEM au permis obţinerea unor secţiuni ultrafine utilizând un microscop 

TEM Jeol JEM 1010. 

3.4 Analiza cantităţii şi calităţii hidrocarburilor prin GC-MS  
În cazul algei Botryococcus braunii am utilizat un amestec de extracţie: cloroform: 

metanol: apă în raportul de 1 : 1 : 0,5 (v/v/v). Separarea amestecului în două faze specifice a 

făcut posibilă extragerea hidrocarburilor în cloroform, care constituie faza inferioară.  

Cuplajul gaz cromatografie – spectrometrie de masă s-a dovedit a fi nu numai o 

tehnică de detecţie foarte sensibilă, ci şi cea mai sigură metodă de identificare a compuşilor 

separaţi. În spectrometrul de masă, moleculele separate prin gaz cromatografie sunt 

fragmentate în fragmente ionizate, accelerate şi ulterior detectate în funcţie de sarcina 

electrică, specifică fiecărui compus. Separarea s-a realizat cu programarea liniară a 

temperaturii coloanei de la 60° C până la 280-300°C. Ca fază mobilă s-a utilizat azotul 

(pentru detectorul cu ionizare în flacără) respectiv heliul (pentru spectrometrul de masă). S-a 

utilizat în acest scop un gaz cromatograf Agilent Tehnologies 6890 N cuplat cu un 

spectrometru de masă Agilent Tehnologies 5973 N. 
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3.5 Analiza cantităţii şi calităţii acizilor graşi prin GC-MS  
Au fost identificaţi şi dozaţi în special acizi graşi cu catene lungi (C12- C22), saturaţi, 

respectiv nesaturaţi, cu diverse grade de nesaturare. Acizii graşi au fost determinaţi din 

aceleaşi extracte ale biomasei algale din care s-au analizat şi hidrocarburile, prelucrate aşa 

cum s-a arătat mai sus. Pentru separarea acizilor graşi s-a utilizat o coloană capilară conţinând 

o fază staţionară polară. O bună separare s-a putut obţine prin programarea liniară a 

temperaturii coloanei într-un gaz cromatograf gaz - cromatograf HP 4890 D. Analiza 

cantitativă a acizilor graşi s-a realizat prin metoda normării ariilor. Ariile picurilor 

cromatografice au fost calculate electronic. 

3.6 Analiza cantităţii şi calităţii pigmenţilor carotenoidici prin 
HPLC  
Extracţia carotenoidelor din suspensiile algale s-a efectuat prin saponificare directă a 

acestora cu o soluţie de 30% KOH în etanol. Spectrofotometru Pekin-Elmer Lambda 3 

conectat la un înregistrator Perkin Elmer R 100 A a fost utilizat pentru măsurarea 

absorbanţelor extractelor de carotenoide (în vederea determinării conţinutului total de 

carotenoide) şi a soluţiilor de referinţă (în vederea determinării cu acurateţe a concentraţiei 

acestora). Monitorizarea separărilor a fost efectuată la lungimea de undă de 450 nm, separările 

fiind conduse la o temperatură de 35oC; în aceste condiţii, presiunea din sistem a înregistrat o 

valoare constantă de 144 bar. S-a utilizat un sistem HPLC Agilent 1100. Analiza cantitativă a 

carotenoidelor a fost limitată la carotenoidele pentru care au existat standarde disponibile, s-a 

bazat pe metoda standardului extern, procedura de lucru fiind cea a lui Hart (1995). 

3.7. Analiza filogenetică pe baza ADNr 18S 
 Obţinerea secvenţelor de ADNr 18S a presupus extracţia de ADN genomic, 

folosind kituri comerciale cu ajutorul cărora am obţinut un grad ridicat de puritate. Folosind 

amorse specifice (Senousy şi colab., 2004) am efectuat reacţia PCR standard. Fragmentele 

obţinute au fost direct secvenţate sau clonate în prealabil în vectori de clonare (pGEM-T). 

Secvenţarea s-a realizat folosind analizorul genetic ABI Prism 310 şi Beckman Coulter 8800 

(ICEI). Fragmentele genice obţinute au fost asamblate folosind programul Vector NTI 

Advanced v. 9.0. Validarea secvenţelor s-a efectuat folosind opţiunea blastn (BLAST-NCBI). 

Pentru alinierea multiplă a secvenţelor obţinute au fost extrase din baza de date Entez Gene 

(NCBI) 42 secvenţe ADNr 18S. Pentru aliniere a fost folosit programul Mega 4.1.  
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Pentru construirea arborilor filogenetici pe baza secvenţelor ADNr 18S obţinute în 

urma secvenţării am folosit două metode distincte: fenetică (de distanţă) (metoda „Evoluţiei 

Minime”) şi cladistică (metoda „Parcimoniei Maxime”). 

 
4. REZULTATE ŞI DISCUŢII 

4.1 Caracterizarea creşterii tulpinilor AICB cu şi fără 
administrare de CO2 
Evaluarea procesului de creştere al tulpinilor AICB prin parametrii calculaţi au 

evidenţiat diferenţe majore în funcţie de tulpină şi condiţiile de creştere. Culturile barbotate cu 

aer ambiental şi fără agitare, au prezentat valori ale ratei de creştere între 0,03-0,31 DO/zi cu 

un timp de dublare de la 3,27 la 33,14 zile (tab. 2).  

Tabel nr. 2 
Parametrii de creştere calculaţi pe baza măsurării densităţii optice a suspensiilor algale la 

tulpinile AICB studiate. 
Tulpina AICB 

53 851 416 418 442 440 Parametrul 
calculat + CO2 -CO2 + CO2 + CO2 -CO2 + CO2 -CO2 + CO2 -CO2 -CO2 

Rata exponenţială 
de creştere 1,72 0,1 0,17 0,3 0,31 2,01 0,24 0,25 0,08 0,03 

Timpul de dublare 0,58 9,69 6,05 3,35 3,27 0,5 4,12 4,05 12,21 33,44 
Notă:Timpul de dublare este cuantificat în zile iar rata exponenţială de creştere în unităţi relative de DO/zi. 

 

Administrarea de amestec CO2 în aer, în condiţii de agitare permanentă a îmbunătăţit 

procesul de creştere. În aceste condiţii, rata de creştere s-a situat în intervalul 0,17-2,01, iar 

timpul de dublare a prezentat un minim de 0,5 şi un maxim de 6,05 zile (tab. 2,. fig. 1-4). 

AICB 53
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Fig. 1. Curbele de creştere obţinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 53 (rasa A), 
cultivată în bioreactorul Applikon, în prezenţa şi absenţa CO2 (0,02 l/min). 
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AICB 416
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Fig. 2. Curbele de creştere obţinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 416 (rasa B), 
cultivată în bioreactorul Applikon, în prezenţa şi absenţa CO2 (0,02 l/min). 
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Fig. 3. Curbele de creştere obţinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 418 (rasa B), 
cultivată în bioreactorul Applikon, în prezenţa şi absenţa CO2 (0,02 l/min). 
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Fig. 4. Curbele de creştere obţinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 442 (rasa B), 
cultivată în bioreactorul Applikon, în prezenţa şi absenţa CO2 (0,02 l/min). 
 

În timp ce conţinutul minim de pigmenţi clorofilieni a fost relativ constant pentru 

tulpinile celor două rase (0,52% rasa B şi 0,50% rasa A) limita superioară a fost mai ridicată 

pentru tulpinile rasei A. Diferenţele majore ale valorilor raportului clorofile/carotenoide, 

observate între cele două rase, au evidenţiat capacitatea tulpinilor rasei A de a sintetiza 

cantităţi mai ridicate de clorofile şi mai scăzute în cazul carotenoidelor (fig. 5). Acestea din 

urmă au fost prezente într-un procentaj mai ridicat la tulpinile rasei B, care au produs cantităţi 

mai reduse de clorofile. 

1,34 %

0,70 %

0,49 %

0,28 %

0,35 %

0,48 %
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Carotenoide
Clorofila b
Clrorofila a

 
 

Fig. 5. Reprezentarea conţinutului de clorofila a, clorofilă b şi carotenoide la tulpinile AICB 
aparţinând raselor chimice A şi B, cultivate în absenţa CO2. 
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Deşi toate tulpinile cultivate în condiţii de administrare cu CO2 au manifestat rate de 

creştere exponenţiale mai ridicate, conţinutul de clorofile a scăzut în cazul tulpinilor rasei A şi 

a unei tulpini din rasa B (fig. 6). Cu excepţia tulpinii AICB 53, tendinţele de creştere/scădere 

a conţinutului de pigmenţi clorofilieni a urmat aceeaşi tendinţă cu procesul de sinteză al 

hidrocarburilor. 
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Fig. 6. Reprezentarea conţinutului de clorofila a şi b la tulpinile AICB aparţinând raselor 
chimice A şi B, cultivate în prezenţa/absenţa CO2.  

 

4.2 Caracterizarea morfologică şi ultrastructurală a tulpinilor 
AICB  
Examinările în microscopica optică au evidenţiat anumite trăsături distinctive la 

tulpinile celor două rase. Acestea au fost detaliate în explicaţiile celor 3 planşe (Pl. 1-3). 

Caracterele morfologice ale coloniilor provenite din culturi crescute în prezenţa CO2 nu se 

modifică, cu excepţia matricii extracelulare mai ample, în cazul în care a fost sesizată o 

sinteză mai mare a hidrocarburilor.  

Abordarea ultrastructurală (TEM) în caracterizarea tulpinilor AICB nu a surprins 

diferenţe semnificative între tulpinile celor două rase (A şi B).  

La tulpinile rasei A (AICB 851, 53), hidrocarburile sunt localizate cu precădere în 

interiorul celulei sub formă de corpuri lipidice. În cazul rasei B (AICB 440), acestea sunt 

externalizate, între plasmalemă şi peretele celular (TLS) formând împreună cu straturile 

succesive ale TLS, o matrice extracelulară abundentă. Corpurile lipidice sunt înconjurate de 

formaţiuni tubulare (probabil REN) şi numeroşi poliribozomi. Cloroplastul a fost evidenţiat 

parietal în imediata vecinătate a plasmalemei. Pirenoidul a fost vizibil la tulpina AICB 440, 

alături de numeroase granule de amidon, în timp ce tulpina AICB 851 este aparent lipsită de 
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această formaţiune. RER şi aparatul Golgi au fost observate în regiunea apicală a celulei, sub 

cupa de hidrocarburi. 

 2
1

 
Planşa I (fig. 1-8). Botryococcus braunii, rasa A – microscopie optică. Colonii variabile ca 
număr de celule şi consistenţă; au fost observate colonii compacte, cu număr mare de celule la 
tulpina AICB 859 (fig. 1) şi colonii laxe cu număr mai mic de celule la AICB 441 (fig. 2). De 
asemenea, au fost prezente şi celulele singulare la care au fost observate formaţiuni îngroşate în 
regiunea superioară a cupei (evidenţiat prin săgeată) (fig. 3 - AICB 861). La unele tulpini (AICB 
53) celule nu au prezentat numai forme tipice (fig. 4), planul de diviziune fiind localizat 
longitudinal (evidenţiat prin săgeată). Prin presare pe lama microscopică, hidrocarburile au fost 
eliberate la periferia coloniei sub formă de picături (fig. 5 - AICB 857). Elementele structurale 
fibroase, au fost observate în unele suspensii (fig. 6 - AICB 415). Uneori, celulele au prezentat o 

5 

3 4 

6 

7 8 
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calotă care acoperă regiunea apicală (evidenţiată prin săgeată) (fig. 7 - AICB 857). După 
eliberarea celulelor din cupe, acestea şi-a păstrat forma (fig. 8 - AICB 475). 

 

2 1 

3 4 

5 6 

 
Planşa II (fig. 1-6). Botryococcus braunii, rasa B – microscopie optică. Coloniile sunt 
compacte, cu număr mare de celule (fig. 1 – AICB 442), înglobate complet în matricea 
extracelulară (fig. 3 – AICB 872). Celulele au un aspect piriform tipic şi pot fi observate doar 
prin presare pe lama microscopică (fig. 2, fig. 4 – AICB 872). Formaţiuni fibrilare care 
interconectează coloniile între ele au fost observate la toate tulpinile AICB analizate (fig. 5 – 
AICB 413). Unele colonii pot fi mai mici (fig. 6 – AICB 872), dar organizarea botrioidă se 
păstrează şi în acest caz. 
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1 2 

 
Planşa III (fig. 1,2). Botryococcus braunii, rasa A – SEM. Celulele sunt acoperite de 
teaca poliglucidică impregnată cu hidrocarburi pe aproximativ două treimi din suprafaţa 
lor, apexul proeminând la periferie (fig. 1, 2 - AICB 415); (fig. 3, 4). Botryococcus 
braunii, rasa B – SEM. Coloniile au un aspect compact, cu matrice extracelulară bine 
dezvoltată. Cupa impregnată cu hidrocarburi, acoperă în întregime (fig. 3 – AICB 438) 
sau aproape în întregime (fig. 4 – AICB 870) apexul celular.  

3 4

 

4.3 Identificarea şi cuantificarea hidrocarburilor la tulpinile 
AICB 
Din punct de vedere al calităţii şi cantităţii hidrocarburilor sintetizate au fost 

investigate un număr de 30 de tulpini AICB aparţinând speciei B. braunii, 10 din rasa B şi 20 

din rasa A. În cazul a 20 de tulpini aparţinând ambelor rase am efectuat 2-3 extracte lipidice 

provenite din experimente de creştere distincte. Cinci tulpini AICB (2 din rasa A şi 3 din rasa 

B) au fost cultivate în condiţii de administrare de CO2. 

Tulpinile AICB aparţinând rasei B au sintetizat un conţinut mai mare de hidrocarburi 

(16,77%), comparativ cu tulpinile rasei A (5,26%) (fig. 7). 

În extractele lipidice ale tulpinilor AICB au fost evidenţiate atât diolefine (alcadiene şi 

alcatriene), cât şi hexaolefine (hexadiene), indiferent de rasa chimică. Proporţia celor două 

categorii de hidrocarburi au fost diferite la cele două rase. Astfel, prima categorie a 

predominat la tulpinile rasei A (4,92%) şi a fost mai puţin reprezentată la tulpinile rasei B 
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(2,74%). Hexadienele au reprezentat fracţiunea majoritară la tulpinile rasei B (14,41%) şi au 

fost prezente într-o fracţiune nesemnificativă la tulpinile rasei A (0,39%) (fig. 7, 8). 
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Fig. 7. Valorile procentuale ale conţinutului absolut al alcadienelor, alcarienelor 
(verde) şi hexadienelor (maron) la tulpinile AICB aparţinând celor două rase chimice. 
 
Indiferent de rasa chimică, alcadiena C29 a fost cea mai bine reprezentată la tulpinile 

AICB analizate, iar alcadiena C27 a lipsit în majoritatea extractelor lipidice. Dintre hexadiene, 

compusul C30 (cel mai probabil scvalena) a predominat la tulpinile rasei A. La tulpinile rasei 

B, acest statut l-au avut omologii superiori ai hexadienelor C31, C32 (cel mai probabil 

botriococcene).  

Administrarea unei concentraţii de 0,02 l/min CO2 a contribuit la creşterea 

conţinutului de hidrocarburi la trei tulpini (AICB 53, 416, 418), în timp ce la celelalte două s-

a observat scăderea acestuia (AICB 851, 442) (fig. 10). Aceste rezultate au fost independente 

de rasa chimică căreia i-au aparţinut tulpinile. Creşterea a avut loc pe seama alcadienei C29 la 

tulpina AICB 53 (rasa A) şi pe baza hexadienelor C31, C32, la tulpinile rasei B (AICB 416, 

418) (fig. 11). Scăderea conţinutului absolut al hidrocarburilor s-a datorat absenţei alcadienei 

C29 la tulpinile AICB 442 (rasa B) şi 851 (rasa A) (fig. 11). În acest ultim caz, am observat 

creşterea cantităţii alcadienei C31. 
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Rasa A

Rasa B

Fig. 8. Valorile procentuale ale conţinutului absolut al alcadienelor, alcatrienelor (gri) 
şi hexadienelor (mov) la tulpinile AICB analizate.  
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Valorile procentuale ale diferitelor tipuri de HC la 
tulpinile AICB
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Fig. 9. Reprezentarea grafică a diferitelor tipuri de hidrocarburi sintetizate de tulpinile AICB 
ale algei  B. braunii, aparţinând celor două rase chimice. 
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Fig. 10. Reprezentarea grafică a conţinutului absolut al celor două categorii de hidrocarburi la 
tulpinile AICB rasa A (53, 851) şi rasa B (416, 418, 442), cultivate în prezenţa şi absenţa CO2. 
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Fig. 11. Reprezentarea grafică a diferitelor tipuri de hidrocarburi la tulpinile AICB rasa A (53, 
851) şi rasa B (416, 418, 442), cultivate în prezenţa şi absenţa CO2. 
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4.4 Identificarea şi cuantificarea acizilor graşi la tulpinile AICB 
Rezultatele obţinute în cazul celor 30 de tulpini AICB analizate au evidenţiat proporţia 

majoritară a acizilor graşi nesaturaţi (73,70%) faţă de acizii graşi saturaţi (26,29%) (fig. 12).  

Valorile procentuale medii ale AG saturaţi şi 
nesaturaţi la tulpinile AICB 

AG saturaţi
26,29%

AG nesaturaţi
73,70%

 
Fig. 12. Reprezentarea grafică a procentului acizilor graşi (AG) saturaţi şi nesaturaţi la 

tulpinile B. braunii AICB. 
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Fig. 13. Reprezentarea grafică a valorile procentuale medii ale  acizilor graşi (AG), calculate 

la toate tulpinile AICB şi separat în funcţie de rasa chimică (A şi B). 
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În majoritatea extractelor lipidice au fost evidenţiate 5 tipuri de acizi graşi saturaţi 

(26,29%) şi 7 tipuri de acizi graşi nesaturaţi (73,7%) cu grade diferite de nesaturare. Cu 

excepţia acizilor lauric, arahidic, arahidonic, EPA şi DHE, majoritatea acizilor graşi au fost 

prezenţi în toate extractele lipidice. 

Cu excepţia acizilor oleic şi palmitic, acizii graşi au fost mai bine reprezentaţi la 

tulpinile rasei B. Preponderenţa acizilor palmitic şi oleic la tulpinile rasei A concordă cu 

capacitatea acestora de a sintetiza cantităţi mai mari de diolefine (4,92%), faţă de rasa B 

(2,79%) (fig. 13). 
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Fig. 14. Reprezentarea grafică a procentelor de HC (hidrocarburi de tipul alcadienelor şi alcatrienelor) 
şi acizilor oleic, palmitic, linoleic şi linolenic la tulpinile AICB, aparţinând celor două rase chimice A 
(albastru) şi B (portocaliu). Valorile numerice reprezintă conţinutul relativ de acid gras, respectiv 
conţinutul absolut de hidrocarbură (g/100g biomasă uscată). Mediile aritmetice aferente fiecărei rase 
au fost evidenţiate prin linii.  
 

Acizii oleic (31%), palmitic (19%), linoleic (17%) şi linolenic (12%) au reprezentat 

fracţiunile majoritare din totalul acizilor graşi (fig. 13). Valorile mai mari ale acizilor palmitic 

şi oleic argumentează în favoarea utilizării acestor acizi drept precursori în calea de sinteză a 

diolefinelor.  

Tendinţa crescătoare a conţinutului absolut şi relativ al diolefinelor nu s-a corelat în 

mod clar cu o anumită tendinţă a acizilor graşi majoritari în extractele lipidice, între tulpinile 

aceleiaşi rase. Acest fapt sugerează un grad ridicat de variabilitate în interiorul fiecărei rase, 

iar aceste corelaţii nu se pot efectua decât individual, pentru fiecare tulpină în parte. 

Lipsa unei relaţii similare între datele obţinute din extractele lipidice ale aceleiaşi 

tulpini s-a observat în cazul tulpinilor ambelor rase chimice. Totuşi, la 11 tulpini din cele 19 

analizate, s-a înregistrat o scădere a conţinutului acizilor oleic şi palmitic, o dată cu creşterea 
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conţinutului absolut al hidrocarburilor (fig. 14). Cel mai probabil, sinteza acestora este 

coroborată cu consumul acizilor graşi precursori. 

Compoziţia relativă a acizilor graşi a variat la cele 5 tulpini cultivate în prezenţa şi 

absenţa CO2, cu excepţia acidului stearic, indiferent de rasa chimică. Acesta a scăzut în 

extractele tuturor suspensiilor barbotate cu CO2 (fig. 15, 16). 

Creşterea conţinutului de hidrocarburi a fost corelată cu scăderea valorilor procentuale 

ale acizilor oleic şi palmitic. Conţinutul relativ al celor patru acizi graşi majoritari în 

extractele lipidice a crescut în biomasa culturilor barbotate cu amestec aer-CO2, indiferent de 

rasa chimică sau conţinutul de diolefine sintetizate. 
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Fig. 15. Reprezentarea grafică comparativă a conţinutului relativ de acizi graşi, la tulpinile 

AICB (rasa A), cultivate în prezenţa/absenţa CO2. 
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Fig. 16. Reprezentarea grafică comparativă a conţinutului relativ de acizi graşi, la tulpinile 
AICB (rasa B), cultivate în prezenţa/absenţa CO2. 
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4.5 Identificarea şi cuantificarea pigmenţilor carotenoidici la 
tulpinile AICB 
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Fig. 17. Reprezentarea grafică a valorilor procentuale (g/100g biomasă uscată) obţinute pentru 
fracţiunile carotenoidelor extrase din biomasa tulpinilor AICB aparţinând raselor chimice A şi 
B.  

 
Algele B. braunii AICB au produs cantităţi variate de pigmenţi carotenoidici în funcţie 

de tulpină şi rasa chimică (fig. 17). În general, biomasa tulpinilor AICB, din rasa B au 

sintetizat un procentual mai ridicat de carotenoide (0,48 g/100g biomasă uscată), faţă de 

tulpinile rasei A (0,35%). Acest fapt poate fi explicat pe baza structurii chimice de tip 

terpenic, comună atât carotenoidelor cât şi botricoccenelor, căile lor metabolice fiind 

interconectate (fig. 18). 
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 Fig. 18. Reprezentarea grafică a valorilor procentuale medii ale fracţiunilor carotenoidice ale 
tulpinilor AICB aparţinând raselor chimice A şi B (P=0,022). 
 

Din punct de vedere calitativ, s-au evidenţiat 13 tipuri de pigmenţi carotenoidici, în 

extractele lipidice prelevate de la 17 tulpini AICB. Dintre aceştia, luteina a fost cel mai bine 

reprezentată cantitativ, iar ca frecvenţă, violaxantina, anteraxantina, α-carotenul, β-carotenul 

şi luteina au fost prezente în cantităţi variabile în majoritatea extractelor (fig. 19). 
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Fig. 19. Reprezentarea gradului de prezenţă al diferitelor tipuri de pigmenţi carotenoidici în 
cele 23 de extracte provenite de la 17 tulpini AICB, aparţinând raselor chimice A şi B. 
 

Rezultatele cantitative ale carotenoidelor obţinute la tulpinile cultivate în prezenţa 

0,02% l/min CO2 au reliefat un aspect surprinzător. Indiferent de creşterea/scăderea 

concentraţiei de hidrocarburi produse (atât botriococcene, cât şi alcadiene şi alcatriene), la 

tulpinile cultivate în condiţii de aer liftat, concentraţia procentuală a carotenoidelor a scăzut, 

faţă de aceleaşi tulpini, cultivate în absenţa CO2 (fig. 20). 
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Fig. 20. Reprezentarea grafică a conţinutului pigmenţilor carotenoidici la tulpinile AICB 
cultivate în prezenţa şi absenţa CO2, 0,02 l/min. Pentru diferenţiere, tulpinile celor două rase 
chimice au fost reprezentate prin culori diferite: verde pentru rasa A  şi roşu pentru rasa B. 
Procentele sunt grame raportate la 100 grame biomasa uscată. 
 

Tendinţa de creştere observată în cazul carotenoidelor s-a păstrat şi pentru 

hidrocarburile de tip triterpenic (hexadiene) (fig. 21). În acelaşi timp, conţinutul de 

hidrocarburi cu catenă lungă şi număr impar de atomi de carbon, majoritare în cazul rasei A, 

au manifestat o tendinţă descrescătoare (fig. 22). 
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Fig. 21. Reprezentarea grafică a tendinţelor de creştere pe baza valorilor procentuale medii ale 
fracţiunilor carotenoidice şi hexadienelor identificate în extractele lipidice ale tulpinilor AICB 
aparţinând raselor chimice A şi B. Procentele sunt grame raportate la 100 grame biomasa 
uscată . 
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Fig. 22. Reprezentarea grafică a tendinţelor de creştere pe baza valorilor procentuale medii ale 
fracţiunilor carotenoidice şi alcadienelor, respectiv alcatrienelor, identificate în extractele 
lipidice ale tulpinilor AICB aparţinând raselor chimice A şi B. Procentele sunt grame raportate 
la 100 grame biomasa uscată . 
 

4.6. Poziţia filogenetică a tulpinilor AICB pe baza genelor 
pentru ARNr 18S  
17 tulpini aparţinând colecţiei AICB din rasele chimice A şi B au fost investigate din 

punct de vedere al lungimii şi secvenţei genei pentru ARNr 18S. Dintre acestea 5 au aparţinut 

rasei B şi 12 rasei A. 

Pe baza lungimii fragmentelor migrate electroforetic, tulpinile s-au departajat în două 

categorii. Astfel, toate tulpinile rasei B şi 4 dintre tulpinile rasei A au deţinut un fragment de 

aproximativ 2000 pb, în timp ce 8 tulpini ale rasei B au prezentat un fragment de aproximativ 

2500 pb (fig. 23). 

 
 
Fig. 23. Electroforegrama ampliconilor ADNr 18S, obţinuţi prin PCR, cu perechea de amorse 
CV1, ITS2B.  
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Alinierea multiplă a secvenţelor obţinute în urma secvenţării, alături de alte secvenţe 

adnotate, descărcate din bazele de date publice de nucleotide au reliefat prezenţa suplimentară 

a unei regiuni intronice la cele 12 tulpini AICB. Această regiune a însumat 457-461 pb (fig. 

24). Prezenţa sporadică a acestei regiuni a fost semnalată şi la alte alge verzi, unde a fost 

clasificată în categoria intronilor IC1.  

 

              18S exon             18S intron  18S exon              ITS1   5,8S    ITS2 28S

CV1 

 
 
Fig. 24. Reprezentarea schematică a poziţiei celor 5 amorse în fragmentul genic secvenţat la 
tulpinile AICB, precum şi succesiunea genelor, exonilor şi intronilor.  
 

Indiferent de prezenţa/absenţa regiunii intronice, tulpinile aparţinând rasei A se 

grupează distinct faţă de cele din rasa B (indiferent de la ce colecţie de alge provin), 

departajare asigurată de o valoare Boostrap semnificativă (fig. 25, 26). Acest fapt se regăseşte 

în toţi arborii generaţi, independent de algoritmul utilizat. Pe baza acestui considerent putem 

afirma faptul că separarea tulpinilor în rasele chimice A şi B este susţinută şi la nivel 

molecular, pe baza marker-ului ADNr 18S.  

În interiorul filogramelor obţinute, tulpinile rasei A se grupează distinct, în funcţie de 

prezenţa sau absenţa intronului, cu excepţia tulpinii AICB 860. Totuşi, diferenţele dintre 

secvenţele ADNr 18S constatate la tulpinile AICB ale rasei A nu se limitează numai la 

prezenţa sau absenţa acestei regiunii. Îndepărtarea ei din aliniere a generat arbori aproape 

identici. Analize ulterioare, probabil o resecvenţare, în cazul tulpinii AICB 860 vor certifica 

presupunerae că cele două grupuri de secvenţe identificate pentru rasa A corespund unor 

specii distincte sau cel puţin subspecii. 

CV3
ITS2CV4 3000 pb

CV2
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Fig. 25. Arborele filogenetic, construit pe baza secvenţelor ADNr 18S provenite de la tulpinile 
AICB şi din baza de date GenBank (NCBI), construit prin algoritmul Parcimonei Maxime (PM). 
Pe ramuri sunt notate valorile testului de semnificaţie Bootstrap, la 100 de replicate. 

Trebouxiophyceae 

 
30



 

Trebouxiophyceae 

Fig. 26. Arborele filogenetic, construit pe baza secvenţelor ADNr 18S provenite de la tulpinile 
AICB şi din baza de date GenBank (NCBI), construit prin algoritmul Evoluţiei Minime (EM). 
Pe ramuri sunt notate valorile testului de semnificaţie Bootstrap, la 100 de replicate. 
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5. Concluzii finale 
 Investigarea trăsăturilor morfologice la 30 de tulpini AICB a avut drept rezultat 

identificarea unor caractere (aspectul şi consistenţa coloniilor, prezenţa/absenţa 

celulelor singulare în suspensiile celulare, gradul de dezvoltare al matricii 

extracelulare etc.) care oferă un suport morfologic departajării tulpinilor B. braunii în 

cele două rase chimice. 

 Analizele biochimice legate de identificarea şi cuantificarea hidrocarburilor, acizilor 

graşi şi carotenoidelor au evidenţiat deosebiri majore pe baza cărora tulpinilor rasei A, 

pot fi uşor deosebite de tulpinile rasei B, înalt producătoare de hidrocarburi. La 

ultimele s-a observat un conţinut mai mare al carotenoidelor (responsabile de culoarea 

brun-portocalie), hidrocarburilor şi dintre aceastea prezenţa majoritară a 

botriococcenelor. Capacitatea tulpinilor din rasa B de a sintetiza alcadiene şi alcatriene 

susţine implicarea acestor categorii de compuşi chimici în sinteza algenanului. 

Prezenţa majoritară a acizilor graşi oleic şi palmitic, îndeosebi în extractele provenite 

de la tulpinile rasei A îi fac precursorii cei mai probabili ai alcadienelor şi 

alcatrienelor. 

 Experimentele de creştere coroborate cu conţinutul de hidrocarburi şi acizi graşi au 

evidenţiat gradul ridicat de variabiliatate al tulpinilor B. braunii, independent de rasa 

chimică. Administrarea CO2, a determinat creşterea ratei de diviziune celulară şi 

reducerea timpul de dublare la majoritatea tulpinilor AICB. 

  În arborii filogenetici generaţi pe baza secvenţelor ADNr 18S, tulpinile B. braunii au 

format un singur cluster în clasa Trebouxiophyceae. Departajarea tulpinilor în două 

grupuri distincte dovedeşte în premieră existenţa a cel puţin două specii distincte de B. 

braunii, oferind astfel un suport genetic clasificării tulpinilor în rase chimice (A şi B). 

Prezenţa unei secvenţe intronice în gena ADNr 18S la un număr considerabil de 

tulpini din rasa A care ar putea fi eventual susţinută şi prin markeri moleculari 

adiţionali ar putea fundamenta şi o a treia specie de B. braunii.  

 Dintre tulpinile investigate, tulpinile AICB 416 şi 418, rasa B ar putea reprezenta o 

premisă pentru viitoare studii în sensul dezvoltării unor biotehnologii de obţinere a 

hidrocarburilor. 
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