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(54) Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, in parti-
cular la un procedeu de cultivare a ciano-
bacteriei Spirulina platensis pentru obtinerea
biomasei cu un continut sporit de ficobili-
proteine.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei
Spirulina platensis include cultivarea timp de
6 zile pe un mediu nutritiv, continand, g/L:
NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0;
K;SO, - 1,0; K;HPO,3H,O - 10;
MgSO,-7H,0 - 0,20; CaCl,-6H,0 — 0,04;
H;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0 — 0,00181;
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ZnS0O,7H,0 - 0,00022; CuSO,5H,0 -

0,00008; MoO; — 0,000015, ImL/L de solutie
FeHEDTA de 0,09 M si apa distilatd pana la 1
L. In prima zi de cultivare in mediul nutritiv se
adaugd tiosemicarbaziddiacetatetilendiamina
Co(11) trihidrat cu formula[Co(L-H)En]-3H,0,
unde:

L — H;N-CS-NH-N(CH,COOH) si En —
H,N-C,H,-NH,, in cantitate de 10...20 mg/L,
totodata cultivarea se efectueaza la iluminarea
de 3000...4500 Ix si temperatura de 25...30°C.

Revendicari: 1



(54) Process for cultivation of cyanobacterium Spirulina platensis

(57) Abstract:
1
The invention relates to biotechnology, in

particular to a process for cultivation of
cyanobacterium Spirulina platensis for the
obtaining of biomass with high content of
phycobiliproteins.

The

cyanobacterium Spirulina platensis includes

process  for  cultivation  of

cultivation during 6 days on a nutrient
medium, g/L: NaNO; - 2.5,
NaHCO; — 16.8; NaCl — 1.0; K,SO, — 1.0;
K;HPO,4:3H,0 — 1.0; MgS0O,-7H,0 — 0.20;
CaCl,6H,0 - 0.04; H;BO; - 0.00286;
MnCl,-4H,0 — 0.00181; ZnSO,7H20 -
0.00022; CuSO45H,0 — 0.00008; MoO; —
0.000015, 1 ml/L of FeHEDTA solution of

containing,
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0.09 M and distilled water up to 1 L. On the

first day of cultivation in the nutrient medium
is added
thiosemicarbazidediacetateethylenediamine
Co(lll) trihydrate with the formula [Co(L-
H)En]-3H,0, where:

L — H,N-CS-NH-N(CH,COOH) and En —
H,N-C,Hs-NH,, in the quantity of 10...20
mg/L, at the same time the cultivation is
carried out at the light of 3000...4500 Ix and
the temperature of 25...30°C.

Claims: 1

(54) Cnioco6 KyJabTUBHPOBaHUs HMaHoOakTepuun Spirulina platensis

(57) Pedepar:

Nzo0perenne OTHOCUTCS K OHOTEXHO-
JIOTUM, B YAaCTHOCTH K CII0OCOOY KYJBbTHUBH-
poBanus umanobaktepuu Spirulina platensis
JUISl TIOJTyYeHHs] OMOMAcChl C BBICOKHM COJIEp-
XKaHueM (PUKOOMITUIIPOTENHOB.

Crioco0 KyabTHBUPOBAHUS IMAHOOAKTEPUH
Spirulina  platensis Bkirouaer KyJIBTUBH-
pOBaHUE B TedyeHUEe 6 NHEH Ha MUTaTeNbHOU
cpene, NaNO; - 25;
NaHCO; — 16,8; NaCl - 1,0; K;SO, — 1,0;
K;HPO,3H,0 - 1,0; MgSO,-7H,0 — 0,20;
CaCl,6H,0 - 0,04; H;BO; - 0,00286;
MnCl4H,0 - 0,00181; ZnSO,7H,O0 -

0,00022; CuSO4-5H,0 — 0,00008; MoO; —

conepKamie, T/
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0,000015, Imn/nm pactBopa FeHEDTA 0,09 M

U TUCTUJUTMPOBAHHYIO Boay A0 1 1. B mepBsiii
JIeHb KyJIbTHBUPOBAHUS B NMUTATEIBHYIO CPERY
nob6asistror 10...20 mr/nm THocemukapOa3un-
nmuareratdtuieHauamMud Co(IIl) Tpurmapar c
¢dopmynoii [Co(L-H)En]-3H,0, rne L — H,N-
CS-NH-N(CH,COOH) u En — H,N-C;H,-NH,,
NP 3TOM KYJIBTUBHPOBAHUE OCYIIECTBIISIOT
npu ocsemieHnu 3000...4500 nroxc u Temmnepa-
Type 25...30°C.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la un procedeu de cultivare a
cianobacteriei Spirulina platensis pentru obtinerea biomasei cu un continut sporit de
ficobiliproteine.

Ficobiliproteinele — pigmenti cu o coloratie intensa si capacitati fluorescente, sunt pe
larg utilizate 1n industria cosmeticd, medicind, imunodiagnosticd, manifestand proprietati
antiinflamatoare, neuro- si hepatoprotectoare, antioxidante, etc. Conform datelor din
literatura, ficocianina neutralizeaza peroxinitritul, radicalii hidroxil si peroxil, totodata
inhiba procesele de oxidare peroxidicd a lipidelor. Aplicarea terapiei antioxidante cu
utilizarea ficobiliproteinelor este eficientd in tratarea afectiunilor patologice ale organis-
mului uman §i contribuie la diminuarea riscului dezvoltarii diferitor boli, inclusiv oncolo-
gice.

Este cunoscut un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis cu un
continut sporit de ficobiliproteine, care include: cultivarea ei pe un mediu nutritiv cu
urmatorul continut al ingredientelor (g/L): NaHCO; — 16,8; K;HPO,-3H,0 — 1,0; NaNO; —
2,5; NaCl - 1,0; K,SO, — 1,0; CaCl,-6H,0 — 0,04; MgSO,:7H,0 — 0,20; H3;BO; — 0,00286;
MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO,7H,0 - 0,00022; CuSO,-5H,0 — 0,00008; MoO; —
0,000015. In a treia zi de cultivare in acest mediu se adaugid unul dintre compusii
coordinativi:  azotat de  hexa-p-glicinato(O,0)-ps-oxotriacvotrifier(I1)trihidrat -
[FesO(Gly)s(H20)3]NO3-3H,0, hexa-p-treoninato(O, 0 )-ps-oxotriacvotrifier(111)-
[FesO(Tre)s(H,0)s]NO; sau de hexa-p-alaninato(O,0)-ps-oxotriacvotrifier(11)trihidrat-
[FesO(Ala)s(H,0)3]NO3-4H,0 in cantitate de 5...10 mg/L, cultivarea se realizeaza timp de
6 zile, la temperatura de 30...35°C si iluminarea de 3000...4000 Ix [1].

Dezavantajul acestui procedeu consta in faptul cd biomasa obtinuta de spirulind contine
doar 21,68% de ficobiliproteine.

Mai este cunoscut un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care
include cultivarea spirulinei pe un mediu nutritiv cu urmatorul continut al ingredientelor
(9/L): NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0; K,HPO,-3H,0 - 1,0; MgS0O,-7H,0 —
0,20; CaCl,-6H,0 — 0,04; H3;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO,7H,O —
0,00022; CuS0O4:5H,0 — 0,00008; MoO3z; — 0,000015; 1 ml solutiec FEHEDTA de 0,09M,
apa distilata pana la 1L si compusul coordinativ al Cu(Il)hidrat nitratului de 5-
nitrosalicilidentiosemicarbazido(1-)aquacupru(Il) in calitate de regulator al continutului de
ficobiliproteine suplimentat la mediu in a 2-a zi de cultivare in concentratie de 3...4 mg/L;
cultivarea se efectueazi la o temperaturd de 30...35°C si iluminare continui de 2000...3000
Ix in primele 2 zile si de 3000...4000 Ix in urmatoarele zile, la pH 9,5...10,0. Procedeul
asigurd un continut de ficobiliproteine ce constituie 27,50...30,33% din biomasa [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea cd se obtine un continut de ficobili-
proteine de cel mult 30,33% si o productivitate joasd a spirulinei din cauza actiunii toxice a
cuprului. De aceea rentabilitatea procedeului la 1L de mediu este relativ joasd. De
asemenea, biomasa obtinutd prin aplicarea acestui procedeu poate fi caracterizata prin
actiunea toxica datorita prezentei ionilor de cupru.

Problema pe care o rezolva inventia propusa constd in elaborarea unui procedeu de
cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care sa asigure o productivitate semnificativ
mai inaltd §i un continut mai sporit de ficobiliproteine, demonstrand o sporire evidenta a
rentabilitatii la utilizarea acestui procedeu.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, conform inventiei, include
cultivarea pe un mediu nutritiv, continand, g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0;
K,SO, — 1,0; K;HPO,4-3H,0 — 1,0; MgSO,-7H,0 — 0,20; CaCl,-6H,0 — 0,04; H;BO; —
0,00286; MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO,-7H,0 — 0,00022; CuSO,-5H,0 — 0,00008; M0O,
— 0,000015, 1mL/L de solutie FEHEDTA de 0,09 M, apa distilatd pana la 1 Lsiun
compus coordinativ, timp de 6 zile. in calitate de compus coordinativ se utilizeaza
tiosemicarbaziddiacetatetilendiamina Co(l1l) trihidrat cu formula[Co(L-H)En]-3H,0O, unde:
L — H,N-CS-NH-N(CH,COOH) si En — H,N-C,H,-NH,, care se adauga in mediul nutritiv
in prima zi de cultivare in cantitate de 10...20 mg/L, totodata cultivarea se efectueaza la
iluminarea de 3000...4500 1x si temperatura de 25...30°C (bonora O., Kpasuos B., Jlozan
B., I'3p6amay H., Cumonos 0., MamuroBckuii T. CHHTE3 U CTpOCHHE KOMILIEKCa KOOabTa
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(IIT) ¢ THocemukapOa3UIANYKCYCHONH KHCIOTOW M dTHieHAnamMuHoM. Koopa.xumust. 1992,
T. 18, No 2, ¢.144-149).

Rezultatul tehnic obtinut in comparatie cu cea mai apropiata solutie consta in asigurarea
unei majorari a continutului de ficobiliproteine in biomasa de spirulind péand la
32,64...38,66% din biomasa absolut uscatd (BAU). Continutul de ficobiliproteine obtinut la
1L de mediu sporeste de 1,88...2,30 ori, datoritd faptului cd productivitatea spirulinei la
adaugarea compusului tiosemicarbaziddiacetatetilendiamina Co(IIl) trihidrat in cantitate de
10...20 mg/L, este de 1,76...1,80 ori mai mare in comparatie cu solutia cea mai apropiata.

Rezultatul tehnic se datoreaza faptului cd compusul coordinativ al Co(I) provoaca
stimularea transportului de electroni in aparatul fotosintetic al celulelor de spirulina, ca
urmare celulele poseda o fluiditate mai mare a membranei tilacoizilor, precum si stimularea
inducerii sintezei hem oxigenazei, ceea ce cauzeaza sporirea nivelului de ficocianina.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componenta (g/L): NaNO; — 2,5; NaHCO; —
16,8; NaCl - 1,0; K,SO, — 1,0; K,HPO,4:3H,0 — 1,0; MgSQO,4:7H,0 — 0,20; CaCl,-6H,0 —
0,04; H3BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO,-7H,0 — 0,00022; CuSO,-5H,0 —
0,00008; M0oO; — 0,000015, ImL/L de solutie FEHEDTA de 0,09 M, apa distilata pana la
1L.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,40 g/L.
in prima zi de cultivare, suspensia de spirulind se suplimenteazi cu 10 mg/L de
tiosemicarbaziddiacetatetilendiamina Co(III) trihidrat. Cultivarea se efectueaza in baloane
Erlenmayer a cate 250 ml cu 100 ml suspensie la o iluminare continua de 3000...4500 1x si
o temperaturd de 25°C. La a sasea zi biomasa se separd de lichidul cultural, se supune
demineralizarii si se determind continutul de ficobiliproteine. Biomasa obtinuta contine
32,64% ficobiliproteine din BAU.

Exemplul 2

Se prepard mediul mineral nutritiv SP-1 cu urmatoarea componenta (g/l): NaNO; — 2,5;
NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0; K;SO, — 1,0; K;HPO,-3H,0 — 1,0; MgSO,-7H,0- 0,20;
CaCl,-6H,0 — 0,04; H;BO3; — 0,00286; MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO47H,0 — 0,00022;
CuS0O,4-5H,0 — 0,00008; MoO3; — 0,000015, 1 ml solutie FeHEDTA de 0,09 M si apa
distilata pana la 1L.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,40 g/L.
in prima zi de cultivare, suspensia de spirulind se suplimenteazi cu 20 mg/L de
tiosemicarbaziddiacetatetilendiamina Co(III) trihidrat. Cultivarea se efectueaza in baloane
Erlenmayer a cate 250 ml cu 100 ml suspensie la o iluminare continua de 3000...4500 Ix si
o temperaturd de 25°C. La a sasea zi biomasa se separd de lichidul cultural, se supune
demineralizarii si se determind continutul de ficobiliproteine. Biomasa obtinutd contine
38,66% ficobiliproteine din BAU.

Rezultatele referitoare la continutul ficobiliproteinelor in biomasa spirulinei cultivate
conform procedeului propus in inventie si celei mai apropiate solutii sunt prezentate in
tabel.

Continutul ficobiliproteinelor in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis cultivate
conform procedeului propus in inventie si celei mai apropiate solutii

Procedeul Compusul Concentratia Producti- Continutul Continutul
aplicat compusului, | vitateaina ficobilipro- Ficobilipro-
mg/L 6 zi, g/L teinelor, % din | teinelor, g/L

BAU

Conform | Hidratul nitratului de

celei mai | 5-nitrosalicilidentio- 4 0,90 30,33+0,130

apropiate | semicarbazido(1-)
solutii aquacupru(ll)

Conform | Tiosemicarbazid-
inventiei | diacetatetilendiamina 10 1,59 32,64+0,092
Co(ll) trihidrat 20 1,60 38,660,078
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Datele din tabel demonstreaza cé productivitatea spirulinei obtinute la administrarea
compusului tiosemicarbaziddiacetatuletilendiamina Co(IIl) trihidrat in concentratie de
10...20 mg/l este de 1,76...1,80 ori mai mare in comparatie cu cea mai apropiata solutie. Ca
urmare, continutul de ficobiliproteine in biomasa de spirulind obtinutd din 1L de mediu

conform procedeului propus in inventie fatd de solutia cea mai apropiatd sporeste de
1,88...2,30 ori ce constituie 32,64...38,66% din BAU.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. MD 2386 C2 2003.02.28
2. MD 167 Y 2011.03.31

(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include cultivarea pe
un mediu nutritiv, continand, g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0; K,SO, — 1,0;
K;HPO,3H,O0 - 1,0; MgSO,-7H,0 - 0,20; CaCl,-6H,0 — 0,04; H;BO; — 0,00286;
MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO,7H,0 - 0,00022; CuSO,-5H,0 - 0,00008; MoO; —
0,000015, ImL/L de solutie FeHEDTA de 0,09 M, apa distilatd pana la 1 L si un compus
coordinativ, timp de 6 zile, caracterizat prin aceea ca in calitate de compus coordinativ se
utilizeaza tiosemicarbazid diacetatetilendiamina Co(Il) trihidrat cu formula[Co(L-
H)En]-3H,0, unde: L — H,N-CS-NH-N(CH,COOH) si En — H,;N-C,H,-NH,, care se
adauga in mediul nutritiv in prima zi de cultivare in cantitate de 10..20 mg/L, totodata
cultivarea se efectueaza la iluminarea de 3000...4500 Ix si temperatura de 25...30°C.
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Examinator: GORDIENCO Maria

Redactor: LOZOVANU Maria
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