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(54) Tulpini de microalga cianofita Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot - sursa

de proteine
(57) Rezumat:

1
Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la o tulpind de microalga cianofita, care
poate fi utilizatd in industria microbiologica
pentru obtinerea proteinelor, utilizate 1n
industria farmaceutica si alimentara, zootehnie,
fitotehnie.

2
Tulpina de microalga cianofitda Nostoc
punctiforme (Kiitzing) Hariot este depozitata in
Colectia  Nationalda de  Microorganisme
Nepatogene cu numarul CNMN-CB-21 si
poate fi utilizata in calitate de sursd de
proteine.
Revendicari: 1



(54) Strain of blue-green microalga Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot - source

of proteins
(57) Abstract:
1
The invention relates to

biotechnology, namely to a strain of blue-green
microalga, which can be used in
microbiological industry to produce proteins
used in the pharmaceutical and food industries,
zootechny, phytotechny.

2

The strain of blue-green microalga
Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot is
deposited in the National Collection of
Nonpathogenic Microorganisms under the
number CNMN-CB-21 and can be used as a
source of proteins.

Claims: 1

(54) LlITamm cuHe-3e1eHo0ii MukpoBogopocaun Nostoc punctiforme (Kutzing)

Hariot - ucrounux 0eaKoB

(57) Pedepar:
1

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OMOTEXHOJIOTUU, 4 UMCHHO K IITaMMy CHHE-
3eJIEHOM MUKPOBOJOPOCIH, KOTOPBIA MOXET
OBITh WCIOJIE30BAaH B MHUKPOOHOJIOTHIECKOM
MPOMBINIJICHHOCTH JUTSL TIONYYEHUs OCINKOB,
UCTONB3yeMBIX B (DapMalleBTHYCCKOW U
MUIIEBOA  MPOMBINUICHHOCTH,  300TCXHUU,
¢duTOTEXHUH.

2
IHramm CHHE-3eJIEHOM
MHUKPOBOIOPOCIH Nostoc punctiforme
(Kutzing)  Hariot JISTIOHUPOBAaH B
Hamuonaneaot Komnexkiuu HenaToreHHBIX
MuxkpooprannzMoB 1oj, Homepom CNMN-CB-
21 u MOXeT OBIThL HCIIOIL30BAH B KAUYECTBE
HCTOYHHUKA OEJIKOB.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la o noud tulpind de microalga
cianofita, care poate fi utilizata in industria microbiologica pentru obtinerea proteinelor, cu
aplicare in industria farmaceuticd (sursa pentru obtinerea preparatelor farmaceutice cu
continut major de proteine), alimentarda (ca supliment la branzeturi, iaurturi, sucuri),
zootehnie (ca sursd nutritivd pentru animale), fitotehnie (ca sursd pentru obtinerea
preparatelor stimulatoare de crestere a plantelor) etc.

Proteinele din biomasa algald sunt importante pentru organismele animale, in
special pentru cel al omului si cele vegetale servind ca sursd pentru mentinerea in stare
functionabild bund a structurii membranelor celulare, pentru exercitarea catalizei
fermentative, pentru asigurarea capacitatii contractile si locomotoare (dinamice) a celulelor,
asigurarea transportului si depozitarea unor compusi chimici, pentru protejarea celulelor de
corpii strdini, pentru reglarea cresterii si diferentierii celulelor, ele asigurd transmiterea
impulsului nervos in sinapse, au rol energetic.

Este cunoscuta o tulpina de alga specia Oscillatoria foreaui care poate fi utilizatd in
calitate de sursa de proteine [1].

Dezavantajul principal al tulpinii cunoscute este faptul ca aceasta poseda o cantitate
redusa de proteine, doar 6,9 %.

Este cunoscuta tulpina algei specia Spirogyra varians, care contine in biomasa ei
16,70% proteine [2].

Dezavantajul acestei tulpini este faptul ca aceasta poseda, la fel, o cantitate mica de
proteine in biomasa.

Cea mai apropiata dupa esenta tehnica si rezultatul obtinut este tulpina algei specia
Nostoc flagelliforme, care contine in biomasa ei 21,75-37,85% proteine [3].

Dezavantajul acestei tulpini este faptul ca cultivarea ei este mai dificila deoarece
prefera conditii de iluminare majora de minim 2000 lux, temperaturi ridicate, minim 257C si
necesita agitare periodica.

Problema pe care o rezolvad prezenta inventie constd in extinderea arsenalului
tulpinilor de microalge cianofite ca surse de proteine.

Esenta inventiei consta in faptul ca se propune o tulpind noud de microalga cianofita
Nostoc punctiforme (Kiitzing) Hariot, depozitatd in Colectia Nationala de Microorganisme
Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie cu numarul CNMN-CB-21 (data
depozitarii 11.05.2017) — sursa de proteine.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in faptul cd biomasa tulpinii propuse de Nostoc
punctiforme (Kiitzing) Hariot are un continut sporit de proteine (18,50-24,00%) si poate fi
cultivata in conditii de iluminare si temperaturd redusa, fard agitare; tulpina propusid se
cultiva la iluminare minima de 500 lux, temperaturda minima de 15°C si nu necesita agitare.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreazad particularitatilor morfologice, fiziologice si
biochimice specifice tulpinii, in special cultivarea in conditii de temperaturd si iluminare
redusd se datoreaza rezistentei tulpinii, iar sinteza majora a proteinelor este rezultatd din
intensificarea procesului de consum a azotului din mediu nutritiv si/sau fixarea azotului din
atmosfera in mediul nutritiv realizat de celulele tulpinii.

Exemplu de realizare a inventiei

Tulpina propusa Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot CNMN-CB-21a fost izolatad

din mostrele de sol colectate din serele intreprinderii SRL "Fruct Agro Com” situate in s.
Bardar, r-nul laloveni, Republica Moldova, la aplicarea metodei de obtinere a monoculturilor
din culturi brute dense pe medii nutritive lichide si solide.

Conditiile de cultivare a tulpinii Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot - este necesar de

a respecta urmatoarele conditii: temperatura minima de +15°C, maximéa de + 30°C, iluminarea
la inocularea tulpinii de minimum 500 lux, in faza exponentiald de crestere - 5000 lux. Tulpina
poate fi cultivata fara a fi agitata pe perioada de cultivare.

Mediul nutritiv lichid utilizat pentru cultivarea tulpinii este mediul Z-8 care se prepara

prin addugarea a 10 ml solutie 1 + 10 ml solutie 2 + 10 ml solutie 3 + 1 ml solutie 4, se aduce
pana la un litrul cu apa distilata, se autoclaveaza, pH — ul fiind intre 6-7.
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Solutia 1 mediul Z-8
Ingredientul Cantitatea, g/l
NaNOs 46,7
Ca(NOs).*4H,0 59
MgSO,*7H,0 2,5
Solutia 2 mediul Z-8
Ingredientul Cantitatea, g/l
KoHPO4 3,1
Na,COs 2,1

Solutia 3 mediul Z-8

Solutia 3 mediul Z-8 se prepara prin adaugarea a 10 ml sol A + 9,5 ml solutie B se
aduce la l1litru cu apa distilatd. Solutia A se prepara astfel: 2,8g FeCls se dizolva in 100 ml
0,1N HCI. Solutia B se prepard astfel: 2,9 g EDTANa; se dizolva in 100 ml 0,1 N NaOH.

Solutia 4 mediu Z-8

Pentru obtinerea solutiei 4 finale se adaugd intr-un vas cu volum de 1 litru cate 1 ml

din solutiile nr. 1-10 si 12 + 10 ml sol nr. 11 + 100 ml sol nr.13, se aduce cu apa distilata pana
la litru.

Nr. Ingredientul Cantitatea, g/100ml

1 Na,WO,+2H,0 0,033

2 (NH4)sM07024*4H,0 0,880

3 KBr 1,2

4 KI 0,83

5 ZnS04+7H,0 2,87

6 Cd(NOs).+4H.0 1,55

7 Co(NO3),+6H.0 1,46

8 CuSO4*5H,0 1,25

9 NiSO4(NH4),S04*6H,0 1,98

10 | Cr(NOs)s«9H,0 0,41

11 | V20s 0,089

12 | KAI(SO4)2+12H,0 4,74

13 H3BO3 31,0
MnSO4*H,O 1,6 g/l

Pentru prepararea mediului nutritiv solid in mediul nutritiv lichid Z-8 se adauga agar in
doza de 12 g/l dupa ce mediul se incélzeste pana la fierbere pentru dizolvarea agarului si se
lasd sa fiarba timp de 5 min.

Tulpina se caracterizeaza prin capacitatea de sintezd sporitd de proteine, cantitatea
carora este de 18,50-24,00%.

Tulpina formeaza colonii microscopice mici, neregulat sferice, care se fixeaza bine de
substrat, cu lungimea de aproximativ 200 p sau uneori mai lungi. Teaca mucilaginoasi este
ingustd, incolora.

Trihomii au culoarea albastra-verde, sunt strans legati, foarte abili, deseori cu greu se
diferentiaza din biomasa, cu latimea de 2,25-4,45u (mai rar pot atinge 6,75 ).

Celulele vegetative au forma de butoias pana la elipsoidald cu lungimea de 2,25-6,75
u si lagimea de 2,25-4,45p (mai rar pot atinge 6,75 p).

Heterocistii sunt bazali, au forma mai mult sau mai putin rotunjita cu lungimea de 4-
6,75 u (foarte rar au lungimea de 2,25 p) iar latimea de 4,45-6,75 p.

Sporii au forma aproape rotunda sau alungitda cu membrana incolorda, netedd cu
lungimea de  4,5-11,25 p si 4,5-9 u latime. Sporii se formeaza intens, in deosebi, in procesul
de imbatranire a culturii sau in conditii neprielnice pentru crestere.

Caracterele fiziologo-biochimice ale tulpinii: Substantele biologic active ce intra in
componenta tulpinii date sunt: proteine — 18,50%-24,00%; lipide — 5,00%-10,00%; glucide —
10,00%-13,00%.

Produsul sintetizat de tulpind: proteine in cantitate 18,50%-24,00%; lipide — 5,00%-
10,00%; glucide — 10,00%-13,00%.
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Parametrii productivi ai tulpinii: se inoculeaza 0,4 g/l biomasa vie sau biomasa absolut
uscata. La cultivarea tulpinii in conditii optime de temperatura si iluminare biomasa algala se
majoreaza de 4-7 ori pana la sfarsitul fazei exponentiale de crestere.

Metoda de determinare a activitatii tulpinii: microscopia directa a tulpinii.

Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungatd a tulpinii: temperatura
camerei, iluminarea de 300-500 lux, insamantarea fiind efectuata odata la 6 luni.

Mediu nutritiv pentru pastrarea tulpinii: mediul solid Drew cu urmatoarea componenta
chimica: KoHPO: - 0,2g/l; MgSO., ?7H,0 - 0,2 g/l; CaCl,?2H,0 - urme; FeCls— urme.

Tulpina Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot se péstreaza in eprubete inclinate ce
contin mediu nutritiv mentionat cu respectarea conditiilor de pastrare, insamantarea fiind
efectuata odata la 6 luni.

Tulpina mai poate fi mentinutd pe mediul nutritiv mentionat i in vasele Petri, n
aceleasi conditii de pastrare, insamantarea fiind efectuatd odata la 25 zile.
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Tulpinad de microalgé cianofita Nostoc punctiforme (Kutzing) Hariot CNMN-CB-21 in
calitate de sursa de proteine.
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